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Introduction

Depuis quelgues années, le monde descesidmiologiques et médicales est envahi par
un nouveau concept, celui du «stress oxydant»siination ou la cellule ne contréle plus la
présence excessive de radicaux oxygénés toxiques)eg chercheurs impliquent dans la

plupart des maladies humaines (Favier, 2003).

Chez I'Homme, de nombreuses situations sipipathologiques (athérosclérose,
maladies rhumatismales, vieillissement, cancer} sssociées a une production accrue de

radicaux libres dérivés de I'oxygene (Afonsakt 2007).

Des molécules dites antioxydantes intemvémt, selon différents modes d’action, afin
de limiter la production des radicaux libres etstdnent donc un mécanisme de défense pour
I'organisme. Certains antioxydants existent de rfiagadogene dans l'organisme et d’autre

sont assimilables par voie exogéne, qu'ils soiainels ou de synthese.

L'utilisation thérapeutique des plantes est partiégrante des traditions de toutes les
cultures. De nos jours, les produits naturels soet source importante pour la recherche de

nouveaux composeés actifs contre de nombreuses iemlad

L'objectif de ce travail consiste en I'étude det\ates anti-radicalaires des extraits de
feuilles et de graines deistacia lentiscus une plante locale, utilisée en médecine
traditionnelle dans le traitement de plusieurs qlatpes, y compris les maladies
inflammatoires, a savoir I'activités anti-DPRHENti-OH et anti-HO, suivi du fractionnement
des extraits ayant montré une activité élevée wis-ae ces radicaux par chromatographie
sur colonne de gel de silice et |la caractérisadiem fractions actives par chromatographie sur
couche mince, afin de mettre en évidence les coéspesponsables de cet effet.
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Chapitre | Synthese bibliographique

L'oxygene est indispensable a la plupart des espeiwantes. Cependant, en raison de
sa conformation chimique, la molécule d’oxygénetpdans certaines circonstances, s’avérer
toxique. Cette toxicité est induite par des élémedactifs, instables et pro-oxydants appelés
radicaux libres (Demofarts etl., 2005).

I.1. Radicaux libres (RL)
[.1.1. Définition des radicaux libres

Les RL sont des molécules ou atomes qui possademiu plusieurs électrons non
appariés sur leur couche externe, cet état leuemmmine instabilité énergétique et cinétique
(Demofarts etal., 2005). lls apparaissent soit au cours de laurapgymétrique d’une liaison
covalente, ou au cours d’'une réaction redox avetepsu gain d’électron a partir d’'un

composé non radicalaire (Koechlins-Ramonatxo, 2006)

[.1.2. Nature des radicaux libres
[.1.2.1. Espéces réactives de I'oxygene (ERO)

De part sa configuration électronique, I'oxygéerst avide d’électrons. Dans le
processus de la respiration, le dioxygene est rédufacon progressive en eau par I'apport
de quatre électrons (Vamecqatt, 2004),sa réduction incomplete conduit & des especes qui
ont un caractére oxydant gbnt tres réactives. L’appellation espéces réatileel’oxygene
inclut les radicaux libres de I'oxygéne propremeitttels que le radical hydroxyl (O le
radical anion superoxyde (&, le radical peroxyl (RO, mais aussi certaines especes
réactives non radicalaires, dont la toxicité esv@&, commte peroxyde d’hydrogéene ¢0.)
ou les hydroperoxydes (ROOH) (Fontaineaét 2002 ; Koechlin Ramonatxo, 2006). Les
ERO sont produits d’'une fagcon permanente et phygigle par I'organisme humain, ce sont
donc une conséguence inévitable de la consommadéidioxygéne moléculaire. Le tableau |

représente les principaux dérivés réactifs de @xye et de I'azote, ainsi que leur demi- vie.
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Tableau | : Identité moléculaire, demi-vie et origine des egres réactives de I'oxygeéne et des espéces
réactives de l'azote (Bossé ek, 2003).

ERO et ERN Origine Demi-vie
(seconde)
Anion superoxyde (&) Chaine respiratoire, Xanthine oxydase 1

NAD(P) H oxydase

Monoxyde d'azote (NQ Monoxyde d’azote synthase 3-7
Peroxynitrite (ONOQ O,"+ NO 1-2
Peroxyde d’hydrogene ¢8.) Chaine respiratoire, Xanthine oxydase, Superoxyde 2
dismutase
Acide hypochloreux (HOCI) Myéloperoxydase 3
Radical hydroxyl (OH (Réaction de Fenton, réaction d’'Haber-Weiss) 10-9
Radicaux lipidiques : Peroxydation des lipides, catalysée par le OH- RO- : 10-6
(Alkoxyle : RQO), (Peroxyle : ROQ ROO- : 7
Oxygeéne singulet'Q,) Photolyse ~10-6

= Oxygéne singulet{0,)

Lorsque la molécule d’oxygene est exposée a dgmnmnament ultraviolets (UV),
'apport d’énergie provoque une inversion de sponduisant & une espece activée de
I'oxygene, appeléexygéne singulet (Berké at., 2003 ; Berger, 2006). C’est une forme trés
réactive qui peut oxyder de nombreuses moléculganogues (Morel et Barouki, 1998) ; elle
est formée selon la réaction suivante :

(o7} uv 0,

[
»

»= Anion superoxyde (O?)
Au sein de la chaine respiratoire se produit teucéon compléte de I'oxygene, par le
transfert de quatre protons et de quatre électamrsgjuisant ainsi a la formation de molécules
d'eau :

O, +4€ +4H ——» 240

Cependant, au niveau des complexes NADH déhydesgéfl), et ubisemiquinone
(1IN, il y a une fuite d’électrons célibataires menant gethuction partielle de 'oxygéne qui

se transforme en anion superoxyHieller etal., 1998 ; Canakgi etl., 2005).

O, + 1€ > 9]
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» Peroxyde d’hydrogéne (HO,)
C’est un produit non radicalaire mais toxiqueest capable de diffuser rapidement a
travers les membranes cellulaires et susceptiblerdduire des radicaux hydroxylés en
présence de fer ferreux (réaction de Fenton).tllpesduit sous I'action de la supéroxyde

dismutase (SOD), qui le transforme enOkiselon la réaction suivante (Capebét 2006) :

O,+2e-+2H SOD HO,

= Radical hydroxyle (OH)

Le radical OHest considéré comme le plus toxique des espéaetves de I'oxygene
(Vergely et Rochette, 2002%a demi-vie est de l'ordre de la nanoseconde,tilleeplus
instable et le plus réactif (Salvayre et Salvag@)5). La voie classiquement évoquée de la
production du radical hydroxyle est la réactionFamton a partir de peroxyde d’hydrogene
et du fer réduit (Vergely et Rochette, 2002 ; S@@04). Ainsi, la présence simultanée de

H.O,, de O, et de fer permet la production du radical (ddlon la réaction d’'Haber Weiss.

H,0, + F€* ———» OH+rFe"+ OH  Réaction de Fenton
O +HO, ___ , OH-O;+OH Réaction de Haber -Weiss

La diffusion limitée de ce radical lui permet dagir avec de nombreuses especes
moléculaires avoisinantes (protéines, lipides, ADN.provoquant ainsi de multiples
dommages cellulaires (Pincemailagt 1999 ; Favier, 2003 ; Gulgin, 2009).

1.1.2.2. Espéces réactives de I'azote (ERN)

Les ERN sont une sous famille de molécules réextiiBossé etl., 2003).Le
monoxyde d’azote (N® est un radical dérivé de l'azote, ayant une deémide quelques
secondes (Vergely et Rochette, 2002). Il est syisthéa partir dela L-arginine et de
I'oxygéne par la NO-synthase (Sorg, 20&8lon la réaction suivante :

O, + L-Arginine + NADPH NOosynthase NO + L- Citrulline + H,O + NADF'
S

Il a été démontré que la production concomitamteghndes quantités de'Cet de
NO' peut induire la formation de peroxynitrite (ONQQui peut lui-méme générer le radical
OH indépendamment de la mise en jeu des réactiosanfaintervenir le fer (Vergely et
Rochette, 2002 ; Delemasureaét 2006). O, + NO© ——» ONOO’
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Il a été postulé que le peroxinitrite peut éthespoxique que le radical hydroxyle
(Vergely et Rochette, 2002). En effet, les priatgs cibles mitochondriales du peroxinitrite
sont les chaines de transport des électrons, epleges |, II, IV, et V, les membranes,
I’ADN et quelques enzymes comme la créatine kiretska superoxyde dismutase (Canakgi
etal., 2005).

Les RL sont produits de fagcon permanente dangdidisme humairpar divers
mécanismes, comme illustré dans la Figuréralier, 2003)
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1
O, -— O, —» | H:O;
T ",
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NADFPH ox - X
mitochondrie o [-'n:""'/ [l
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Monoxyde o 'azote Anion superoxyde
ONOO » | OH®
peroxynirite Racdical hydroxvie
/ \ / / .
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/ !
- / .
"
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protéines des cascades des protéines lipidigue I' ADN
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Figure 01 : Formation des différentes espéces réactives dgdéne et de I'azot@avier, 2003).

Cependant, la production des RL peut étre amplitiéefacon excessive par différents

mécanismes physiopathologiques ou facteurs emamentaux, créant un stress oxydant.

[.1.3. Stress oxydant

En situation physiologique, il existe un équililetre la production des ERO et les
systémes de défenses antioxydants. Un stress daxgdariendra en cas d'un déséquilibre
dans la balance pro-oxydants/antioxydants (Pindeshal., 2002 ; Berger 2006)c’est a dire
lorsque 'homéostasie redox est perturbée, soiuparsurproduction des ERO, soit par une

défaillance du systéme antioxydant (Morel et Baroi$98).
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[.1.3.1 Sources de stress oxydant

Le stress oxydant est favorisé par divers agamsi dien endogeénes (métabolisme,
inflammation) qu’exogéenes, comme les radiations elVionisantes, le tabac et diverses
molécules apportées par I'alimentation (métauxgoes, alcool...edc(Gardés-Albert eal.,
2003 ; Canakci etl., 2005).

[.1.3.1.1. Sources endogénes

Trois voies de génération endogéne des ERO sordrgiément décrites, a savoir la
chaine de transfert des électrons située au niveaumitochondries (Morel et Barouki, 1998),
la flambée respiratoire des cellules phagocytamedsspensables a la défense immunitaire

(Favier, 2003), ainsi que I'activité des enzymesygppe oxydasgDemoffarts eal., 2005).

*= Mitochondries

Dans les Conditions physiologiques normales, 1% #8e I'oxygéne réduit dans la
mitochondrie est converti enzf)(Bonnefont-RousseIot, 2007) par la NADH déshydragén
et 'ubisemiquinone de la chaine respiratoire (Rt etal., 2002). Cette quantité peut étre
amplifiée, une fois que la respiration devient phiense (effort physique), lorsque la fraction
d’oxygene inspiré augmente (au cours de certainesahités de ventilation artificielle) ou
lors des désordres mitochondriaux génétiques otitinnhels (carence en ubiquinone)
(Nouette-Gaulain eél., 2007). Malgré l'efficacité de la chaine respied a transférer les
électrons, I'environnement intramitochondrial hawst réducteur et la nature des réactions
redox catalysées font que divers composants camttemkes flavoprotéines, des centres fer-
soufre et 'ubisemiquinone sont thermodynamiquensaptables de transférer un seul électron
a une molécule d’'oxygene et ainsi étre des siteprdduction des ERO (Nouette-Gaulain
etal., 2007).

= Cellules phagocytaires

Les cellules phagocytaires (polynucléaires et pptages) posseédent une enzyme
membranaire, la NADPH oxydase, qui est spécialdées la formation du 0. Cette
enzyme, normalement inactive, devient active loesia cellule phagocytaire est stimulée. La
forte consommation d’oxygéne qui en résulte epekie «respiratory burst » (Fontaine et
al.,, 2002 ; Huet et Duranteau, 2008)a réponse inflammatoire va conduire a une
augmentation de la production et la libération BB®. En effet, une faible concentration des
ERO est suffisante pour induire la production detdrleukine-8 a activité chimiotactique

élevée vis-a-vis des polynucléaires neutrophilesp@nt, 2002 ; Demoffarts at, 2005).
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= Enzymes de type oxydases
Les cellules des mammiféres constituent une sowgpréciable en enzymes
génératrices des ERO, tels que les systemes deptnardes électrons mitochondriaux, le
cytochrome p450, la xanthine oxydase, la NADP-Hdasg et la NO-synthase (Ushio-Fukai
et Alexander, 2004).

o Myéloperoxydase
La myéloperoxydase des cellules phagocytairesumest protéine a heme qui peut
génerer I'acide hypochloreux (HOCI) en présenc€ldéSalvayre et Salvayre, 2005) ; celui-
ci est 100 & 1000 fois plus toxique que e € le HO, (Canakgi etl., 2005).

H>O, + CI°  wmysloperoxydase OH™ + HOCI

0 Lipoxygénases
Les lipoxygénases oxydent directement les acidaes gplyinsaturés (AGPI). En effet
la 5-lipoxygénase oxyde l'acide arachidonique libe@ hydroperoxyde (5-HPETE),
précurseur des leucotriénes qui sont de puissaddéateurs de I'inflammation (Salvayre
et Salvayre, 2005).

0 Xanthine oxydase (XO)

La xanthine déshydrogénase (XDH) est une enzyniguitdire impliquée dans le
catabolisme des purines, au cours du phénomeéerahéiige-reperfusion. Elle est convertie en
xanthine oxydase (XO) qui génere du superoxyderésepce d’oxygene et de xanthine ou
d’hypoxanthine (McKelvey eal., 1988 ; Fontaine el., 2002). Lactivation de la XO est le
facteur principal responsable’'ude surproduction des ERO (Groussard, 2006). La
transformation de la forme (XDH) en (XO) est rengossible par 'augmentation du flube
calcium résultant du phénoménéschémie-reperfusion (Figure 02) (Groussard, 2006).
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Figure 02 : Mécanisme de la production des ERO durant I'sceéneperfusion (Sorg, 2004).

De plus, I'induction d’enzyme dgytochrome P450 (mono-oxygénasesalisées dans
le réticulum endoplasmique), en particulier par dégsobiotiques, active le métabolisme
oxydant dans la cellule, aggravant ainsi le risdaduites électroniques et de surproduction
des ERO (Favier, 2003)

[.1.3.1.2. Sources exogenes

Plusieurs facteurs exogénes peuyentzoquer dans I'organisme humain des réactions
chimiques de type radicalaire, tels que I'expositfirolongée au soleil, les radiations, le
tabac...etc. Cette surproduction des ERO pourrailigugr les Iésions tissulaires observées

dans plusieurs pathologi@Bincemail egl., 1998).

[.1.3.2. Lésions cellulaires associées au stresyaant

Les RL sont des substances produites par le nlitadao cellulaire, peuvent étre
toxiques pour les tissus biologiques et sont ungceode Iésions des lipides, des protéines
et de I'ADN. Ces lésions sont a lorigine de la fdystion membranaire et de la

désintégration cellulaire (Dessport et Couratifn2).

La figure 03 illustre les principales modificat®rbiochimiques et métaboliques

cellulaires provoquées par le stress oxydant.
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Figure 03 : Principales modifications biochimiques et métahdis| cellulaires conséquence, d'un stress oxydant
(Demoffarts eal., 2005).

1.1.3.2.1. Peroxydation lipidique

Les lipides, notamment les acides gras polyingéaturdes phospholipides
membranaires, sont la cible privilégiée de I'atequar les RL, surtout par le radical OH
(Flourie etal., 2006 ; Radyukina, 2008). La peroxydation lipidique esfirdé comme étant
la détérioration oxydative des (AGPI), tels quedegles linoléique et arachidonique. Elle se
déroule en trois étapes : initiation, propagagbrterminaison (Figure O4iHennebelle eal.,
2004).

La peroxydation des lipides fournit ainsi une glanariété de produits, qui sont eux-
mémes trés réactifs, tels que I'isoprostane etdbnadialdéhyde (MDA), Par conséquédat,
peroxydation des lipides induit une modification ldefluidité et de la perméabilité des
membranes (Canakgi &k, 2005).
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Figure 04 : Mécanisme en chaine de la peroxydation lipidigbavier, 2003).

1.1.3.2.2. Dénaturation des protéines

La toxicité des RL s’exerce également sur les preg(Barouki, 2006). Le radical
OH semble étre le plus efficace dans I'induction desnmages oxydatifs des protéines
(Canakgci etal., 2005). Les acides aminés les plus sensiblesiraaletion sont les acides
aminés aromatiques comme le tryptophane et la ibhgpsur lesquels le radical OH
s’additionne, modifiant ainsi la conformation deplatéine. Le radical OtHagit également
sur les acides aminés basiques (histidine, lysirgnine) et les acides aminés soufrés tels que
la cystéine et la méthioninepnduisant a la formation g@nts disulfures, donc a I'agrégation

de plusieurs molécules de protéines (Morel et Bardi998 ; Tratner, 2003).

L’oxydation de ces acides aminés cinduune modification de la conformation
spatiale et a une altération de la fonction prot@ichinsi, ces acides aminés modifiés perdent
leur capacité a se fixer correctement sur un récepdu a fixer spécifiquement un ligand,
altérant la signalisation cellulaire (Canakgiadt, 2005 Koechlin-Ramonatxo, 2006). Par
conséquent, les protéines oxydées deviennent bgjaydas sensibles a I'action des protéases
(Favier, 2003 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006).

10
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[.1.3.2.3. Altération de ’'ADN
L’ADN est également une cible majeure des RL. Caugeuvent interagir avec le
désoxyribose de I'ADN mais aussi avec ses basexdiim-Ramonatxo, 2006). Ces

altérations structurales, lorsqu’elles ne sont psarées, entrainent a long terme des

mutations pouvant conduire a un cancer (Pincenhail €1999).

[.1.3.3. Roles des radicaux libres
[.1.3.3.1. Rdles physiologiques

A concentrations non cytotoxiques, les RL peuvetgrvenir dans le contrdle d’un
certain nombre de fonctions cellulaires (Vamecqglgt2004). lls sont alors indispensables a
l'organisme en participant a divers processus xjtéels que la transduction des signaux
cellulaires (Huet et Duranteau, 2008). En effet, RL interviennent comme des médiateurs
intra ou extracellulaires, en induisant la répocskulaire a de nombreux stimuli physiques
(rayons ultraviolets) et chimiques (xénobiotiquéBEerger, 2006). Les RL interviennent
également dans la régulation des génes et le fometiment de certaines enzymes (Vamecq
etal., 2004 ; Huet et Duranteau, 2008).

Lors des agressions cellulaires majeures, les ®lent un rdéle important dans
I'inactivation et la destruction des micro-organesmpathogenepar la peroxydation et la
déstabilisation des membranes lipidiques, par akydat inactivation de leurgrotéines de

structure et par oxydation de leur matériel génétibemoffarts edl., 2005).

1.1.3.3.2. Rdles pathologiques

Les modifications génomiques, métaboliques ettfonnelles induites par les RL ont
étée impliguées dans le développement de différepathologies (Berger, 2006De
nombreux travaux indiquent que les RL sont implgjdans le développement de plusieurs
pathologies, a savoir les maladies neurodégénésaties maladies cardiovasculaires, les
cancers...etc (Pincemail @k, 2002 ; Berger, 2006 ; Huet et Duranteau, 2008)

1.1.3.3.2.1. Maladies neurodégénératives
Le role étiologique du stress oxydant dans les miéoges de la mort cellulaire au cours
des maladies neurodégénératives est évoqué depsisyrs années (Desport et Couratier,
2002 ; Huet et Duranteau, 2008), parmi ces affastita maladie d’Alzheimer, la sclérose
latérale amyotrophique (SLA) et la maladie de Re@in sont les plus fréquentes (Desport
et Couratier, 2002).
11
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Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, la mort arale pourrait étre liee a un
phénomene d'apoptose impliquant les RL. En ougestiess oxydant qui caractérise la
maladie de Parkinson peut étre le résultat d’'urfatggionnement mitochondrial (Gardes-
Albert, 2006).

1.1.3.3.2.2. Athérosclérose

L’athérosclérose est une pathologie inflammataineonique (Broisat eél., 2005).
L’implication du stress oxydant dans cette pathiglog été initialement révélée par
I'oxydation des lipoprotéines de basse densité (L.Rlont la modification biochimique qui
en résulte leur confére un pouvoir athérogene (8eau etal., 2006). La peroxydation
induite dans les LDlpar les ERO provoque la formation d’aldéhyde (MDIAHINE), qui
peuvent a leur tour oxyder ces LDL (Laporte, 20@¥s dernieres sont reconnues par les
macrophages au sein desquels elles s’accumulefiarraent des cellules spumeuses dont
'accumulation dans I'espace interstitiel contribaa développement de l'athérosclérose
(Pincemail etl., 1999 ; Baudin, 2006).

1.1.3.3.2.3. Cancer

La cancérogenése est un processus complexe régltestiel menant une cellule de
I'état sain a un état précancéreux et finalemeam atade précoce du cancer. De nombreuses
études épidémiologiques renforcent, de plus en, pllagpothese selon laquelle le stress

oxydant est directement impliqué dans I'apparitioncancer (Pincemail at., 1999).

Les cellules possedent des mécanismes de défadsgemes enzymatiques et non-
enzymatiques qui, de maniere générale, suffisergnaerser le stress oxydant, que lI'on
appelle antioxydants, ces derniers ont comme mahedle de neutraliser et de dégrader les

RL toxiques pour les tissus (Debandt, 2002).

[.2. Anti-oxydants
[.2.1. Définition d’'un anti-oxydant

Une définition large du terme antioxydant esfTioute substance qui, présente a faible
concentration comparée a celle du substrat oxydaletarde ou prévient de maniere
significative I'oxydation de cesubstrat (Cillard et Cillard, 2006). Les anti-oxgtia sont
interdépendants en donnant un électron, ils deeneux-mémes deR’L qui doivent se

rééquilibrer, autrement dit doivent étre réduiterder ,2006).

12
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[.2.2. Systemes de défenses

Il existe deux sources de défenses anti-oxyddhtse endogéne est constituée
d’enzymes ou d’agents réducteurs (Figure 05), tlaation est de neutraliser les ERO par
leur transformation en molécules stables et nomtinds (Koechlins-Ramonatxo, 2006),

tandis que l'autre exogene, apportée par I'alimesrig Pincemail eal., 2007).
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Figure 05: Systémes de défense antioxydant (Morel et Bardg©s).

[.2.2.1. Systeme de défense endogene

Les antioxydantspeuvent étredle source endogene, c’est-a-dire synthétisés @sns |
tissus sous forme d’enzymes antioxydantes et somgidérés comme la premiére ligne de
défenseale I'organisme contre les ERO (Bossélet2003).

[.2.2.1.1. Principaux systemes enzymatiques antiodgnts

Il existe de nombreux systéemes enzymatiques ayttaoxs ; la superoxyde dismutase
(SOD, EC 1.15.1.1), la catalase (CAT, EC 1.11.&t6la glutathion peroxydase (GPX, EC
1.11.1.9), impliqués dans le contréle physiologiges ERO (Bossé at., 2003). Aussi bien
I'activité que I'expression des genes codants oggraes peuvent étre augmentée lors d’'un

stress oxydant (Demoffarts at, 2005). 13
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= Superoxyde dismutase (SOD)
Elle assure la premiére ligne de défense contrestiess oxydant (Maneesh

et Jayalekshmi, 2006), en catalysant la dismarate I'Q~ de la maniére suivante :

SoD
20, + 2H - 5 HO, + O

Cette enzyme existe en trois types: une SOD cantettu cuivre et du zinc (Cu/Zn-
SOD) ou (SOD1) localisée dans le cytosol des @dlelicaryotes et dans les globules rouges;
une SOD contenant du manganése (Mn) ou (SOD2gesitlans les mitochondries, et la
SOD3 extracellulaire (EC-SQUDutilise le cuivre et le zinc comme cofacteurs ¢@mail et
al., 1998 ; Afonso edl., 2007).

= Catalase (CAT)
La CAT est une enzym@trameérique et héminique a cofacteur fer, localidéns les
peroxysomesde diverses cellules en particulier les hépatocydesles eérythrocytes
(Sors, 2004 ; Baudin, 2006). La catalase transfolenperoxyde d’hydrogéene en simples

molécules d’eau, selon la réaction suivante :

2H0, — AT L 2HO+02
Glutathion peroxydase (GPX)
La GPx détruit le b, et tous les peroxydes lipidigues ROOH (ou R repr&san
acide gras polyinsaturé). Il s’agit d’une séléengemz (Se-GPx), cette enzyme située dans le

cytosol et les mitochondries des cellules (Salvayr®alvayre, 2005 ; Baudin, 2006).

H.O, + 2 GSH — GPX o 2HO + GSSG
ROOH + 2 GSH GPX ROH +BD + GSSG

La GPX est couplée au systeme de régénération dil @68rme réduite active)
(Martinez-Cayuela, 1995 ; Baudin, 2006) comme suit

GSSG + NADPH,H -— 5 2GSH + NADP

Cette réaction est catalysée par la glutathiomatéde NADPRdépendante ; le cofacteur
réduit provient des deux premiéres réactions dmie glycolytigue des pentoses-phosphates
(Martinez-Cayuela, 1995).

14
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Figure 06: Systéme de régénération du GSH.

» Thiorédoxines (TRX) et la Thiorédoxine réductase (RxR)

Les thiorédoxines sont des enzymes a activit@aydante intrinséque comme toutes
les protéines a groupement thiol (-SH). Une foigd®e, la thiorédoxine est réduite par la
thiorédoxine réductase (TRxR), qui est une enzyossd¢dant un groupement sélénocystéine
dans son site actif. La TRxR intervient aussi dardégradation des peroxydes lipidiques, du
peroxyde d’hydrogéne et dans la régénération dicabdscorbyl en acide ascorbique
(Demoffarts eal., 2005).

Plusieurs molécules comme la ferritine, la tramgfe et la céruloplasmine permettent
de chélater les métaux de transition impliqués damsrmation des radicaux hydroxyles lors
des réactions concomitantes de Habber-Weiss ebfreBlles sont réparties dans I'organisme
et permettent de diminuer la production des ERQx(€féarts etal., 2005).

1.2.2.2. Systeme de défense exogene

La présence de produits oxydés peut indiquer usefisance de systemes de
protection. Pour éviter cette insuffisance, il gantile d’augmenter le pouvoir antioxydant de
I'organisme avec les antioxydants exogenes (Ro@B3R L'action protectrice des aliments
d’origine végétale est donc attribuée a la préseesenutriments antioxydants, spécialement
les vitamines antioxydantes telles que les vitasDest E.

Toutefois, l'activité antioxydante est aussi lige la présence des composés
phénoligues comme les flavonoides, qui renforcesffidacité du systéme antioxydant
(Rangkadilok eal., 2006 ; Pincemail &tl., 2007 ; Fokou etl., 2008).

= Lavitamine E
Les produits d'origine végétale constituent larseumajeure de vitamine E ; les
éléments les plus riches étant les céréales éiuikss. La vitamine E fait partie de la famille
des tocophérolgjui comprend quatresubstances :
15
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L’ a-tocophérol, qui est la vitamine E proprement,diéef-tocophérol, ley-tocophérol et le
o-tocophérol (Ricciarelli etl., 2001). Biologiquement, d’tocophérol est la forme la plus

active et la plus efficace (Ricciarelli@t, 2001 ; Zigoneau &tl., 2007)

RB
HO
R? O
e
atocophéralR1 = R2 = R3 <H3 B-tocophéralR1 = R3 =cH3; R2=H
y-tocophéralR1 = R2 =cH3, R3 = H d-tocophéralR1 =cH3; R2=R3=H

Figure 07: Structure chimique de la famille des tocophérols.

Le caractere hydrophobe de la vitamine E lui pérche s'insérer au sein des
membranes biologiques riches en AGPI ou elle jauedie protecteur efficace en empéchant
la propagation de la peroxydation des lipides (Magnetal., 2004).Elle intervient dans la
protection des membranes vacuolaires et des lip@ipas plasmatiques contre les ERO
(Pincemail etl., 1998 ;Sebei etl., 2007).

= Lavitamine C

A I'état naturel, la vitamine C (ou acide ascota}est essentiellement trouvée dans
les agrumes et les Iégumes ; elle peut étre cadsid®dd>mme un dérivé cycliqgue des hexoses.
C’est un composé a six carbones, structuralemdidt a@ glucose(Desmettre et Lecerf,
2005 ; Léger, 2006). La vitamine C est une espéimique hydrosoluble. Il s’agit d’'un
antioxydant particulierement efficace contre lemdwges crées dans I'organisme par les RL.
Elle empéche I'oxydation des LDL produit par diveystemes générateurs des ERO et réduit
la vitamine E oxydée et la régénere sous sa formiexgdant active (Sorg, 2004). La
vitamine piégeuse va devenir un radical, puis seradétruite, soit régénérée par un autre
systéme. Ainsi, la vitamine E est régénérée puaitdanine C qui est elle-méme régénérée par
des enzymes, les ascorbates réductases (Favi&), 200

HO OH

Figure 08: Structure chimique de la vitamine C.
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= Les caroténoides

Les caroténoides appartiennent a la famille deatéépenes (C40), formé de huit
unités isoprénes et sont divisés en deux groulesscarotenes et les xanthophylles
(Guignard, 1979).

Figure 0 9 : Structure chimique de [acaroténe.

Les caroténoides sont des pigments largementbdiés dans la nature. Prés de 800
caroténoides ont été identifiés, une quarantaingers®@nt sont couramment consommes.
Certains de ces caroténoides sont précurseursvitar@ne A comme le 3- caroténe (présent
dans les carottes, les péches, les abricots..3sépant des propriétés antioxydantes
importantes (Desmettre et Lecerf, 200Eles sont efficaces contre les dommages oxydatifs

et ont la capacité de piéger 'oxygéne singuletti@tetal., 2005 ; Hu eal., 2008).

Les dérivés végétaux sont extrémement nombreuxeauélisés principalement dans
le domaine des suppléments, qu'il s'agisse desijpems extraits de légumes, d'épices, de fruits
ou de plantes médicinales. lls appartiennent acmebreuses familles chimiques, alcaloides,
glucosides, dérivés indoliques, mais celle des gd@nolsont donnéle plus de molécules
(Favier, 2003).

[.3. Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes sont I'objet des agressions diversesn®e linvasion par des agents
pathogenes, la prédation par des herbivores, airdss par des facteurs abiotiques comme
les rayons UV. Pour se défendre, elles produisest molécules appelées « métabolites

secondaires » (Bruneton, 1999)

Ces composeés naturels sont biologiqguement aQifsdlik etal., 2005 ; Abdelwahed
etal., 2007), different largement en terme de structirde propriétés biologiques et peuvent
étre classés en plusieurs grands groupes : paroxX-ageles composés phénoliques, les
terpenes, les stéroides et les composés azotédedoalcaloides (Bruneton, 19995 sont
doués de plusieurs propriétés biologiques et phaologiques, expliquant ainsi leurs
bienfaits sur la santé de 'THomme (Derbel et Greed005).
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Les plantes ont été largement utilisées dans ldeowée traditionnelle pour le
traitement de plusieurs maladigzcelik etal., 2005 ; Kour eal., 2008 ; Razali etl., 2008).
L'explication de l'efficacité supposée de nombreugpdantes meédicinales repose sur leur
contenu en composés phénoliques (Hannebedle, 004 ; Kour eal., 2008).

[.3.1. Généralités et origines des composés phéples

Les polyphénols sont des molécules synthétiséeseparégétaux (Guignard, 1979 ;
Nazck et Shahidi, 2006 ; Loo &k, 2008), ils participent a leur défense conteedgressions
environnementales (phytoalexines) (Edeas, 2007% pelyphénols sont des molécules
bioactives (Ghedira, 2005), sujets d’intérét sdiepute grace a leurs effets bénéfiques sur la
santé (Falleh «dl.; 2008).En effet, ces molécules pourraient exercer uneitndét d’activités
biologiques, notamment des propriétés antioxydaatgs inflammatoires, antiulcéreuse
et méme anti-tumorales significatives (Ghedira,220Gardeli etl., 2008).

[.3.1.1. Structure et classification des composés@noliques

Chimiquement, les composés phénoliques peuvent dgfinit comme substances
possédant un ou plusieurs noyaux aromatiques sudsstpar un ou plusieurs groupements
hydroxyle et/ou méthoxyle (Falleh at., 2008).lls sont principalement synthétisés a partir
des glucides, via la voie de I'acide shikimiquelaetvoie de l'acétate. La voie de l'acide
shikimique conduisant apres transamination et désdion aux acides cinnamiques et a leur
dérivés, tels que les acides benzoiques ou lesophéimples ; celle de I'acétate conduisant
aux polyacétates « malonates » (Croteaualet2000 ; Chira efal.,, 2008), menant par
cyclisation a degomposés polycycliques, tels que les dihydroxydngraquinones ou les
naphtoquinonegMartin et Andrina, 2002). Les composés phénoligselsdivisés en trois
classes, selon leur structure chimique de basegdides phénoliquetes flavonoides et les
tannins (Vermerris et Nicholson, 2006).

[.3.1.1.1. Acides phénoliques

Le terme acide phénolique s’applique a tous lesposés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle mblé&gue (Bruneton, 1999). Ces acides
abondants dans les aliments, peuvent représentdrersn des composés phénoliques du
régime alimentaire. lls se présentent sous formestelfs, soit solubles s’accumulant dans les
vacuoles, ou bien insolubles comme constituantsadgaroi cellulaire (Hannebelle el.,
2004 ; Chira etal.,, 2008). Les acides phénoliques sont divisés en dgoxpes; les
acideshydroxybenzoiques et les acides hydroxycirmgas (Figure 10).
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Ce sont des dérivés en C6 du noyau benzéniques wsula décarboxylation de l'acide
shikimique (Chira edl., 2008).

R5.._ =, ~COCH
[ |
— e
R4 R2
R3
R2= H ;R3=R4=R5=0H: Acide gallique R2=H ;R3=H;R4=0H;R5=H: Acide P-coarique

R2=H ;R3=0CH3;R4=0H;R5=H: Acide vanillique R2= H ;R3=0H;R4=0H;R5=H: Acide caféique
R2=H ;R3=0CH3;R4=0H;R5= OCH3:Acide syringique

Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques

Figure 10: Structures chimiques des acides phénoli¢Gésra etal., 2008).

» Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques présentent une steuen C6-C1, ils sont composeés
d’'un noyau benzénique sur lequel vient s’attacimerahaine aliphatique a un carbone, tel que
I'acide vanillique, I'acide syringique et I'acidaljque (Chira etl., 2008).

= Acides hydroxycinnamiques

L’'acide cinnamique est un composé C6-C3 produit mae désamination de la
phénylalanine, catalysée par la phénylalanine aahgase, alors que I'acigecoumarique est
produit par 'hydroxylation de I'acide cinnamiqu€H(ira etal., 2008). Leur squelette de base
est un noyau benzénique avec une chaine aliphaéigBecarbones avec un ou plusieurs
groupements hydroxyle souvent estérifiés, en estafcool aliphatique. Les acides
hydroxycinnamiques communs sont les acides cafgid@eilique et sinapique (Chira att,
2008).
[.3.1.1.2. Flavonoides

Le terme «flavonoide» désigne une trés large gantd®ecomposés naturels
appartenant a la famille des polyphén@teim etal., 2002; Abubaker etal., 2008 ; Chira
etal., 2008). Ce sont des pigments quasiment unigerdek végétaux, qui sont en partie
responsables de la coloration des fleurs, desfetiparfois des feuilleRPlus de 4000 variétés
de flavonoides ont été identifiées chez les plafikddleton etal., 2000 ; Verhoeyeat al,
2002). lls existent d'une maniéere trés généradmsdtoutes les plantes vasculaires ou ils
peuvent étre localisés dans divers organes ; mdiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (Hodek

etal., 2002 ; Chira eal., 2008).
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A I'état naturel, ils se trouvent tres souvenistorme de glycosides conjugués alescoses
tels que le glucose, le rhamnose et I'arabinosee(Rtvans eal., 2001 ; Heim eal., 2002;
Peluso, 2006) . Les flavonoides sont un grouperdgdée de composés phénoliques ayant
une origine biosynthétigue commune et par conséqassedent tous un méme squelette de
base (Florian e&l., 2006) qui est un noyau flavane, constitué de quinze asomeecarbone,
formant une structure en C6-C3-C6, soit de dewanwyaromatiques reliés par un pont de
trois carbones (figure 11) (Pietta, 2000 ; Nawlet 2002 ; Brusselemens @&it, 2005). Cette
structure de base peut subir de nombreuses suiostitu modifiant la solubilité des
flavonoides. Les hydroxylations et les glycosylagioendent les composés généralement plus

hydrophiles, alors que la méthylation les rends plipophilegChira etal., 2008).

39

4!

Figure 11 : Structure chimique de base des flavonoides (Heath,e2002)

La substitution et I'état d’'oxydation de I'hétéyote, la présence ou I'absence d'une
double liaison @C; et la position du noyau B constituent le principe lbase de la
classification des flavonoides (Scalbert et Willsam, 2000 ; Peluso, 2006).

4

Isoflavone ! Dihydroflavone Chalcone

Figurel2: Structure chimique de base de différents flavoro(&eluso ,2006).
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[.3.1.1.3. Tannins

Ce sont des substances de structure polyphénplsgphgblesdans I'eau et dans les
solvants organiques, avec un poids moléculairepcisnentre 500 et 3000 Berthod etal.,
1999 ; Wang eal., 2007). Il est bien établi que les tannins fortraes complexes avec les
protéines et par conséquent empéchent leur uidisgtar les microorganismes et I'animal
hote (Lassouad etl., 2004). Sur le plan structural, les tannins sbwvités en deux groupes ;
les tannins condensés (tannins catéchiques) etatesns hydrolysables (Ghedira, 2005 ;
Gardeli etal., 2008). Les tannins sont doués d'un pouvoir agtlant : c’est ainsi que les
tannins hydrolysables inhibent la peroxydation tipgles et que les tannins condensés

inhibent la formation des superoxydes (Ghedira520Bardeli etl., 2008).

= Tannins hydrolysables
Les tannins hydrolysables sont largement répankes les végétauyGhedira, 2005 ;
Gardeli etal., 2008). Ce sont des esters de glucides et d'acides phéesligontenant
plusieurs cycles aromatiques (polyphénols polyhygrocomme les gallotannins et les
ellagitannins, qui ont la capacité de former awscgrotéines des complexes indigestes et de

chélater les métaux lourds comme Ié'Rhiang etal., 2008).

HO OH
HO OH H
Sagite
HO (!)0 Hzé OH
o
HO

HO OH
H

Figure 13: Structure chimique des tannins hydrolysalfléeang etal., 2008)

» Tannins condensésnon hydrolysables ou tannins catéchiques

Les tannins condensées proviendraient de la coatilensdes molécules de
flavan-3-ols(Boughdad etl., 1986 ; Oszmianski &tl., 2007) et sont liés entre eux par des
liaisons carbone-carbone le plus souvei® du 4-6 (Bruneton,1999 ; Manach at, 2004;
Haslam, 2007)
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Figurel4 : Structure chimique des tannins condensés (Liaaf),e2008)

[.3.2. Activités biologiques des composés phénoligsi
Les composés phénoliques particulier les flavonoides, s’averent étre metecules

possédant des actions biologiques tres diversifiedsas, 2007).

1.3.2.1. Action préventive des maladies cardiovastaires

Il a été suggéré que la modification oxydative Ed est la cause principale de
I'athérosclérose (Rice-Evans, 2001; Loo et Cheu@05). De nombreuses études
épidémiologigues ont montré une corrélation invezare le risque cardiovasculaire et la
consommation des composés phénoliques d'originereibg (Anila 2002 ; Tourniire, 2008).
Certainsflavonoides comme la catéchine, I'épicatéchineaegliercétine sont considérés
comme des agent cardio-protecteurs, en protéegeantDL humains contre I'oxydation
(Verhoeyen eal., 2002 ; Lacopini edl., 2008).

Il est connu que les polyphénols peuvent modeagrténeurs en NQOen agissant sur
les phosphodiestérases (PDE) présents dans lakeseaindothéliales ; I'inhibition des PDE
par les polyphénols augmente le niveau de Nahs les cellules endothéliales (Martin et
Andriantristohaina, 2002).

[.3.2.2. Activité anti-inflammatoire

Les deux enzymes cyclooxygenases (Cox1l et Cox2)yviennent dans les deux
premiéres étapes du métabolisme de I'acide aracigjde, pour aboutir a la formation des
prostaglandines, molécules fortement impliquées sdda processus inflammatoire
(Wakabayashi et Yasui, 2000 ; Knodler &t, 2008). L'acide arachidonique peut étre
également métabolisé par la voie de la lipo-oxygenaboutissant a la formation de
leucotrienes (Knodler etl., 2008)
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Les polyphénols les plus doués de cette actiat@bdent étre les flavonoides ; en
effet, I'épicatechine et les procyanidines inhibkattivité de la 5-lipo-oxygenase qui, induit

la formation de leucotrienes (Knodleratt, 2008).

Le résvératrol est capable d’affecter le processflammatoire principalement par
I'inhibition de I'expression des génes codant p@@X1 et COX2 (Lacopini eal., 2008).
Les extraits de I'écorce ddangifera indica(Anacardiaceae), contenant une variété d’acides
phénoliques, de phénols et de flavanols ont extnilgéactivité anti-inflammatoire, en inhibant
I'induction de prostaglandineE (PGE) et leucotri@#e (LTB4) libérés par lemacrophages
de souris (Ling eal., 2009).

1.3.2.3. Activité anti-microbienne

La thérapeutique des infections bactériennes se pencipalement sur 'usage des
antibiotiques, dont plus de 6000 sont d’origineatate (Keita etl., 2004) Plusieurs études
ont été menées sur l'inhibition de la croissance ddcroorganismes par des composés
phénoliques (Cowan, 1994 ; Karouatt 2005 ; Amarowicz eal., 2008 ). Une étude menée
par Cowan (1994) a montré que plusieurs classesm@osés phénoligues comme les acides
phénoliques, les flavonoides et les tannins intervent dans le mécanisme de défense de la
plante contre les microorganismes pathogeéenes.

Selon des études antérieures, les extraits agueamarindus indicaa la dose de
300ug/ par disque ont montré des propriétés anébannes suiStaphylococcus aureus
Escherichia colietPseudomonas aeruginosaes propriétés antibactériennes pourraient étre
attribuées a la présence de nombreux composés hgmigpiques et des anthocyanidines
(Rokia etal., 2006)

1.3.2.4. Activité anticancéreuse

Dans le domaine des anticancéreux, hombreusedesontolécules cytotoxiques qui
sont d’origine végétale et qui sont largement aéiis en chimiothérapie, citons par exemple
la colchicine, la podophyllotoxine et le taxol (Adddjebbar eal., 2006).

Des études effectuées sur des modéles aniswgggérant que les polyphénols peuvent
inhiber le développement du cancer, I'extrait dicbiméthane de feuilles de/ithanica
adpressa plante endémique saharienne de la famille desn@okes présente un effet
cytotoxique tres élevé (Kg= 0,2-5 g /ml) pour les lignées cellulaires humeaj comparable
a celui obtenu avec le nocodazol, substance @ilisénme agent antimitotique de contrdle

(Abdeldjebbar etal., 2006).
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Des études ont mis en évidence l'action du réeswdra différents stades de la
carcinogenese. Ce stilbéne inhibe la formationRlesians les cellules tumorales humaines
(phase d'initiation) et inhibe également la cyclpg&nasen vitro, une enzyme intervenant
dans la phase de promotion. En plus, ce composgipaduire la synthése de la quinone
réductase dans les cellules hépatiques de sowimeptant ainsi une détoxification des
carcinogenes (Krisa el., 1997). Par ailleurs, il a été montré que lesdilmides peuvent
contribuer & la prévention du cancer par divers amismes : par piégeage des RL,
détoxification de xenobiotiques mutagéniques eibitibn des topoisomérases (Brusselemens
et al., 2005).

1.3.2.5. Activité anti-oxydante

L’intérét porté aux antioxydants naturels ne cedsecroitre ces dernieres années ;
Ceux-ci représentent une alternative a l'utilisatidantioxydants synthétiques tel que le
butylhydroxytoluéne (BHT) ou le butylhydroxyanis@HA) (Benhamou etl., 2008). lIs
sont étudiés dans le but de trouver de nouvedtesctures modeéles pour le développement
des médicaments thérapeutiques ou protecf@imsdira, 2005 ; Gardeli at., 2008).

Les polyphénols sont des antioxydants efficacasaloles de piéger les RL générés en
permanence par l'organisme (Bosséakt 2003 ; Lahouel etl., 2004 ).Meterc et ses
collaborateurs (2008) ont montré que les polypreaoht des antioxydants plus puissants que
les vitamines antioxydantes (vitamines C etAditre d’exemple, I'épicatéchinegallate extrait
du thé vert est un puissant antioxydant ; il estranins 25 a 100 fois plus efficace que la
vitamine E et C,respectivement (Pietta, 2000 ; Meteralket2008).

[.3.2.5.1. Mode d’action des composés phénoliques

La structure des polyphénols est I'élément cldede activité antioxydante. Il existe
une forte corrélation entre I'arrangement spatid substituants et I'activité antioxydante.
En effet, la configuration ainsi que le nombre ltales groupements hydroxyles influencent

fortement les mécanismes de I'activité antioxydaftieim etal., 2002)

L’effet protecteur des antioxydants naturels ausdnté est da a leur capacité d’'inhiber
les RL par donation de I'hydrogene a I'espéce @dire, par chélation des ions métalliques
de transition (inhibition de la réaction de Femigar I'inhibition des enzymes productrices
des RL comme les lipo-oxygenases et les cyclo-axgsEs ou par l'augmentation de
I'expression des enzymes antioxydantes comme la, #DOAT et la GPXHalliwell, 2008 ;
Razali etal., 2008). 24
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[.3.2.5.1.1. Piégeage des especes réactives de/tjere

La propriété des flavonoides la mieux décritel@st activité antioxydante (Nijvedt
etal., 2001 ; Havsteen, 2002 ; Ghedira, 2005), pardésmont susceptibles de réagir avec la
plupart des ERO (Rice-Evans, 2001 ; Heinalet2003. A cause de leurgaibles potentiels
redox, les flavonoides (FI-OH) sont thermodynamimemlt capables de réduire les RL
oxydants (Rice-Evan, 2001), cela est probableméntalux groupements phénoliques

hydroxyles attachés aux structures cycliqlissnactivent les RL selon la réaction suivante :
Flavonoide (OH) + R —— Flavonoide (0+ RH

La présence des groupements catéchols dans le By¢tlihydroxylé) confere aux
flavonoides la capacité de donner un atome d’hyaregu un électron, afin de stabiliser le
radical. En effet,il a été démontré que les groupements hydroxylesydile B étaient
responsables du potentiel antioxydant de la modédel quercétine (Nijvedt etl., 2001 ;
Heim etal., 2002).

De nombreuses études ont établi des relation® desr structures chimiques des
antioxydants, notamment les flavonoides et leuaciép a piéger les R(Pietta, 2000 ; Heim
etal., 2001). Il a été établi que I'activité anti-radaiee des flavonoides nécessite :

= La présence de groupement catéchol (la struche-dihydroxy) sur le cycle B
qui confere la stabilité au radical flavonoxy ettipe a la délocalisation des
électrons.

» La double liaison €C3; en conjugaison avec la fonction 4-oxo au niveau de
I'hnétérocycle.

» La présence du groupe 3-OH en combinaison aveaubld liaison G-Cs.

Ces caractéristiques structurelles contribuent gmaater la stabilité du radical flavonoxy
(Pietta, 2000 ; Middelton eil., 2000).

» Importance de la structure ortho-diphénolique du cycle B

L'oxydation des flavonoides se produit dans ldelorsque le groupement catéchol
est présent, conduisant & un radarého semiquinone assez stable (Heinalet2001).

Une comparaison de quelques exemples de flavamojlde morine avec deux
groupements hydroxyles enétaet le kaempférol avec un seul groupement hydroggle

moins actifs que la quercétine qui posséde deuxpgments hydroxyles emtho (annexel).
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La présence dun troisieme groupe OH sur le cyclediBinue légerement l'activité

antioxydante (Rice-Evan, 2001).

» Role de la double liaison entre &C3 et le groupement 4-oxo

L'une des différences structurales distinctes dandassification des flavonoides est
la présence ou I'absence d'insaturation entretGS, en plus de la présence ou I'absence de
la fonction 4-oxo (Pietta, 2000). La majorité desherches indiquent que les flavonoides
dépourvus, de l'une ou deux de ces caractéristigtrasturales, sont des antioxydants plus
faibles comparés a ceux présentant les deux casticpges (Heim eal., 2001).

En outre, les flavonoides présentant une doublsol G et G conjuguée avec le
groupement 4-oxo montrent des valeurs deo IDférieures a celles obtenues par les
hétérocycles saturés (Heimadt 2001).

» Role du groupement 3-OH sur le cycle C

Les flavonols et les flavones contenant le grougr@neatéchol sur le cycle B sont tres
réactifs ; cependant, 'absence du groupement XQEz les flavones expliquerait leur faible
activité antioxydante par rapport aux flavonolse(i, 2000 ; Rice-Evan, 2001). En effet, la
grande capacité de la quercétine a inhiber les dmyemoxydatifs induit par les ERO est due
a son substituant 3-OH, qui augmente la stabiléé dadicaux flavonoides. Aussi, ce
groupement agit en influencant la planarité de laléaoule, et donc la conjugaison, la
délocalisation des électrons et une augmentatiotadstabilité des radicaux flavonoides
(Heim etal., 2001). La quercétine satisfait a tous ces cst@&tepar conséquent, elle est le
composé le plus actif de la famille des flavonoi(leEe-Evan, 2001). La substitution de
groupements hydroxyles par un groupement méthylglygosyl réduit I'activité de la
quercétine et du kaempferol (Heimagt 2001).

La différence dans l'activité antioxydante de @iawides poly-hydroxylés et poly-
methoxylés est probablement due a la différences ddrydrophobicité et la planarité
moléculaire, la quercétine est un puissant scaveshgeadical peroxyl, suivit par les dérivés
O-methoxylé et O-glycosylé (Heim at, 2002).Le remplacemerdu groupement hydroxyle
a la position 3-OH de la quercétine par un disagdbarutinose diminue légérement leur
activité (Rice-Evan, 2001; Heim at, 2002).
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[.3.2.5.1.2. Chélation des ions métalliques

Les ions du fer (&) et du cuivre (C) sont essentiels pour certaines fonctions
physiologiques, en intervenant dans la constituti®s hémoprotéines et dans certaines
enzymes antioxydantes comme la catalase et lasumkr dismutase (Cotelle, 2001). Le fer
est connu comme le prooxydant le plus importansdarmeroxydation lipidique a cause de sa
grande réactivité et peut participer dans la géivgralu radical hydroxyle, selon la réaction
de Fenton (Cotelle, 2001 ; Ghedira, 2005 ; Gametell., 2008 ).

Heim et ses collaborateu®001) ont démontré que les flavonoides comme le
kaempferol chélatent les ions métalliques grags groupements carbonyles. SeRine-
Evan (2001), les sites essentiels pour la chéla#snions métalliques sont :

» le noyau catéchol sur le cycle B
» les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C
» les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cydest C

. M

Figure 15 : Sites proposés pour la chélation des ions métakiguar les flavonoides (Rice-Evan , 2001 )

Les composés ayant une structure qui contient dmwxplusieurs groupements
fonctionnels suivant : -OH, -SH, -COOH, -BM), C=0, -NH, -NR;, -S- et —O- peuvent
montrer une activité chélatrice du métal. En effet,curcumin (diferuoyl methane), un
composé phénoliqgue majeur isolé a partir de latpl@orcuma longade montre une capacité
de chélater le fer ferreux de 56.7 % a 15ug/ml €éAKsulcin, 2008). Cette activité chélatrice

de curcumin est due a la présence de groupementsxXyy et methoxyl (Figurel6).
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Figure 16 : Complexe curcumin- E& (Ak et Gulcin, 2008)

En évaluant I'activité antioxydante des extraiés différentes plantes, appartenant a
différentes familles (utilisées largement dans lédetine traditionnelle arabe), sur les
homogénats hépatiques ayant subit une peroxydgpidigue induite par le F&, Ljubuncic
et ses collaborateurs (2005) ont démontré quexieaits deTeucrium polium(Rhamnaceae)
et dePistacia lentiscugAnacardiaceae) ont exhibé des valeurs d’inhibitle 74.5 % et 74.1

%, respectivement.

1.3.2.5.1.3. Inhibition enzymatique

La xanthine oxydase est considérée comme une esduotogique importante du
radical superoxyde. Les flavonoides peuvent agir I'sctivite de la xanthine oxydase
et peuvent faire régresser la maladie de la goatteéduisant a la fois les concentrations
d’acide urique et celles du radical superoxyde dessissus humains (Nijveldt ak, 2001).

Des études ont montré la relation entre la strecthimique des flavonoides et leur
activité inhibitrice de la xanthine oxydase, plusgefacteurs impliqués dans la liaison des
flavonoides avec le site actif de la xanthine osgd@Cos eal., 1998 ; Nijveldt etl., 2001).

La double liaison entre les groupemente€ G, responsable de la structure planaire
des flavonoides, est essentiels pour I'inhibitia ld xanthine oxydase.a modélisation
moléculaire montre que les groupements hydroxyl€gret C7 et le groupement carbonyle
en C4 contribuent favorablement aux liaisons hyédneg et aux interactions électrostatiques
entre les flavonoides et le site actif de la xanetloxydase (Cos etl., 1998 ; Nijveldt egl.,
2001).

Les flavonoides sont aussi de bons inhibiteurs elesymes responsables de la
production des RL comme la cyclooxygénase et @okygénase (Nijveldt etl., 2001).
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Notre travail porte sur I'étude de I'activité anatilicalaire des extraits de feuilles et de
graines dePistacia lentiscus savoir : I'évaluation des activités anti-DPPaiti-HO, et anti-
OH, le fractionnement des extraits ayant montré uigigé anti-radicalaire élevée vis-a-vis
de ces radicaux, ainsi que la caractérisation oEgidns actives par chromatographie sur

couche mince, afin de mettre en évidence les coésp@sponsables de cet effet.
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[I.1. Matériel végétal
Cette étude a été réalisée sur les feuilles gjrinesde pistacia lentiscus
(Figure 17).

(A) (B)

Figure 17: Photographies des feuilles (A) et des graiBygi€Pistacia lentiscus

[1.1.1. Classification

Regne : Plantea

Famille : Anacardiaceae

Genre: Pistacia

EspécePistacia lentiscus

Nom frangais : Lentisque, pistachier
Nom local: Amadagh, Thidekth

[1.1.2. Données générales sur I'espetdstacia lentiscus

Pistacia lentiscusppartient & la famille des Anacardiaceae et gossstout le bassin
méditerranéen. En Algérie, elle est trés répanduéedittoral. Dotée d’'une odeur aromatique,
la plante contient plusieurs familles de composésilds essentielles, polyphénols,
tannins...etc), auxquels reviennent ses proprie@spleutiques et son utilisation dans divers
domaines, notamment en médecine traditionnellearfiafyllou etal., 2007 ; Benhamou
et al., 2008). Parmi les principaux composés identdig¢mrtir de cette plante, la myricétine,

la quercétine, la cyanidine, I'acide vanilliqud'atide caféique (Benhamou at., 2008).
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Pistacialentiscusest un arbrisseau touffu toujours vert et pewiradte 1 a 8 métres
de hauteur (Abdelwahed efl., 2007 ; Longo etal., 2007). Les fruits sont Iégerement
globulaires, d’abords rouges puis noirs a la me@Abdelwahed eal., 2007 ; Charef, «l.,
2008) ; par incisionpn obtient une résine d’odeur forte en larme japdle ; le mastic chio
(Triantafyllou etal., 2007).

[1.1.3. Composition chimique et activités thérapeugues

Les études pharmacologiques qui ont été effectseRistacia lentiscuont révelé
gue les composés contenus dans cette plante oattidses anti-microbiennes (Longoat,
2007 ; Benhamou etal., 2008), contre les ulceres gastrig@siantafyllou etal., 2007)
et anti-inflammatoires (Longo &tl., 2007) Elle est utilisée dans le traitement de l'eczéma, |
paralysie, I'infection de la gorge, I'asthme, aiqse des propriétés astringentes (Abdelwahed
etal., 2007; Longo eal., 2007). En effet, les fruits, I'écore, la résetdes feuilles d@istacia
lentiscusont une longue tradition dans la médecine popld@enhamou etal., 2008). Les
fruits du pistachier donnent une huile comestilidbe en acides gras insaturés tels que les

acides oléique et linoléique (Charefagt 2008).

[1.1.4. Récolte de la plante
Les feuilles dePistacia lentiscusont été récoltées en juillet 2008, et les graiees
novembre de la méme année dans un endroit loinadeollution dans la forét d’Azru

n Bechar, commune d’Amizour située a I'est de Bejai

[1.1.4.1. Broyage et tamisage

Les feuilles dePistacia lentiscuont été séchées pendant la période de Juillet-Aolt
I'air libre, alors que les graines ont été sécliééétuve a une température de 37 C°, ensuite
les échantillons de la plante (feuilles et grainm®) été broyés par un broyeur électrique de
marque Kika Labortechnik. Le broyat de feuilles t& éamisé a travers des tamis de
différentes granulométries, afin de pouvoir récepéla poudre fine de granulométrie

inférieure a 63 um ; cependant, le broyat de gsai@®it sous forme d’une pate visqueuse.

[1.1.4.2. Extraction des composeés phénoliques
Le protocole d’extraction appliqué est celui deadl etal. (1994) avec quelques
modifications (Figure 18). Le principe de cette hoéle est basé sur I'extraction sélective de
composés phénoliques en fonction de la polaritdiffierents solvants.
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La premiére étape de ce protocole est une extrastiide-liquide ; le broyat obtenu
des feuilles et des graines a été macéré danarétla 95 % avec un rapport de (1:4 / p:v)
pendant 24 heures sous agitation. La suspensi@emwdta subie une décantation pendant 12
heures suivi d'une centrifugation a 1500g durantrifutes a I'aide d’'une centrifugeuse de
marque Sigma, afin de récupérer le surnageant. e€baied a été séché a l'air libre et a

température ambiante jusqu'a I'évaporation totalsalvant.

La deuxieme étape consiste en une partition dérégxéthanolique dans un mélange
d’acétate d’éthyle et d’eau suivant les rapportll(B/v/v). Apres 12 heures de macération, la
décantation subséquente a donné naissance a das&spdistinctes, organique et aqueuse.
Les deux phases ont été récupérées, séchées séphréimpesées. L’extrait organique
(acétate d'éthyle) est divisé en deux, une paris=mans un mélange (hexane-eau) et l'autre
dans un mélange (chloroforme-eau), avec un rap(it) (v/v). Apres 12 heures de

maceération, les deux phases résultantes ont éagesSpet mises a sécher jusqu’a évaporation

totale du solvant. Le taux d’extraction a été égalomme suit :

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

Po: poids vide du cristallisoir ou boite de pétri.
P1: poids apres évaporation.

E : poids de I'’échantillon initial (poudre ou extrsec de la phase précédente (g).

32



Chapitre Matériel et méthodes

Ethanol .
Poudre fine

Macération (24hjlécantation 12h + évaporation ® < 63um

Acétate d'éthyle/ eau
3:1(viv)

l l

Hexane/ eau Chloroforme /
3 :1(viv) eau 3 :1(v/v)

: |
1
CE mm o ome mE

Figure 18 : Protocole de I'extraction des composés phénoligQesgang eal., 1999).

II.2. Dosage des composés phénoliques des extraiésPistacia lentiscus
[1.2.1. Dosage des phénols totaux

La teneur en phénols totaux dans les différentsagstdePistacia lentiscusa été
estimée selon la méthode de Folin—Ciocalteu prééenpar Singleton et Rossi (1965) in
Kahkonen etal. (1999). Cette méthode est basée sur la réactisrcamposés phénoliques
avec le réactif de Folin—Ciocalteu. Ce réactif esinstitué d'un mélange d’acide
phosphotungstique @RW1,0,40) et d’acide phosphomolybdique {PM0;,040). Il est réduit,
lors de I'oxydation des phénols, en un mélange ytles bleus de tungsténe et de molybdéne
(Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration produite esbportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans les extraits végétaux.
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A 200 pul de I'extrait ont été ajoutés 1 ml duatdfade Folin-Ciocalteu et 800 ul de
carbonate de sodium (7,5 %). Le mélange est lmssder pendant 30 minutes a température
ambiante et a I'obscurité. L'absorbance a été néesar765 nm contre un blanc sans extrait.
La teneur des phénols totaux est exprimée en maitighe équivalent catéchine par gramme
d’extrait (mg EqCat/g d’extrait), en se référanirée courbe d’étalonnage effectuée dans les

mémes conditions de dosage (annexe 2).

[1.2.2. Dosage des flavonoides

La détermination de la teneur en flavonoides dié@rents extraits dePistacia
lentiscus a été effectuée selon la méthode de Mimika-Dk#92) in Maksimou et al.
(2005), avec quelques madifications. La méthodpsse sur la capacité des flavonoides a
chélater des métaux (chlorure d’aluminium) et denfer un complexe de coloration jaunatre
(Ribéreau-Gayon, 1968).

2 ml de l'extrait préparé dans le méthanol (Imy/orit été ajoutés a 1 ml de la
solution d’AICkL (133mg de chlorure d’aluminium et 400mg d’acétesodium cristalline
dans 100 ml d’eau distillée). Apres 10 minuteshd@bance est enregistrée a 430 nm. Les
teneurs des flavonoides ont été déduites a patirgdgmmes d’étalonnage établies avec la
rutine et sont exprimées en milligramme d’équivaldm rutine par gramme d’extrait (mg Eq

R /g d’extrait) (annexe 2).

[1.2.3. Dosage des tannins

Le dosage des tannins a été effectué selon laoaétt Hagerman et Butler (1978),
qui est basée sur la formation d’'un précipité elgsetannins et la BSA (I'albumine du sérum
bovin). Le précipité a eté récupéré et dissout a gielé en présence d'un détergent
(SDSITEA), et le complexe coloré d’ion ferrique+tars est mesuré par spectrophotométrie a
une longueur d'onde de 510 nm.

Un volume de 2 ml de la solution de BSA et 1 mlalsolution de I'extrait de plante
ont été mélangés et incubés pendant 24 heures.d d®@iélange subit une centrifugation a
3000g pendant 15 minutes et le culot a été rééugtédissout dans 4 ml de la solution SDS/
TEA. Enfin, 1ml de FeGla été ajouté a la solution, puis vortexé immédiat@mApres 15
minutes d’incubation, 'absorbance a été mesurg&0aim contre un blanc contenant 1 ml du
réactif FeCl et 4ml de la solution SDS/TEA. La teneur en tagra été estimée par rapport a
une courbe d’étalonnage, en utilisant I'acide tgneicomme référence et exprimée en mg
d’équivalent acide tannique /g d’extrait (mg E AT{gnnexe 2).
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[1.3. Mesure du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits @dstacia lentiscusa été déterminé selon la
méthode de Oyaizu el. (1986) in Atmani etl. (2009). Le pouvoir réducteur est I'aptitude
des antioxydants présents dans I'extrait a donne¥lectron ; ce dernier réduit le fer ferrique
Fe*(FeCk) en fer ferreux Fé (FeCh) en présence d’un agent chromogeéne, le ferricgader
potassium K[Fe(CN)|. Le virage de la couleur jaune de ce dernier wers couleur bleue
verte dépend du pouvoir réducteur de I'extrait (fBenou etl., 2008).

Un volume de 1ml d’extrait de plante est additéran 2,5ml de tampon phosphate
(0,2M, pH 6,6) et 2,5ml de ferricyanure de potasski [Fe (CN) a 1 %.Aprés incubation a
50C° pendant 20 min, 2,5 ml de I'acide trichlordapse (TCA a 10%) ont été ajoutés au
mélange, puis centrifugé pendant 10 min a 1500gureageant (2,5 ml) a été récupére, puis
mélangé avec 2,5 ml deau distillée et 0,5 ml déorche ferrique (FeGla 0,1 %)
et I'absorbance a été mesurée a 700 nm. Une augtioente I'absorbance indique une
augmentation du pouvoir réducteur. Le méme testéaré&alisé avec des molécules de
référence (I'acide tannique et l'acide galliqueye@ les mémes concentrations que les

extraits. Tous les tests ont été réalisés eniepisques.

I1.4. Evaluation de I'activité anti-radicalaire des extraits dePistacia lentiscus

[1.4.1. Activité scavenging du radical DPPHpar les extraits dePistacia lentiscus

L’activité scavenging des extraits Béstacia lentiscusontre le radical 1,1-diphenyl-
2- picrylhydrazyle (DPPHia été évaluée selon la méthode de Massudl Et999) inZhang

etal. (2009) avec quelgues modifications

Les antioxydants présents dans les extraits dédalatep (AH) pouvant donner un
hydrogéene (tels que les groupements hydroxylescdegposés phénoliques), réduiront le
DPPH qui est un radical libre, stable et accepteuydfbgene (Mohcen eéammar, 2009).

La réaction peut se résumer comme suit:
DPPH +AH DPPH-H +A

La réduction de DPPH s’accompagne par le viraga deuleur violette a la couleur jaune de
la solution, mesurable a 517 nm.
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NO; N2
Ph Ph
: A
0 N—N: + FAOH —= 0z N— H\l\ + RO
Ph Ph
NOZ NOD2
DPPH (Violet) flavoinde DPPH- H radical phenoxyl

Une quantité du radical DPPEO0 ul, 5mM) préparée dans le méthanol a été égoait
2,45 ml de la solution de différents extraits. Ajircubation a température ambiante pendant
30 min, I'absorbance a été mesurée a 517 nm. Leentésh a été réalisé avec des molécules
de référence (quercétine, catéchine et acide taapiqvec les mémes concentrations que les
extraits. Tous les tests ont été réalisés en t@miques. Le pourcentage de l'activité
scavenging du radical DPPest calculé comme suit :

% d’activité scavenging de radical DPPH = [(Ao -(A1-As)]/A( .100

Avec :
Ao: Absorbance de la solution contréle (la solutidhFAM).
A1: Absorbance de la solution DPPHextrait.
As: Absorbance de I'échantillon de la solution d’aittsans le DPPH

[1.4.2. Activité scavenging du peroxyde d’hydrogengar les extraits dePistacia lentiscus

Le principe de ce test est de neutraliseperoxyde d’hydrogene ¢B,) par un
antioxydant qui va faciliter sa décomposition erléuoles d’eau (Wang al., 2007), selon la
réaction suivante :

H-.0, +2H + 26— » 23D

La capacité des extraits &éstacia lentiscus piéger le peroxyde d’hydrogéne a été
déterminée selon la méthode de Ruclalet(1989) in Lu et Chen, (2008), avec quelques
modifications.

Une solution de peroxyde d’hydrogene (45 mM) a @téparée dans le tampon
phosphate (pH 7,4). La concentration de peroxydaydibgene a été déterminée
spectrophotométriquement a 230 nm en utilisantpddficient d’extinction molaire de J@5,
qui est de 81 mofecm-".

2 ml de l'extrait ont été ajoutés a une solutian O, (1,2ml) et le mélange
réactionnel a été incubé a température ambiantdaperlO0 min, puis I'absorbance a été

enregistrée a 230 nm.
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Le méme test a été réalisé avec des moléculesf@emce (quercétine, acide tannique
et acide coumarique), avec les mémes concentsatjoa les extraits.
Tous les tests ont été réalisés en trois répliqles pourcentage de l'activité

scavenging du pD, est calculé selon la formule suivante :

% d’activité scavenging duH,0;, = [Acont A tes§/ Acont -100

Tels que :
Acont: 'absorbance du contrdle qui consiste en la smiudu HO-.
A st 'absorbance du D, en présence de I'extrait.

[1.4.3. Activité scavenging du radical hydroxyle par les etxaits de Pistacia lentiscus

La mise en évidence de la formation du radicalrwygle (OH) n’est pas facile a
cause de sa réactivité et de sa durée de viedrgtec En plus, il se trouve généralement en
concentration tres faible. Pour le détecter, dethaues dites indirectes sont utilisées, qui
détectent les produits de sa réaction, en mesui@dation et/ou la décomposition de

certains substrats cibles, tels que le désoxyribose

Le degré de I'oxydation du désoxyribose est ap@rpar la méthode de Halliwell et
Gutteridget, (1987) in Kaur eal. (2008). Ce test consiste a mettre une solution de
désoxyribose (2mM) dans un tampon phosphate (20pti17,4) en présence de I'EDTA
(100uM), Fed (100uM), une solution de J@, (20mM) et I'acide ascorbique (100mM),
ainsi que les différents extraits a étudier a 1@@gApreés incubation a 37°C pendant une
heure, une solution de I'acide trichloroacétiqu€ATa 2%) a été additionnée au mélange
réactionnel afin, de stopper la réaction. L'additid’acide thiobarbiturique (TBA a 1%)
permet de former un complexe chromogene avec lemadlaldéhyde (MDA), composé issu
de la dégradation oxydative du désoxyribose ereméicide. Ce complexe se forme apres 15
min d’incubation & 100°C, qui présente un maximdiabsorption a 532 nnika diminution
de l'absorbance du mélange réactionnel indique dimainution de [I'oxydation du
désoxyribose. Le méme test a été réalisé avec dé&cutes de référence (mannitol, acide
tannique et acide ascorbique), avec les mémes cwatiens que les extraits. Tous les tests
ont été réalisés en trois répliques. Le pourcentiegkactivité scavenging de radical Oébt

calculé selon la formule suivante :
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% d’activité scavenging de radical OH = [Acont —A tes]/ Acon .100

Tels que :

Acont: I'absorbance du contréle qui consiste en la smiue désoxyribose sans
extrait.
A st I'absorbance du désoxyribose en présence diediex

[1.5. Evaluation de l'activité anti-radicalaire des fractions chromatographiques des
extraits actifs de Pistacia lentiscus

11.5.1. Fractionnement des extraits actifs dé?istacia lentiscus
[1.5.1.1. Chromatographie d’adsorption sur colonne

Une chromatographie sur colonne de gel de siliééaeffectuée sur les extraits de
Pistacia lentiscusayant une activité scavenging qui dépasse un dau%0 %, les fractions
présentant des profils identigues en chromatogeaghir couche mince (CCM) ont été
réunies, puis subit les mémes tests anti-radiesgrécédents. Les fractions les plus actives
ont été analysées par CCM, afin de mettre en évaléms composés contenus dans les
différentes fractions testées.

20 mg de chaque extrait actif Béstacia lentiscuont été soumis a chromatographie
sur une colonne de gel de silice en phase normaéution a été réalisée en utilisant le
chloroforme dont la polarité est augmentée parditawh progressive de l'acétate d’éthyle,
puis un meélange de [l'acétate d'éthyle—-méthanol, haral-eau et on termine la
chromatographie avec un rapport d’eau—acide acttidques différentes fractions sont

collectées, séchées et ensuite analysées.
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[1.5.1.2. Caractérisation des fractions actives d@istacia lentiscus par chromatographie
sur couche mincéCCM)

La chromatographie sur couche mince (C@&sf) une technique analytique simple
utilisée dans le but de séparer différents corsiitid’'un mélange complexe en se basant sur
les phénomenes d’adsorption et de partage. Desgdade gel de silice (20x20 cm, Silica gel
60 F254 avec indicateur fluorescent) sont utilispear analyser les fractions actives de
Pistacia lentiscusLe systéme de migration (phase mobile) est dméstiu mélange de
solvant: acétate d’éthyle- Acide formique - Acide acétigueEau (EA: AF: AAc: H,0)
(100 :11 :11 :26§V/VIVIV) (Andriambeloson etl., 1999).

10 pl de chaque fraction de concentration indé@teee et de molécule de référence
(5 mg/ml) ont été déposés sur des plaques de gilicent été activées dans I'étuve a 110C°
pendant 30 min. Ces derniéres sont ensuite inttegluilans la chambre de migration
préalablement saturée par la phase mobile. Aprésl@goement, les plaques ont été sécheées,
examinées a la lumiere du jour et révélées a lalvensulfurique, puis séchées a 110°C
pendant 10 minutes. Les rapports frontaux ont&tgulés et comparés a ceux des molécules
de références permettant ainsi la caractérisatsrcdnstituants de différentes fractions.

[1.5.2. Caractérisation de I'activité anti-DPPH des fractions actives déistacia lentiscus
sur CCM
Le test chimiqgue que nous avons employé pourleléte présence de composés
antioxydants dans les fractions activesRistacia lentiscusest basé sur le principe de la

réduction des RL fournis par le DPPH

10 pl de chaque fraction de concentration indéte¥net de standard (5 mg/ml) ont
été déposés sur la plague. Le développementldgses a été réalisé dans le systeme de
solvant :EA: AF: AAc: H20 (100:11:11:26) (V/IVIVIV). Ams migration, les
chromatogrammes ont eté séchés puis pulvériséside ltd'une solution de DPPH la
concentration de 500 uM dans I'éthanol. En préseleceomposés possédant des propriétés
antioxydants, la solution DPPIldst réduite et passe de la couleur violette anejaGur la
plague CCM, les zones d'activités antiradicala@gsaraissent jaune sur un fond violet aprés

un temps optimal de 30 minutes.
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[1.6. Etude statistique

Une étude statistique a été réalisée pour la caigmar des résultats et la mise en
évidence des différences entre les échantillonanalyse de la variance, ANOVA
(STATISTICA 5.5) est utilisée et le degré de sigaition de données est pris a la probabilité

p <0,05. Toutes les données représentent la moyenineislessais.

40



Chapitre 111

Résultats et discussion



Chapitre |l Résultats etiscussion

[ll. Résultats et discussion
[ll.I. Taux d’extraction

Les protocoles d’extraction des composés phéngdigie la plante sont trés divers,
cette diversité est non seulement dui@ complexité des composés phénoliques mais aussi

la nature de la matrice végétéeontiniet al, 2008).

La procédure d’extraction des principes actifsnd’'umatiére végétale est basée
principalement sur ['utilisation de solvants comiee méthanol et I'éthanol. Puisque les
principes actifs de la plante se trouvent en fadwacentration, la méthode de I'extraction
sélective peut étre utilisée (Hayouniabt 2007). L'extraction des composeés phénoliques de
Pistacia lentiscusa été réalisée selon la méthode préconiséeCpheang etal. (1994) avec
qguelques modifications. Cette méthode est basédesdegré de solubilité des composeés
phénoliques dans différents solvants de polarigigables, elle comprend deux étapes, la
premiére a été réalisée avec I'éthanol pour sasdiles composés phénoliques, I'éthanol est

largement utilisé pour son taux d’extraction élev&a faible toxicité (Contini etl., 2008).

La deuxiéme étape de l'extraction a été réalisése ane série de solvants, afin de
fractionner d’une facon sélective les composés gligares de I'extrait brut en fonction de la
nature du solvant utilisé. Les taux d’extractionemlis dans chaque phase a partir de feuilles

et de graines dRistacia lentiscusont présentés dans le tableau suivant :

Tableau Il : Taux d’extraction des composés phénajues des extraits dé€istacia lentiscus

Taux d’extraction (%)

Solvants
Feuilles Graines
Ethanol 21,35 3,60
Acétate d'éthyle 26,29 47,54
Agqueux d'acétate d'éthyle 64,81 38,19
Hexane 30,69 84,00
Aqueux d’hexane 3525 133
Chloroforme 20,49 66,28
Aqueux du chloroforme 34,57 1,16

D’aprés le tableau Il, on remarque que le taux tddestion de la premiere phase est
beaucoup plus élevé pour les feuilles que les gsainil est de sept fois supérieur chez les
feuilles par rapport aux graines, ceci s’explique [a richesse des feuilles en composés

phénoliques contrairement aux graines qui ont domiaux faible inférieur a 4 %,
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ce qui confirme que le taux d’extraction est liéraatériel végétal spécifique (Contetial,
2008). Le taux d’extraction des composés phéndligast également influencé par le type du
solvant, le rapport solide-liquide, la granulomgtrdle la poudre végétale, le nombre
d’extraction, la température et le pH du milieuc.éNazck et Shahidi, 2006 ; Fallehadt,
2008).

Les résultats obtenus de la deuxieme étape datxtramontrent que les extraits
aqueux de feuilles ont un taux d’extraction ples/él:(64,81 %, 35,25 %, 34,57 %) pour les
extraits aqueux d'acétate d'éthyle, aqueux dhexane et aqueuw chloroforme
respectivement, ce qui suggere la richesse desllekeuen composés phénoliques
hydrosolubles. Par contre, les graines montrenttai@s d’extraction élevés au niveau des
phases organiques (47,54%, 84,00%, 66,28%) powexiesits d'acétate d’éthyle, d’hexane
et du chloroforme, respectivement. Ce type d’exivacnous a permis de fractionner et de
sélectionner les composés phénoliqguesPatacia lentiscusen fonction de leur degré de
polarité, dont les plus polaires sont concentréssdas phases aqueuses, alors que les

composes apolaires sont concentrés au niveau desgphbrganiques.

[11.2. Dosage des composeés phénoliques des extraisPistacia lentiscus
[11.2.1. Dosage des phénols totaux
La teneur en phénols totaux exprimée en mg ECadtektrait contenu dans les

extraits obtenus avec différents solvants est merdans la figure 19.
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Figure 19 : Taux de phénols totaux dans les extraitPidéacia lentiscus
1 : Extrait éthanolique, 2 : Extrait d’acétatettige, 3 : Extrait aqueux d’acétate d’éthyle, 4xtrgit d’hexane
5 : Extrait aqueux d’hexane, 6 : Extrait du Chforme, 7 : Extrait Aqueux du Chloroforme.
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Les résultats obtenus indiquent que les différentgants utilisés montrent une
différence dans leur capacité a extraire les snbeta phénoliques dRistacia lentiscus
Par ailleurs, I'extrait éthanolique montre une tenélevée au niveau des feuilles avec une
valeur de 232,22 + 1,59mg ECat /g d’extrait, ce aqpnfirme la richesse des feuilles en ces
composeés. Plusieurs étudeBectuéessur les feuilles dePistacia lentiscusont démontré
gu’elles constituent une source majeure de compplésoliques (Ljubuncic edl., 2005 ;
Benhamou e#tl., 2008 ; Gardeli etl., 2008 ; Atmani etl., 2009). Une étude réalisée par
Gardeli et ses collaborateurs (2008) sur I'extrggthanolique de feuilles déstacia lentiscus
a confirmé sa richesse en composés phénoliquesa elhregistré une teneur de 588 mg EG/g
d’extrait.

La teneur des phénols totaux dans les extraifeudibes dePistacia lentiscugest
donnée dans l'ordre : aqueux du chloroformaqueux d’hexane d'acétate éthyle > éthanol
> aqueuxd acétate d'éthyle- chloroforme> hexane. Les extraits aqueux du chloroforme et
aqueux d’hexane marquent les taux les plus éldpés 0,05) avec des teneurs de 637,58 +
4,72 mg ECat /g d'extrait et 527,51 + 0,71 mg EQptl’extrait, respectivement, ce qui
confirme la richesse des feuilles en composés pigg&ies notamment de nature polaire.

Les extraits de la phase organique issus de lifeexat du chloroforme
représentent des teneurs relativement faibles gudépassent pas 37,05 + 1,48 mg ECat/g
d’extrait pour I'extrait du chloroforme.

Le taux de polyphénols totaux dans les extraitgradnes est significativement
plus faible (g 0,05) que celui retrouvé dans les extraits de l&uilEn effet, I'extrait
éthanolique montre un taux de 32,18 + 0,25 mg E@dtextrait qui est sept fois plus faible
que celui des feuilles. D’aprés la figure 19, omaeque que les composés phénoliques des

graines sont concentrés au niveau des phases @uganindiquant leur nature apolaire.

Les résultats obtenus dans cette étude appudeptrfent la richesse des feuilles

ainsi que la pauvreté des grainedi&acia lentiscugn composeés phénoliques.

[11.2.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plusdargle plus répandu de composés
phénoliques (Abubakar ai., 2008).Plusieurs études effectuées sur les feuille®idtacia
lentiscusont montré sa richesse en composés de type flddesdels que les flavonols
glycosylés (y compris la myrecetine, la quercétigcosylée) les flavones et les

anthocyannes (Ljubuncic at, 2005; Longo eal., 2007 ; Benhamou eat., 2008).
43



Chapitre |l Résultats et discussion

Les résultats de la présente étude réaffirmenticlzesse des feuilles en ces
composes. En effet, I'extrait éthanolique des fesimontre une teneur élevée (,05) de
150,05 + 1,35 mg ER/g d’extrait qui est huit folagpélevée que celle enregistrée par I'extrait
éthanolique de graines avec une teneur de 17,7614Mg ER/g d’extrait (Figure 20).
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Figure 20 : Taux de flavonoides dans les extraitspistacia lentiscus
1: Extrait éthanolique, 2 : Extrait d’acétate Hide, 3 : Extrait aqueux d’acétate d'éthyle, 4 trBit d’hexane
5 : Extrait aqueux d’hexane, 6 : Extrait du Chforme, 7 : Extrait Aqueux du Chloroforme.

D’apreés la figure 20, les flavonoides des feuiest localisés principalement au
niveau des phases aqueuses. Les extraits aquecklahoforme et agueux d’hexane ont
exhibé les taux les plus élevés ((,05) avec 212,36 + 1,64 mg ER/g d’extrait et 380t
2,75 mg ER/g d’extrait, respectivement, tandis tpgeextraits organiques ont montré des
teneurs faibles @0,05). Par ailleurs, I'extrait du chloroforme magda teneur la plus faible
(p< 0,05) avec 10,76 + 1,04 mg ER/g d’extrait. Une étudenée par Velkovic et ses
collaborateurg2007),sur les extraits d8alvia officinaliset Salvia glutinosapnt montré que
les solvants les moins polaires comme le benzenk ehloroforme sont utilisés pour
I'extraction des flavonoides aglycones, alors qgefdlus polaires comme I'acétone, I'éthanol
sont utilisés pour extraire les flavonoides glydésyDans le cas des graines, la teneur la plus
élevée en flavonoides a été observée au niveaexdmit du chloroforme (20,86 + 0,11 mg

ER/g d’extrait), ce qui reflete la pauvreté desrga en flavonoides.
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[11.2.3. Dosage des tannins

Plusieurs études phytochimiques ont montré qugetee Pistaci&@st une source
importante de tannins. Ljubuncic et ses collaboratg2005) ont révélé la présence des
tannins condensés au niveau des feuilleRid&acia lentiscusAussi, des gallotanins ont été
purifiés a partir de feuilles dPistacia weinmannifolia une plante du méme genre que
Pistacia lentiscus(Wei etal., 2002 ; Zhao «tl., 2005 ; Topcu «&tl., 2007).
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Figure 21 : Taux de tannins dans les extraits gistacia lentiscus
1 : Extrait éthanolique, 2 : Extrait d’acétate tige, 3 : Extrait aqueux d’'acétate d’éthyle, 4 trai d’hexane
5 : Extrait aqueux d’hexane, 6 : Extrait du Chforme, 7 : Extrait Aqueux du Chloroforme.

D’aprés la figure 21, tous les extraits aqueuxXalglles ont exhibé des teneurs
élevées en tannins<®,05). En effet, I'extrait aqueux du chloroformerquee le taux le plus
élevé (p< 0,05) avec 937,22 + 0,67 mg EAT /g d'extrait, supar les extraits aqueux
d’hexane et aqueux d’acétate d’éthyle avec desitsroe 795,83 + 0,11 mg EAT /g d’extrait
et de 693,33 + 1,53 mg EAT /g d’extrait, respectieat, tandis que les taux les plus faibles
sont observés au niveau des extraits organiquestaux de 164,16 + 3,65 mg EAT /g

d’extrait a été enregistré au niveau de I'extrdiegdane.

Concernant les graines, tous les extraits ont r@otés quantités relativement
proches (p< 0,05) en tannins, elles varient de 238,27 + 1,136AJ /g d’extrait a 101,16 *
1,17 mg EAT /g d’extrait, cependant I'extrait gibique montre la teneur la plus élevée
(p< 0,05) avec 488,25 + 0,58 mg EAT /g d’extrait, cé sjuggeére la richesse des graines en
tannins. En effet, des pentagaloylglucose et digeagalliques ont été isolés a partir d’extrait

d’acétate d’éthyle des fruits dRstacia lentiscugAbdelwahed eal., 2007). 45
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[11.3. Mesure du pouvoir réducteur des extraits dePistacialentiscusa 100 pg/ml

Le pouvoir réducteur d’'une substance indique paat de transférer un électron
ou un atome d’hydrogene en réduisant le Fe (lll)Fen(Il) en présence du complexe
K3 (FeCN) (Benhamou eal., 2008).

Le pouvoir réducteur des extraits ldistacia lentiscugst représenté dans la figure suivante.
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Figure 22: Représentation graphique du pouvoir réductesredéraits déistacialentiscusa 100 pg/ml.
1: Extrait éthanolique, 2 : Extrait d’acétate Hide, 3 : Extrait aqueux d’'acétate d’éthyle, 4 trBit d’hexane 5 : Extrait aqueux d’hexane,
6 : Extrait du Chloroforme, 7 : Extrait Aqueux @hloroforme, 8 : acide tannique, 9 : acide gallique

La figure 22 montre des différences significatiesgre le pouvoir réducteur de
différents extraits de feuilles et celui des extraile graines  0,05), dont I'extrait
éthanolique de feuilles montre une capacité rémeactbeaucoup plus élevée que celle
retrouvée avec I'extrait éthanolique de graines{®5), les valeurs sont de 1,00 = 0,01 UA
et 0,08 = 0,02 UA, respectivement. La capacité ctrthe élevée de I'extrait éthanolique de
feuilles dePistacia lentiscusa été montrée également par Benhamou et ses amaitabrs
(2008), avec un pouvoir réducteur de 1,08 UA aaoreentration de 0,25 mg /ml.

Les extraits agueux d’hexane et aqueux du chlomdode feuilles ddPistacia
lentiscusont montré une forte capacité réductrice (p05), notamment I'extrait aqueux du
chloroforme qui a exhibé une capacité réductringlgire a celle obtenue par I'acide tannique
(p< 0,05), qui est considéré comme étant un puissgeritaéducteur (Arabshahi et Urooj,
2007). Les extraits de graines quant a eux montnergouvoir réducteur tres faible, ainsi le
meilleur pouvoir réducteur a été enregistré paxtia@t aqueux d'acétate d'éthyle

(0,12 +0,01 UA). 26
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D’aprés ces résultats, il nous parait clair que feuilles exhibent une capacité
réductrice supérieure a celle de graines (§05), ce qui suggére que les extraits de feuilles
peuvent jouer un réle de donneur d’ (€) ou de (H).

[11.4. Evaluation de I'activité anti-radicalaire de s extraits dePistacia lentiscus
[11.4.1. Activité scavenging du radical DPPH par les extraits dePistacia lentiscus

[11.4.1.1. Activité scavenging du radical DPPHdes extraits dePistacia lentiscus
a 100 pg/ml

L'activité scavenging du radical DPPHles extraits dePistacia lentiscus

et certains standards a une concentration de 100 jegt illustrée dans la figure 23.
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Figure 23: Activité scavenging du radical DPPphr les extraits deistacialentiscusa 100 pg/ml.

1 : Extrait éthanolique, 2 : Extrait d’acétate Hide, 3 : Extrait aqueux d’acétate d'éthyle, 4 trBit d’hexane
5 : Extrait aqueux d’hexane, 6 : Extrait du Chforme, 7 : Extrait Aqueux du Chloroforme, 8 : actdanique,
9 : quercétine, 10 : catéchine.

Une différence significative a été enregistréaeetiictivité scavenging des extraits
des feuilles et celle des graines, cependant autifiéeence significative n’est relevée entre
les extraits aqueux et organiques d’'acétate d’'éttiglgraines, qui présentent les pourcentages
les plus élevés respectivement de 51,09 % et 36,08 a été rapporté par Abdelwahed et ses
collaborateurs (2007), que I'acide gallique, un pose isolé a partir de I'extrait d’acétate
d’éthyle de fruits ddPistacia lentiscus exhibé un puissant effet scavenging contredeah
DPPH a 100 pg /ml, avec un pourcentage de 90,14 %.
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Concernant les feuilles, a I'exception de I'extde la phase organique d’hexane, tous
les extraits ont montré une grande capacité a plégadical DPPHa 100 pg/ml, qui dépasse
les 90 %. En effet, aucune différence significat{pg0.05) n’est relevée entre l'activité
scavenging de ces extraits et celle obtenue padéaannique, puissant scavenger du radical
DPPH, qui exhibe un pourcentage de 92.63 %(figure 23).

L’activité scavenging du radical DPPp#r les extraits de feuilles ééstacia lentiscus
a 10 pug/ml est illustrée dans la figure suivante :
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Figure 24: Activité scavenging du radical DPPpéar les extraits de feuilles festacialentiscusa 10 pg/ml.

1: Extrait éthanolique, 2 : Extrait d’acétate Hige, 3 : Extrait aqueux d’'acétate d’éthyle, 4 trBit d’hexane 5 : Extrait aqueux d’hexane,
6 : Extrait du Chloroforme, 7 : Extrait Aqueux @hloroforme, 8 : acide tannique, 9 : quercétine; détéchine.

A 10 ug /ml les extraits acétate d’éthyle, aqudirexane et aqueux du chloroforme
présentent les pourcentages scavenging les plugséleils sont de 91,06%, 92,69%
et 93.46%, respectivement, similaires a ceux dgiéacétine et de la catéchine (05).

Une étude menée par Smarth et krishna (2007)rsuvariété de plantes médicinales a
montré que l'effet scavenger du radical DPPHr I'extrait methanolique de feuilles de
Pistacia chinensisespéce qui appartient au méme genre Bistacia lentiscus est de
30,12% a une concentration de 125 pg/ml. La capaatioxydante des extraits de feuilles de
Pistacia lentiscugeut étre attribuée a leurs constituant actifls, gele les flavonoides, les
acides phénoliques...etc. Par ailleurs, Gardekestcollaborateurs (2008) ont conclu que les
dérivés galloyl isolés de feuilles Béstacia lentiscusnt un puissant effet anti-DPPH
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[11.4.1.2. Détermination des IGso des extraits dePistacia lentiscuset quelques standards

L’activité scavenging du radical DPP#ks extraits, acétate d’éthyle, aqueux d’hexane
et aqueux du chloroforme de feuilles Histacia lentiscuset de la catéchine a différentes
concentrations est illustrée dans la figure suwant
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Figure 25: Activité scavenging du radical DPPHbar les extraits, acétate d'éthyle, aqueux d’hexan
aqueux du chloroforme de feuilles Eistacialentiscuset de la catéchine a différentes concentrations.

Comme le montre la figure 25, I'activité scavempidu radical DPPHest
proportionnelle aux concentrations des extraitdeeta catéchine. Aussi, les extraits aqueux
d’hexane et aqueux du chloroforme ont maintenméme activité contre le radical DPPH
jusqu’a une concentration de 8ug/ml. A pad#& cette concentration, I'effet anti-DPPH
commence a diminuer pour atteindre les taux les gaibles, 33,17 % et 28,22 %,
respectivement a 2ug /ml. Ces extraits manifesiest |Gy de 4,09 ug /ml et 3,84 ug/mi
respectivement, inférieures a celle de la catéchuieest de 5,59 ug/ml, indiquant que ces

extraits sont riches en composeés donneurs d’hydege

Une étude récente réalisée par Ling et ses aol#durs (2009), s'intéressant a
I'activité anti-DPPHdes extrait aqueux de feuilles Mlangifera indica espéece qui appartient
a la méme famille qu@istacialentiscus a revélé une I§ de 0,49 mg/ml, beaucoup plus
élevée que celle obtenue par les extraits aqueulistiacia lentiscusEn plus, I'extrait de la
phase organique d’acétate d’'éthyle exprime uneaii@ianportante a piéger le radical DPPH
en manifestant une ¥gde 5,20 pg/ml, comparable a celle de la catédpx®,05). L'étude
réalisée par Ahmed et ses collaborateurs (2008)esdrait d’acétate d’éthyle de feuilles de

Pistacia integerrimaa rapporté une Kgde 6 pg/ml. 49
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Ksouri et ses collaborateurs (2008) ont rappqcté la différence de I'activité
scavenging du radical DPPHdes extraits de plante peut étre due a la dift&rete la
sélectivité du solvant pour I'extraction de cersagmoupes de phénols.

L’activité scavenging du radical DPP#es extraits, acétate d’éthyle, aqueux d’acétate
d’éthyle des graines deistacia lentiscu®t de quelques molécules de référence a diffésente
concentrations est illustrée dans la figure 26.
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Figure 26: Activité scavenging du radical DPPhpar les extraits, acétate d'éthyle, aqueux d'aeéta
d’éthyle de graines déPistacialentiscuset certains standards a différentes concentrations

Une diminution linéaire de I'activité scavenging thdical DPPHest observée
pour les extraits aqueux et organiques d’acétatthye des graines. Ces extraits ont exhibé
un effet puissant de piéger le radical DPRH.00 pg/ml ; cependant, a une concentration de
10 pg /ml cette capacité n’est pas significatw@Q %), contrairement aux standards utilisés,

notamment la catéchine qui montre un effet scavetg®&3,42 % a 10ug/ml.

Les résultats obtenus indiquent que I'effet scgirep du radical DPPHpar les
standards (catéchine et acide tannique) est imgari@me a faibles concentrations. En effet,
Heim et ses collaborateurs (2002) ont rapporté l@ativité antioxydante des extraits de
plantes est due principalement aux concentratidexéés en composés phénoliques. Les
extraits aqueux et organique d'acétate d’éthylesgmtent des I§ de 108,00ug/mi
et 96,54ug/ml respectivement, qui sont largemepéseures aux valeurs exprimées par les

standards, 6,24ug/ml et 11,9ug/ml pour la catéahifacide tannique, respectivement.
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L’'étude de Abdelwahed et ses collaborateurs (2@0@y démontrer que I'acide
gallique, composé isolé de I'extrait acétate d’ldes fruits ddistacia lentiscugxhibe une
ICs0 de 20ug /ml qui est largement inférieure aux valexprimées par les extraits utilisés
dans la présente étude. Cette différence peutléerea I'effet antagoniste entre les molécules

de I'extrait, ayant un effet scavenging contredelical DPPH.
[11.4.2. Activité scavenging du HO par les extraits dePistacia lentiscus
[11.4.2.1. Activité scavenging du HO; par les extraits dePistacia lentiscusa 100 pg/ml

L’effet scavenging du D, par les extraits dBistacia lentiscugst représenté dans la
figure ci-dessous. L’acide tannique, la quercétatel’acide coumarique ont été utilisés

comme molécules de références.
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Figure 27: Activité scavenging du peroxyde d’hydrogéene lparextraits d€istacialentiscusa 100 pug/mi.

1 : Extrait éthanolique, 2 : Extrait d’acétate tige, 3 : Extrait aqueux d’'acétate d’éthyle, 4 trai d’hexane
5 : Extrait aqueux d’hexane, 6 : Extrait du Chforme, 7 : Extrait Aqueux du Chloroforme, 8 : actdanique,
9 : quercétine, 10 : coumarique.

La figure 27 montre que les extraits de feuilleSspntent une capacité inhibitrice du
H.O, beaucoup plus élevée que celle montrée par lesisxte graines & 0,05). Les
extraits aqueux du chloroforme et aqueux d’hexamerhibé les activités anti-,B,les plus
élevées ; elles sont de 74,42% et 91,94% respawive comparées a celles de I'acide
tannique et de I'acide coumarique, qui sont de7®35 et 94,94 %, respectivement. L'ordre
de l'activité scavenging obtenue est le suivamjueaix d’hexane aqueux du chloroforme

hexane > éthanol > chloroforme > aquewgtate d’éthyle acétate d’'éthyle.
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Une étude réalisée par Ozsoy et ses collabora(2068), sur différents extraits des
feuilles deSmilax excelséLiliaceae), a montré que les extraits aqueuxeahtbé un potentiel
scavenging du pD, de 95,6% a une concentration de 5mg/ml. Cette iattiest
significativement plus faible que celle obtenue lparextraits aqueux de notre plante, ce qui
indique que les extraits aqueux de feuillesRistacia lentiscugenferment des composeés
puissants, de nature polaire ayant la capacité aatin de I'(€) ou d’atome d’'(H) qui
interviennent dans la conversion dua4 en HO. Les travaux menés par Sroka et Cisonski
(2003) sur les acides phénoliques, ont montré ‘qeévité scavenging du ¥D, est corrélée
au nombre et a la position du groupement hydrokgkeau cycle aromatique, en plus de la

structureortho etpara de substitution (OH) qui joue un réle primordiahd cette activité.

Concernant les graines, tous les extraits a ljgtkae de I'extrait acétate d’éthyle, ont
montré une activité scavenging®} faible (p< 0,05), qui ne dépasse pas 40%. L’activité la
plus importante a été relevée pour I'extrait aeetiiéthyle qui exprime un pourcentage de
55,21%, suggérant ainsi la richesse de cet ex@raitomposés ayant un potentiel donneur
d’hydrogéne. Une étude récente, réalisée par Blebses collaborateurs (2009), sur les fruits
de Pistacia lentiscusa rapporté que l'acide digallique, composé isaél’extrait d’acétate
d’éthyle, exhibe un pourcentage scavenging du ah@&BTS de 35 % a une concentration de
50ug/ml, un effet scavenging sur L@e 17% a 100 pg/ml et un effet antidd de 55% a une
concentration de 200pg/ml (Bhouriadt, 2009).

[11.4.2.2. Détermination des IGso des extraits dePistacia lentiscuset quelques standards
L’activité scavenging du D, des extraits aqueux d’hexane et aqueux du chlorafor
de feuilles dePistacia lentiscusa différentes concentrations est illustrée dangigare

suivante :
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Figure 28 Activité scavenging du peroxyde d’hydrogéne pardxtraits aqueux d’hexane, aqueux du
chloroforme ddeuilles dePistacialentiscuset certains standards a différentes concentrations

La figure 28 montres que l'effet scavenger dpOFHdes extraits aqueux d’hexane
et aqueux du chloroforme de feuilles Eistacia lentiscust les standards utilisés augmente
au fur et a mesure de 'augmentation de la conagotr. Par ailleurs, I'extrait aqueux du
chloroforme a maintenu son activité stable a laceatration de 75ug/ml a partir de laquelle

I'effet scavenging commence a diminuer pour atteirid taux le plus bas (8,92%) a 10ug/ml.

Les IG des extraits aqueux d’hexane et aqueux du chlorafpol’acide coumarique
et lacide tannique sont de 51,82ug/ml, 56,72ug/MBL,70ug/ml, et 82,70ug/ml,
respectivement. En outre, less§@es extraits aqueux d’hexane et aqueux du chloref@ont
comparables a celle de I'acide coumarique, inditgal ces extraits ont une bonne activité
scavenging du bD,. En effet, Ozsoy et ses collaborateurs (2008)pqtitesté I'activité anti-
H.O, des extraits aqueux de feuilles 8milax excelsdLiliaceae), ont obtenu une 4&de
2,94 mg/ml, qui est largement supérieure a celf@imée par les extraits aqueux de feuilles
de Pistacia lentiscusce qui implique la forte activité scavenging aes extraits sur le ¥,
indiquant le potentiel des phénols polaires. Dams autre étude, réalisée par Wang et ses
collaborateurs (2008), sur les extraits aqueux duit fdu Choerospandias axillaris
(Anacardiaceae), I'l6 obtenue est supérieuae20 mg/ml. D’autre part, des travaux menés
par Senevirathne et ses collaborateurs (2006 ksweXtraits d&cklonia cavaont montré que

les extraits aqueux d’hexane et aqueux du chlomdoprésentent des J¢&de 100ug/ml et

173pg/ml, respectivement, 53
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qui sont supérieures a celles exprimées par lemiextaqueux de feuilles dRistacia

lentiscus ce qui implique la faible activité scavengingods extraits sur le 4..

L’activité scavenging du #D, de I'extrait acétate d’éthyle de graines Mistacia

lentiscuset certains standards a différentes concentraéisnsiontrée dans la figure suivante.

—o0— Acétate d'éthyle —X— Acide tannique —=— Acide coumarique+

100

% scavenging HO2

0 20 40 60 80 100

Concentrations ( pg/ml)

Figure 29 Activité scavenging du peroxyde d’hydrogéne paxtiait d'acétate d'éthyle deraines de
Pistacia lentiscuset certains standards a différentes concentrations

Comme le montre la figure 29, le pourcentage suging du HO, est
proportionnel a la concentration de I'extrait quinantré une capacité scavenging dépassant
50% a partir de 50ug/ml. De ce fait, cet extraitnifeste une 16 de 91,8ug/ml qui est
comparable a celle de I'acide tannique (905). Par ailleurs, une étude realisée par Jeaset
collaborateurs (2008) sur I'extrait éthanoliqueQiepalpia sappara fait révéler une I§gde
960ug/ml, d’'ou une inhibition plus faible.

[11.4.3. Activité scavenging du radical (OH) par les extraits dePistacia lentiscus

[11.4.3.1. Activité scavenging du radical (OH) par les extraits dePistacia lentiscus
a 100 pg/ml

L’activité inhibitrice du radical hydroxyle pardeextraits dePistacia lentiscusest
représentée dans la figure suivante :
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Figure 30: Activité scavenging du radical OPlar les extraits deistacialentiscusa 100 pg/ml.

1: Extrait éthanolique, 2 : Extrait d’acétate Hide, 3 : Extrait aqueux d’'acétate d’éthyle, 4 trBit d’hexane 5 : Extrait aqueux d’hexane,
6 : Extrait du Chloroforme, 7 : Extrait Aqueux @hloroforme, 8 : catéchine, 9 : acide ascorbigQe, hannitol.

D’aprés la figure 30, tous les extraits aqueuxfeld@lles présentent des activités
scavenging du radical Olnportantes comprises entre 61,64% et 76,40%, gllges que
celles exprimées par les standards (05), I'extrait aqueux d'acétate d’éthyle montee |
I'activité la plus élevée avec un pourcentage snging de (76,40%). Les activités les plus
faibles ont été obtenues par les extraits orgasicasec I'extrait du chloroforme qui a exhibé
la plus faible capacité scavenging du radical 26 %). Aussi, il a été rapporté lors d’'une
étude effectuée sur les différents extraits de dams deMammea congifoligGuttiferae),
que la différence de la composition entre les diffiés extraits de la plante est a I'origine de la
différence de l'activité scavenging du radical (Rhtte etal., 2006).

L'activité scavenging élevée des extraits aqueescfduilles suggére I'implication des
composeés hydrophiles dans cette activité. En dHetapacité élevée des extraits aqueux de
piéger le radical OHa été rapportée par plusieurs études (Jual.eP006 ; Ozsoy edl.,
2008; Ling efal., 2009).

Des différences significatives ont été observéied activité scavenging des extraits
de feuilles et celle des graines<(P,05). En effet, tous les extraits, a I'excepti@l'@xtrait
aqueux d'acétate d'éthyle qui a exhibé une actigla¥ée (60,92 %) et supérieure a celle
exprimée par les standards, ont montré une actgagenging inférieure a 30%.
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En effet, une étude réalisée par Kaur et seshmoideurs (2008) sur différents extraits
des feuilles d&Chukrasia tubularigMeliaceae), a montré que les extraits aquewerhibé
un potentiel scavenging de 51,31 % a une concenirde 60ug/ml. L'activité scavenging
élevée exhibée par I'extrait aqueux d'acétate ¢létlest probablement liée a la richesse de
cet extrait en composés donneurs d’hydrogéne. e,des fruits deéPistacia lentiscusont
caractérisés par la présence de dérivés galloghnmypris galloyl glycosidés, ellagitannins
et acides quiniques galloyl, qui jouent un rélenmidial dans l'activité anti-oxydante
(Bhouri etal., 2009).

[11.4.3.2. Détermination des IGso des extraits dePistacia lentiscuset quelques standards
L’activité scavenging du radical OHes extraits de feuilles et certains standards a
différentes concentrations est illustrée dansgaré 31.

—e— Ethanol —O— Aqueux d'écétate d'éthylea— Aqueux d'hexane
—A— Aqueux du chloroforme —gg— Catéchine —X— Acide ascorbique
—=&— Mannitol

100

80

60 -

40 -

% Scavenging OH

20 -

0N | T T

80 100

Co?\cc):e ntration (ug(?r%l)

Figure 31 Activité scavenging du radical Olgar les extraits, éthanolique, aqueux d'acétaé¢hgle, aqueux

d’hexane, aqueux du chloroforme des feuilles Ristacia lentiscus et certains standards a différentes
concentrations.

D’apreés la figure 31, I'effet scavenging sur ldical OH de tous les extraits augmente
proportionnellement avec la concentration, impliggusaugmentation de la concentration en
composeés piégeurs du radical OH.’extrait aqueux d'acétate d’éthyle exhibe urtétée
satisfaisante (75%) a une concentration de 25udbaldernier montre une 4¢£de 21,38
ug/ml, indiquant une forte activité anti-QHle ce fait les extraits éthanoliqgue, aqueux
d’hexane et queux du chloroforme manifestent deg & 27,92 pug /ml, 39,51 pg /ml

et 25,53 pg /ml, respectivement, qui sont largenmef@rieures a celles obtenues par les

standards, ce qui signifie que ces extraits ontra@#leure activité anti-OH
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Par ailleurs, Singh et ses collaborateurs (2001 )rapporté une 1§ de 50,8ug /ml
pour I'extrait aqueux de I'écorce deccacia auriculiformis(Mimosaciae). D’autre part, des
travaux récents menés par Li et ses collaboraf@0@9) sur les différents extraits Heenum

graecum ont montré que I'extrait agueux exprime ungpl@e 113 pg/ml, d'ou une activité
inhibitrice plus faible.

L’effet scavenging des différentes concentratida$extrait aqueux d’acétate d’éthyle
des graines dBistacia lentiscugt certains standards est montré dans la figedessous.

—&— Aqueux d'acétate d'éthyle<— Catéchine—Xx— Acide ascorbique—e— Mannitol

100 -

80 |
T
(@)
2 60 —a
2
g
8 40 A %
(72] ‘é/
X X

— X
0 x X ‘ ‘
20 40

0 60 80 100

Concentrations (pg/ml)

Figure 32 Activité scavenging du radical OHar I'extrait d’acétate d'éthyle dgsaines dePistacialentiscus
et certains standards a différentes concentrations.

L’'analyse de la figure 32 indique que lI'extraituagx d'acétate d’éthyle a une forte
activité scavenging contre le radical Gidi atteint le maximum a 75ug/ml, au de la deecett
concentration le pourcentage scavenging reste mgghal’autre part I'activité scavenging des
standards a 100 pg/ml reste inférieure a 40%.|Ces de I'acide ascorbique, catéchine,
mannitol et I'extrait aqueux d’acétate d'éthyle @€ estimées a 129,22 ug /ml, 141,78
png/ml, 281,15 pg/ml et 78,25 pug/ml, respectivement.

L’extrait aqueux d’acétate d’éthyle présente u@g, llargement inférieure a celle

exprimée par les standards, impliquant que sorvigctscavenging est beaucoup plus
importante que celle de molécules de références.
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Une étude menée par Wang et ses collaborateu®8)20r les extraits aqueux du fruit
de Cherospondies axillarigAnacardiaceae), qui ont testé I'activité anti-Qidr la méthode
de salicylate, a montré unesi@e 7,44 mg/ml.

D’autre part, des travaux menés par Lantto etskaborateurs (2009) sur I'extrait de
graines dePinus sibrica(Pinaceae) a montré unes§Gle 338 pug/ml largement supérieure a

celle exprimée par I'extrait aqueux d’acétate d/tglde graines dRistacia lentiscus

D’aprés ces résultats, on conclut que les extragseux dePistacia lentiscus
renferment des molécules possédant un potentiegésgang hautement appréciable contre le
radical OH, confortant ainsi la these selon laquelle les am®@p qui portent le plus grand
nombre de groupements (OH) exercent une grandecitdmntioxydante dans le systéeme
aqueux (Shuldt el., 2004).

[11.5. Corrélation entre les teneurs en polyphénolst les activités antiradicalaires testées
Afin de déterminer la relation qui exigetre la teneur en composés phénoliques des

extraits dePistacia lentiscuset leurs activités anti-radicalaires testées ajusi leur pouvoir

réducteur, nous avons déterminé les facteurs detlabon et les résultats obtenus sont

résumés dans le tableau suivant :

Tableau Il : Corrélation entre I'effet anti-radica laire et les teneurs en polyphénols des extraits

dePistacia lentiscus

Composés pouvoir DPPH H,0, OH-
phénoliques réducteur
Feuilles graines Feuilles graines Feuilles grainegreuilles graines
Phénols 0,93 -0,82 0,56 -0,78 0,73 -0,55 0,46 -0,78
totaux
Flavonoides 0,97 -0,84 0,60 -0,72 0,73 -0,52 0,68 -0,79
Tannins 0,83 0,19 0,65 -0,42 0,59 -0,35 0,90 -0,35

[11.5.1. Corrélation entre la teneur en polyphénolset le pouvoir réducteur

Le ccefficient de corrélation entredadur en polyphénols et le pouvoir réducteur des
extraits de feuilles est élevé (0,93), en accomtdiétude réalisée par Tachakittirungrod et
ses collaborateurl007), qui ont obtenu un coefficient de corrélatde 0,98 entre la teneur
en polyphénols et le pouvoir réducteur des extrdigsPsidium guajava(Myrtaceae).
Cependant, les extraits de graines présentent amélation néegative (r = -0,82) entre la

teneur en composés phénoliques et leurs pou\dictéur. -
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Une forte corrélation (r= 0,97) a été trouvéereetd teneur en flavonoides des
extraits de feuilles et leurs pouvoirs réducteaesqui est en accord avec des études menées
par Erasto (2007), qui a montré que les flavonoidedés de feuilles dé/ernomica
amygdalin sont de puissants réducteurs. Les extraits deegagrésentent une corrélation

négative entre le pouvoir réducteur et le tauxi@avohoides.

Il existe une corrélation positive et significaientre la capacité réductrice des
extraits de feuilles et le taux en tannins (r =30,&lors que celle des extraits de graines est
insignifiante (r = 0,19). En effet, il a été rapigopar plusieurs auteurs que les tannins sont des
agents réducteurs puissants des extraits de plargeiginales (Zhao etl., 2005 ; Arabshahi
et Urooj, 2007; Atmani al., 2009).

[11.5.2. Corrélation entre la teneur en polyphénolset I'activité anti-DPPH-

De nombreuses études ont montré I'existence dtoreélation linéaire entre
I'activité antioxydant des extraits de plantes at teneur en composés phénoliques
(Djeridane etal., 2006 ; Turkman eal., 2006 ; Atmani etl., 2009 ; Mohsen edl., 2009).
L’effet anti-DPPH trouvé dans les extraits de feuilles Flistacia lentiscusest en relation
avec la teneur en polyphénols totaux dont le ceefficde corrélation est de 0,56, ce qui est en
accord avec une étude realisée par Abubakar etafleborateurs (2008), qui ont obtenu un
coefficient de corrélation moyen entre I'activitétisDPPH des extraits d&angifira pajang
(Anacardiaceae) et la teneur en composés phénslige@,55). Cependant, une autre étude
menée par Gardeli et ses collaborateurs (2008)esueuilles dePistacia lentiscusa révelé
une corrélation élevée (r=0,91) entre la teneur cemposés phénoliques et I'activité
antioxydant. Par contre, une corrélation négative (0,78) a été observée entre l'activité

anti-DPPH et la teneur en phénols totaux des extraits daaga

D’autre part, les travaux menés par Tachakittiradget ses collaborateurs (2007)
ont prouvé une faible corrélation entre les valelEBAC et le contenu phénoliques des
extraits de feuilles d®sidium guajavagMyrthaceae), qui indique que non seulement les
composes phénoliques peuvent étre impliqués dansvité antioxydant, mais aussi d’autre

composeés, tels que les vitamines et les terpenoides

Une corrélation positive moyenne a été obsermée #activité scavenging de radical
DPPH et le taux en flavonoides des extraits de feudle®istacia lentiscusqui indique la
participation modérée des flavonoides dans cetiétéc
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Alors que les extraits de graines présentent one@lation négative (r =-0,72), ce qui
suggere que l'activité anti-DPPHes extraits de graines n’est pas en relatiorctdiravec sa
composition en flavonoides. L'extrait éthanolique tkuilles deDorystoechas hastata
(Lamiaceae), montre une faible corrélation entretdaeur en flavonoides et I'activité
antioxydante, indiquant une faible contribution élasonoides dans cette activité scavenging
(Karagozler eal., 2008).

Les extraits de feuilles deistacia lentiscusprésentent une corrélation positive entre
les taux en tannins et I'activité scavenging DPRH: 0,65), qui indique I'implication des
tannins dans cette activité. Par ailleurs, uneétation positive linéaire a été réveélée entre
I'activité anti-DPPH et la teneur en tannins des extraitsQteylus avellanaR* = 0,99), ce
qui suggere leur implication dans cet effet (Cdnéhal., 2008). Les graines deistacia

lentiscus montre une faible corrélation (r = -0,42).

[11.5.3. Corrélation entre la teneur en polyphénolset I'activité anti- H,0;

Une corrélation positive a été observée entrerlaueen polyphénols des extraits de
feuilles (r = 0,73) et I'activité scavenging du®3, indiquant que I'effet scavenging du®b
est proportionnel a la teneur en phénols totauxjucesuggere leur implication dans cet effet.
Des travaux meneés par Wang et ses collaborateQ€¥)Y2nt aboutit a I'établissement d’'un
ccefficient de corrélation fort{= 0,90) entre les phénols totaux et I'activité srajing du
H.O, par les extraits dArachis hypogaodleguminosae)Cependant ce n’était pas le méme
cas pour les extraits de graines qui exprimentagfficient de corrélation négatif (r = -0,55),
indiquant que les composés ayant la capacité sgangenontre le KO, ne sont probablement
pas présents au niveau de ces extraits. L'absénge dorrélation significative entre la teneur
en polyphénols et lactivité scavenging dw(d a été rapportée par Oktay et ses

collaborateurs (2003) sur les extraits de graimdsogniculum vulgaréApiaceae).

Les ccefficients de corrélation entre les taux lamohoides des extraits de feuilles
et de graines déistacia lentiscuset leurs capacités a piéger leQd sont (r= 0,73)
et (r=-0,52), respectivement. D’apres les résultthtenus concernant I'activité scavenging du
H.O, par les extraits de feuilles, il parait évident daars teneurs en flavonoides soient
proportionnelles a leurs activités ; cependant, faitde corrélation négative exprimée par les
extraits de graines peut étre expliguée par l'atsedans les extraits des composeés
responsables de l'activité antb®h.
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Le coefficient de corrélation entre les taux dasnins des extraits de feuilles de
Pistacia lentiscu®t leur activité scavenging du®h est de 0,59, suggérant probablement un
réle modeste des tannins dans cette activité. tirdedécente réalisée par Lu et Chen (2008)
sur les extraits de feuilles de thé vert a rappqueé I'effet inhibiteur du kD, exprimé par
cette plante est fortement liée aux catéchinesaigall(EGCG et ECG) contenus dans leurs
extraits. Une faible corrélation négative est obSer(r = -0,35) dans le cas des extraits de

graines.

[11.5.4. Corrélation entre la teneur en polyphénolset I'activité anti-OH-

Les résultats obtenus montrent une corrélatidndanais positive entre la teneur
en polyphénols des extraits de feuilles et leutwités scavenging du radical Ol = 0,46),
ce qui suggere gue l'activité scavenging du radiidl par les extraits de feuilles n’est pas en
relation directe avec sa composition en phénolpe@@ant une corrélation négative (r =-0,78)

est observée dans le cas des extraits de graines.

Une corrélation positive moyenne (r=0,68) a étgeolée entre les taux en flavonoides
des feuilles dePistacia lentiscuset I'activité scavenging du radical QHjui indique la
probable implication des flavonoides dans cettéviéet Une étude menée par Djeridane et
ses collaborateurs (2006) sur une variété de pamtédicinales de la flore algérienne a
montré I'existence d’une corrélation significatieatre la teneur en flavonoides et I'effet
antioxydant de ces plantes® @ 0,78). Les extraits de graines n’ont présentéurec
corrélation entre I'effet scavenging du radical ‘@t le taux en flavonoides (r = -0,79).
Su et ses collaborateurs (2008) ont obtenu un cesftide corrélation (r = -0,11) entre la
teneur en composés phénoliques et l'activité alitedaire des extraits de fruit de

Citri reticulatae

L'effet scavenging du radical Oldar les extraits de feuilles peut étre di en partsa
composition en tannins vu la bonne corrélation (0,80), puisque plusieurs études ont
rapporté le réle des tannins dans I'activité antitant. Wei et ses collaborateurs (2002) ont
montré que le Pistafolia A (gallotannin), composélé a partir de feuilles dPBistacia
winmannifolia (Anacardiaceae), exerce un effet scavenging pusanle radical OH Les
extraits de graines présentent une faible corcdlatiégative (r = -0,35) entre l'activité anti-
OH et leurs teneurs en tannins. L'étude de Abubakae® collaborateurs (2008) a rapporté
I'absence d’une corrélation entre la teneur en @oyiéinnes et I'activité antioxydante des

extraits deMangifera pajang/Anacardiaceae). 61
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[11.6. Evaluation de l'activité anti-radicalaire des fractions chromatographiques des
extraits actifs dePistacia lentiscus

[11.6.1. Activité scavenging du radical DPPH par les fractions chromatographiques des
extraits actifs dePistacia lentiscus

Les résultats de l'activité scavenging du radib&PH des différentes fractions
chromatographiques obtenues a partir des extrelifs ae feuilles et de graines &éstacia

lentiscussont illustrés dans les figures 33 et 34.
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Figure 33 :Activité scavenging du radical DPPP&r les fractions chromatographiques des extraits
actifs de feuilles dPistacia lentiscus 100 pug/ml. Tan : acide tannique, Quer : quercétine, Cat chitié.
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Figure 34: Activité scavenging du radical DPPpér les fractions chromatographiques des extraits
actifs de graines deistacialentiscusa 100 pg/ml. Tan: acide tannique, Quer : quercétine, Cat : biniéc
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Le fractionnement des extraits acétate d'éthylpyeax d’hexane et aqueux du
chloroforme de feuilles dPistacia lentiscusa permis de distinguer deux fractions actives ;
F2 et F3 responsables de l'effet scavenging dicahdPPH Par ailleurs, ces fractions ont
été éluées par un mélange de solvants (acétatg/ld@héthanol ; 50 : 50) et (méthanol-eau ;
80 :20), respectivement, ce qui suggere que legculds responsables de cette activité sont
de nature polaire. Comme le montre la figure 33eH23 issues des extraits aqueux d’hexane
et aqueux du chloroforme ont montré une grandecit#pa piéger le radical DPRHimilaire
a celles obtenues par les standards ®5). En effet la fraction F2 issue de la phase
aqueuse de I'hexane exhibe une activité anti-DRIEH3,61%. D’autre part, I'extrait agueux
d’hexane inhibe le radical DPPBVvec une capacité scavenging de 95,9%, suggénsntae
I'activité anti-DPPH de I'extrait aqueux d’hexane serait due a la présede composés
phénoliques concentrés au niveau de la fraction F2.

Les travaux menés par Topcu et ses collaborat@06) sur les feuilles deistacia
terebinthusont abouti & la purification d’'un composé (1) (hgxly hyppolaetin 3_ methyl
ether), qui exhibe une activité scavenging corgr®PPHde 25 % a 100 pg /ml, largement
inférieure a celle obtenue par I'extrait brut. Oit@upart le fractionnement de I'extrait acétate
d’éthyle deHypericum hyssopifoliuniGuttiferaceae) a permis a Cakir et ses collabarat
(2003) d'obtenir sept fractions, dont la fractidy) (nontre un effet scavenging élevé de 95%
a une concentration de 100 pg/ml.

L’activité antioxydante d’un extrait de plante pgaffectuer par différents modes. En
effet Lacopini et ses collaborateurs (2008) ont tibgue les composés phénoliques peuvent
agir en synergie ou d’'une fagon antagoniste avauatads composés présents dans I'extrait,

mais aussi d’une facon indépendante.

En ce qui concerne les graines, toutes les frectimt exhibé des activités faibles ; la
fraction F1 de l'extrait d’acétate d’éthyle et ledtion F4 de l'extrait aqueux d'acétate
d’éthyle expriment les activités scavenging lesmlevées avec des pourcentage scavenging
de 17,01 % et 18,38 %, respectivement.

[11.6.2. Activité scavenging du peroxyde dhydrogee par les fractions
chromatographiques des extraits actifs d@istacia lentiscus

Les résultats de l'activité scavenging du peroxytieydrogene des différentes
fractions obtenues a partir des extraits de feuide de graines dRistacia lentiscussont

représentés dans les figures 35 et 36. 63
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Figure 35: Activité scavenging du 3D, par les fractions chromatographiques des extaatits de feuilles
dePistacialentiscusa 100 pg/ml. A TAN: acide tannique, QUER : quercétine, A.CONdaccoumarique.
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Figure 36: Activité scavenging du D, par les fractions chromatographiques des exinatifs
de graines dPistacialentiscusa 100 pg/mlA.Tan: acide tannique, Quer : quercétine, A.COMacoumarique.

Les résultats du fractionnement obtenus par legsiexaqueux d’hexane et aqueux du

chloroforme de feuilles dRistacia lentiscugévelent que les principes actifs de ces extraits

sont concentrés au niveau des fractions F2 et Ib8e® par le mélange de solvant (acétate

d’éthyle-méthanol ; 50 :50) et (méthanol—eau ; Bl),: respectivement, suggérant leur nature

polaire.
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En effet, la fraction F3 de l'extrait aqueux dulorhforme représente l'activité
scavenging la plus élevée<(0,05) avec un pourcentage scavenging de 66,76%ea un
concentration de 100 ug /ml, proche de celle derbét aqueux du chloroforme (74,42%) a la
méme concentration. D’aprés ces résultats, ongmut déduire que I'activité scavenging du
peroxyde d’hydrogene exprimée par les antioxyddassextraits agueux d’hexane et agueux

du chloroforme de feuilles d@istacia lentiscugst due a I'effet synergique de ces fractions.

Concernant I'extrait acétate d’éthyle de grairelexception de la fraction F4, aucune
différence significative n’est observée entre Natdé scavenging kD, des fractions issus de
cet extrait, ce qui laisse présumer que les congppessponsables de cette activité ont été
réparties entre les différentes fractions, induisamsi une diminution de [Iactivité.
Par ailleurs, I'extrait acétate d’éthyle a exhilne activité scavenging significative de 55,21%
a une concentration de 100 pg /ml. Une étude émlmr Hoe et ses collaborateurs (2007)

a montré 'existence d'un effet additif des fransadu méme extrait.

[11.6.3. Activité scavenging du radical OH par les fractions chromatographiques
des extraits actifs dePistacia lentiscus

Les figures 37 et 38 montrent les résultats detiVié scavenging du radical OH

des différentes fractions obtenues a partir desiéxtde feuilles et de graines e lentiscus

O Ethanolm Agqueux d'acétate d'éthyi Aqueux d'hexan@ Aqueux du chloroform@ Standaro’s

100 -

80

60

40 -

% Scavenging OH-

F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4 CAT AAN

ASC

Fractions

Figure N° 37: Activité scavenging du radical Opar les fractions chromatographiques des exaatifs
de feuilles dePistacialentiscusa 100 pg/mICAT: catéchine, A.ASC : acide ascorbique, MANarmitol.
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Figure 38: Activité scavenging du radical Ohpar les fractions chromatographiques des extraitsfs
de graines dPistacialentiscusa 100 pg/ml.CAT: catéchine, A.ASC : acide ascorbique, MANarmitol.

D’apreés la figure 37, on remarque que toutesrksibns, a I'exception de la fraction
F1 des extraits éthanol et aqueux d’acétate d'étipiésentent une capacité de capture du
radical OH nettement supérieure a celle exprimée par legcutds de références<p,05).
Les résultats obtenus montrent également que l&@sxgdants responsables de I'effet
scavenging du radical Oldont répartis entre les fractions F2 et F3 obtemaspectivement
par les systemes d’élution : (acétate d’éthyle-mu@dh; 50 : 50) et (méthanol- eau ; 80 : 20).
La fraction F3 de I'extrait aqueux du chloroforménibe une capacité scavenging de 64,89%,
similaire a celle obtenue par I'extrait{p,05).

Les feuilles dePistacia lentiscugpourraient contenir plusieurs composeés fonctianel
a activité anti-radicalaire, de ce fait le dosags éxtraits de feuilles montre des teneurs
élevées en composés phénoliques ®5) ayant un potentiel élevé de capture des aasic
libres. Les études menées par Kosar et ses cadli@ws (2007) sur I'effet scavenging des
extraits de feuilles d®hus ciriaria (Anacardiaceae) ont montré que I'extrait de méthan
a exhibé le pourcentage d’inhibition le plus élesté le radical OH, ceci est di aux
nombreuses substances, essentiellement les tafmotide gallique et acide digalique),
extraites par ce solvant. Il a été démontré quideafolia A (gallotannin), composé isolé des

extraits de feuilles d@istacia weinmannifoliaexerce un effet scavenging puissant sur le

radical OH (Wei etal., 2002).
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Le fractionnement de I'extrait aqueux d’acétatétliyle de graines a donné seulement
trois fractions (figure 38), dont la F3 montre wapacité scavenging élevée (39,89%) contre

le radical OH supérieure a celles obtenues par les moléculesféences 0,05).

[11.7. Caractérisation des fractions actives des draits de Pistacia lentiscus

1.7.1. Activité anti-DPPH - des fractions actives des extraits dPistacia lentiscussur
CCM

L'utilisation du systéme acétate d'éthpleide formique-Acide acétique-Eau
(100: 11: 11: 26) sur les fractions issues demis de feuilles dé€istacia lentiscus a

donné les chromatogrammes suivants :

F2 F3 F2 F3 F2 F3 Q CT G RCF F2 F3 F2 F3 F2 F3 q T G RCF
EA AH A.CH EA AH ACH

(A (B)

Figure 39: Chromatogrammes des fractions actives des extiaiétate d'éthyle, aqueux d’hexane et aqueux
du chloroforme de feuilles d@istacia lentiscusvec le systeme (EA-AF-AAC-1®) :(100-11-11-26).

(A) : observation a la lumiére du jour. (B): pulvétisa avec la solution éthanolique de DPPH
(F2-F3 — EA: fractions 2 et 3 de I'extrait d’adétal’éthyle), (F2-F3 — A.H : fractions 2 et 3 dextrait
aqueux d’hexane), (F2-F3—- A.CH: fractions 2 8t de [Iextrait aqueux du chloroforme),

Q : quercétine, C : catéchine, T : acide tanni@ueacide gallique, R : rutine, CF : acide caféiqu

Les rapports frontaux des différentes fractionséétcalculés selon la relation suivante :

Distance parcourue par la substance

RF =

Distance parcourue par le front du solvant
Le tableau IV présente les rapporis froniaux aixgiour ies difiérenies fractions actives.
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Tableau IV : Caractéristiques des chrommatogrammesles fractions actives des extraits de feuilles eed
graines de Pistacia lentiscus, pulvérisée par lalsition de DPPH.

Feuilles Graines
Taches Rf Observation Pulvérisation Rf Observation Pulvérisation
(sous a la lumiére par la solution ala lumiére | par la solution
fractions) du jour de DPPH du jour de DPPH
TO 0 Grise claire Jaune claire 0 Grise claire Jalmiesc
T1 0,10 Grise claire Jaune claire 0,17 Grise claire undalaire
T2 0,72 Grise foncée Jaune foncée 0,75 Grise foncéauneXlaire
T3 0,82 Grise foncée Jaune foncée 0,92 Grise foncéeune Jdaire
T4 0,96 Grise foncée Jaune foncée / / /

La figure 39 montre clairement les différenteshesc(sous fractions) obtenues par le
systeme : EA : AF: AAc: kD (100 : 11 : 11 : 26) qui sont soumises a unegidation par
la solution de DPPHLa décoloration de cette solution (couleur wtéeen jaune indique
une activité anti-DPPHde la fraction considérée. Toutes les fractionkexception de la
fraction F3 issue de I'extrait acétate d’éthylef presenté plusieurs taches a différents Rf
(tableau V), a savoir 5 pour la fraction F2 detrait aqueux d’hexane, 4 pour la fraction F2
de I'extrait acétate d'éthyle et aqueux du chlonafe et 3 taches pour la fraction F3 de
I'extrait aqueux du chloroforme. Toutes les fracip & I'exception de la fraction F3 de
I'extrait acétate d’éthyle et aqueux d’hexane, léwvedes taches au niveau du dépot de la
méme intensité de la catéchine, qui peuvent égdaleins a haut poids moléculaire, ce qui
empéche leur migration. De plus, la présence delsesacommunes entre ces fractions
caractérisées par les mémes Rf (TO, T1, T3 et Adiyjue I'existence des mémes composeés

au niveau de ces fractions.

La quercétine (Q) et I'acide gallique (G) migrémtplus loin au voisinage de la T4,
suggérant que celle-ci présente les mémes proprptgsico-chimiques que la quercétine
et I'acide gallique, des composés identifiés pasiglurs auteurs au niveau des extraits de
feuilles dePistacia lentiscugRomani etal., 2002 ; Longo eal., 2007 ; Benhamou etl.,
2008).

D’aprés ces résultats, nous pouvons conclure’gaivité anti-DPPHobtenue par les
extraits bruts de feuilles deistacia lentiscugésulte de I'activité de plusieurs composés de
différentes fractions isolées par chromatographieeslonne de gel de silice.
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La figure ci-dessous montre les chromatogrammegrdetsons actives des extraits de graines

dePistacia lentiscus

EAFlL AEAF4 Q ¢ T <ca& CF R

EAF1 AEA F4 Q C T ocGg CFR ‘

(A) (B)
Figure 40: Chromatogrammes des fractions actives des extamttate d'éthyle, aqueux d'acétate d'éthyle
de graines deistacia lentiscuswvec le systeme (EA-AF-AAC-®) :(100-11-11-26).

(A) : observation a la lumiére du jour. (B): pulvétisa avec la solution éthanolique de DPPH
(EA-F1: l'extrait d'acétate d'éthyle et la framti 1), (AEA-F4: I'extrait aqueux d'acétate d'éldy
et la fraction 4), Q : quercétine, C : catéchie, acide tannique, CO : acide coumarique, G deci
gallique, CF : acide caféique, R : rutine.

D’aprés la figure 40, la fraction F4 montre desh&s TO et T1 de méme Rf que
I'extrait aqueux d’acétate d'éthyle duquel est éssette fraction qumanifeste une légére
activité anti-DPPH illustrée par la faible décoloration. Une faibli&coloration a été
également observée au niveau de I'extrait d'acéladthyle et pratiguement nulle pour la
fraction F1 issue de cet extrait. Par ailleurs, tlessts spectrophotométriques montrent des
pourcentages scavenging élevés de I'extrait d’éeéf@thyle et aqueux d’acétate d’éthyle par
rapport aux fractions séparées de celui-ci, enbexti des pourcentages scavenging de
50,03% et 51,09%, respectivement, tandis que lastibns F1 et F4 montrent des
pourcentages scavenging de 17,01% et 18,38%, tespruent. Cet effet peut étre expliqué
par la richesse de ces extraits en composés \ariéss du fractionnement chacun exerce son
effet a part, ce qui explique les pourcentagesigliés a celui des extraits. La présence de
fractions n’ayant pas migré (TO et T1) au niveadad&action F4 issue de I'extrait aqueux
d’'acétate d'éthyle, peut s’expliquer par la comjitexdes structures des composés
phénoliques contenus dans ces fractions, qui péweeretrouver sous forme oligomériques

ou polymériques avec des poids moléculaires élevés. 60
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En effet, la présence des tannins hydrolysadlesiveau des extraits de graines de
Pistacia lentiscus été confirmée par des travaux menés par Abdelivahses collaborateurs
(2007), qui ont isolé l'acide tannique (pentagailogose) et I'acide gallique. D’autre part,
une étude récente réalisée par Bhouri et ses oofltdurs (2009) a abouti a I'isolement de
I'acide digallique a partir des extraits de graimkesPistacia lentiscusL’activité faible ou
méme nulle de la fraction F1 de I'extrait acétatethyle peut étre due a la structure des
polyphénols, contenus dans ces fractions ou a aneeatration insuffisante de polyphénols,
pour exercer un effets scavenging contre le rad&dPH .

D’aprés ces résultats, l'activité anti-DPPExercée par les extraits deistacia
lentiscus résulte de la réaction simultanée de différentdsstances contenues dans ces
extraits. Par ailleurs, l'additivité et la synergie I'activité anti-DPPH des composés

phénoliques ont été rapporté par Heo et ses colitdos (2007).

[11.7.2. Caractérisation des fractions actives desextraits de Pistacia lentiscuspar la
vanilline sulfurique

La révélation par la vanilline sulfurique des ahaiogrammes des fractions actives
issues des extraits aqueux d’éthyle acétate, agddexane et aqueux du chloroforme de
feuilles dePistacia lentiscusfait apparaitre différentes taches d’intensitedetcoloration
variées comme le montre la figure 41 ; les rappibotstaux des constituants séparés ont été
calculés et resumés dans le tableau V.

Tableau V : Caractéristiques des chrommatogrammesaeas fractions actives des extraits de feuilles et de
graines de Pistacia lentiscus, révélées par la vlime sulfurique.

Extraits de feuilles

Fractions des extraits Fractions des extraits Extraits de graines
organiques aqueux
Rf couleurs Rf couleurs Rf couleurs

TO 0 Rouge clair 0 Rouge foncé 0 Rouge clair
T1 0,14 Rouge clair 0,17 Rouge fonceé 0,25 Rouge clair
T2 0,42 Violet 0,45 Violet clair 0,97 Gris

T3 0,50 Jaune orange 0,57 Violet/ jaune / /

T4 0,65 Jaune orange 0,67 Jaune/Violet / /

T5 0,75 Gris/ violet clair 0,71 Jaune orange / /

T6 0,96 Gris 0,85 Jaune orange / /

T7 / / 0,96 Jaune clair / /
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Figure 41 : Chromatogrammes des fractions actives des extigiieux de feuilles dRistacia lentiscusavec
le systéme (EA-AF-AAC-BD): (100-11-11-26).

(A): observation a la lumiére du jour. (B)évélation avec la vaniline sulfurique.
(F2 — AEA : fractions 2 de l'extrait aqueux d'aami&t d’éthyle), (F2 -F3 —AH: fractions 2 et 3 dextrait
aqueux dhexane), (F2 -FRAEH: fractions 2 et 3 de [Ilextrait aqueux du chimrone),
Q : quercétine, C: catéchine, T : acide tanniq@; acide gallique, R : rutine, CF : acide cgifiéi.

Plusieurs taches de coloration et de Rf variéesttinbbservées, aussi bien pour les
fractions actives de l'extrait aqueux d’'acétatetld/te, aqueux d’hexane et aqueux du
chloroforme de feuilles dPistacia lentiscus néanmoins, des composées non élués par le

systéeme considéré comme TO ont été également @sserv

La vanilline sulfurique a révélé sur cette placgept taches de couleurs et de Rf
différents pour la fraction F2 de I'extrait aquediacétate d’éthyle, six taches pour la fraction
F2 de I'extrait agueux d’hexane et cinq taches pesifractions F2 et F3 de I'extrait aqueux
du chloroforme, tandis que la fraction F3 de l'aitraqueux d’hexane montre seulement
deux taches (tableau N°V). Ceci est probablement dinydrolyse acide des composés
polymeériques de TO et libérés de ce fait sous fodme&omposés moins complexes a savoir
oligomériques ou monomériques (Andriambelosoralet 1998). La tadche T5 de couleur
jaune observée a la lumiére du jour est concerdedes toutes les fractions testées, elle
présente les mémes couleurs et Rf que la quercétinele gallique et I'acide caféique. Ceci
pourrait supposer que la tdche T5 correspond &noéécules ou I'un de leur dérivés, vu que
ces substances ont été rapportées dans différgtitste de feuilles déPistacia lentiscus

(Romani etal., 2002 ; Longo eal., 2007 ; Benhamou at., 2008).
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De plus, toutes les fractions, a I'exception defriction F3 de I'extrait aqueux
d’hexane, révelent des taches au niveau du dépiat méme couleur que la catéchine et qui
peuvent étre des tannins condensés a haut poideécutmte (Mueller-Harve, 2001).
L’absence de cette tache dans la fraction F3 lassgposer que I'hydrolyse a permis la

migration des monomeres résultants.

Les chromatogrammes des fractions actives desiextte I'éthanol et de I'acétate
d’éthyle de feuilles dé®istacia lentiscusomportent une série de taches qui sont présentés
dans la figure ci-apres :

T6

T5

T4
T3

T2

T1

TO

TG R CF

F3 F2 F3 Q C T G R CF
ETH EA

(A) (B)

Figure 42: Chromatogrammes des fractions actives des exwajaniques de feuilles deistacia lentiscus
avec le systéme (EA-AF-AAC-D) :(100-11-11-26).

(A): observation a la lumiére du jour. (B)évélation avec la vaniline sulfurique.
(F3 — ETH : fractions 3 de I'extrait éthanoliqud};2 -F3 — EA: fractions 2 et 3 de I'extrait d'te& d’'éthyle).
Q : quercétine, C : catéchine, T : acide tanniq@e,acide gallique, R : rutine, CF : acide caféiqu

La révélation par la vanilline sulfurique des ahaiogrammes des fractions issues des
extraits éthanolique et acétate d’éthyle de feziidepermis de mettre en évidences d’autres
composés qui ne sont pas visibles a la lumiereodu [Ces chromatogrammes montrent la
diversité et la richesse de la fraction F2 issud’'a@drait d'acétate d’éthyle qui révéle six
taches de couleurs et de Rf différents.
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D’autre part, la fraction F3 de l'extrait éthample montre cing taches, tandis que
deux taches seulement ont été observées au niveda flaction F3 de I'extrait acétate
d’éthyle.

La présence des taches communes (TO, T2, T4)eerfe ces fractions indique la
présence des composés similaires. Mueller-Harv@1(2@ démontré que la présence des
taches de couleur rouge sur CCM au niveau du pdéntdépbt (sans migration) avec
I'utilisation de la vanilline comme révélateur, igde la présence des oligoméres de tannins
condenseés, ce qui est en accord avec notre étudkssodeux fractions F3 et F2, issues
respectivement des extraits éthanolique et acdtathyle, ont exhibé des taches rouges au
niveau du dépdt, ce qui nous conduit a la mémelgsion. Ainsi la quercétine présente le

méme Rf que la tache T6 qui caractérise les traigibns testées.

Par ailleurs la présence des taches de differamaieurs indique la richesse de ces
fractions en différents composés ; de ce fait,riss@nce des flavonoides est révélée par la
couleur jaune (T4), alors que la couleur viol€ftd) correspond a des terpénes (Jorhlet
2004).

Le nombre élevé de taches et leurs colorationgemrrévélées par la vanilline
sulfuriqgue n’est qu’une confirmation de la riches$da diversité des composés phénoliques
contenus dans les extraits de feuillesRigtacia lentiscusEn effet, plusieurs auteurs ont
rapporté la diversité des composés contenus dapisriéePistacia lentiscusappartenant a
différents classes de composés phénoliques (Roetaal., 2002 ; Longo etl., 2007 ;
Benhamou edl., 2008).

Les chromatogrammes des fractions actives deaiesxtte graines sont illustrés dans

la figure suivante :
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T2

Tl

TO

F1 F3 F4 Q CG T CF R F1 F3 F4 Q CG
EA AEA EA AEA

Figure 43: Chromatogrammes des fractions actives des extamtstate d'éthyle, aqueux d'acétate d'éthyle
de graines dPistacia lentiscusavec le systeme (EA-AF-AAC-) :(100-11-11-26).

(A): observation a la lumiere du jour. (B) : réw@a avec la vanilline sulfurique (EA-F1): la &taons 1
de l'extrait d’acétate d'éthyle), (AEA-F3-F4: |dmction 3 et 4 de l'extrait aqueux d’'acétate lide),
Q : querceétine, C: catéchine, G : acide galliqueacide tannique CF : acide caféique, R : rutine

Les chromatogrammes de la figure 43 nous ont pedmidistinguer deux taches au

niveau de la fraction F4 de I'extrait aqueux d'ateétd’éthyle ; cependant, une seule tache a

été observée au niveau des fractions F1 et F3 xtesite organique et aqueux d'acétate
d’'éthyle, respectivement.

Les deux premieres taches (TO et T1) de laifradi4 et la tache T1 de la fraction F3
de l'extrait aqueux d'acétate d’éthyle présenteme¢ gouleur rouge claire aprés traitement
avec la vanilline sulfurigue. Ces composés sépasis/ent correspondre aux COMPOSES
polymériqgues qui ont migré suivant leur poids molétes. La révélation des
chromatogrammes des fractions actives des exttaigraines avec la vanilline sulfurique a
permis de mettre en évidence d’autres fractionsuigibles a la lumiére du jour. Par ailleurs,
la T2 de la fraction F1 de I'extrait acétate d’éehgnontre le méme Rf que l'acide caféique,

ce qui suggeére la présence de ce composé au rdeezite fraction.
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Pistacia lentiscus été choisie en raison de son utilisation en kigddraditionnelle

dans le sud de la méditerranée (Nord africaingmatent en kabylie.

L’extraction des composés phénoliquesPiacia lentiscusa été réalisée selon un
protocole sélectif, basé sur l'utilisation des swits de différentes polarités qui nous ont

permis d’obtenir les différents extraits qui onbsulifférents tests anti-radicalaires.

L’évaluation quantitative des phénols testades flavonoides et des tannins indique la
richesse des extraits de feuilles en ces molégudesrapport a ceux des graines. Cette

différence peut étre expliqué par la différenceestds parties végétales utilisées.

La mesure du pouvoir réducteur a montré kps extraits de feuilles possedent une
capacité réductrice tres élevée; I'extrait aquawxtidoroforme exhibe une capacité réductrice
similaire & celle de l'acide tannique. Les extraits graines, quant a eux, ont exhibé un

pouvoir réducteur faible.

Les tests de l'activité anti-radicalairemtrent que les extraits de feuilles ont un pouvoir
scavenging important a 100 pg/ml contre le radRRBIPH, le HO, et le radical OH.
Le meilleur effet scavenging du radical DPRHté obtenu par les extraits d’acétate d’éthyle,
aqueux d’hexane et aqueux du chloroforme en exptirdas 1G, de 5,20ug/ml, 4,09ug/mi
et 3.84ug/ml, respectivement, alors que la catéctmantre une 16 de 5,59 pg/ml. L'extrait
d’acétate d’éthyle de graines exprime ung, & 108,88 pg/ml, ce qui suggéere un faible effet
scavenging des extraits de graines contre le radieRH .

Les extraits de feuilles ont également tréomin effet inhibiteur contre le peroxyde
d’hydrogéne, notamment les extraits agueux d’hexanaqueux du chloroforme ayant des
ICs0 similaires a celle montré par I'acide coumariguecales valeurs de 51,82 pg/ml, 56,72
png/ml et 51,7 pug/ml, respectivement. L'extrait dete d’éthyle de graines montre ungolC

de 91,8 pg/ml contre le ..

En ce qui concerne lactivité anti-QHes extraits de feuilles ont montré des
pourcentages d’inhibition important a 100ug/ml, amnent les extraits aqueux tels que
I'extrait aqueux d’acétate d’éthyle qui exhibe leilleur effet scavenger contre le Qldvec
une IGp de 20,64 pg/ml.
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Le fractionnement des extraits actifs de fesillde Pistacia lentiscus par
chromatographie sur colonne de gel de silice nguariais d’obtenir quatre fractions, dont la
F2 et la F3 ayant montré un pouvoir anti-radical@nportant contre le DPPHe H,0O, et le
radical OH, par ailleurs ces fractions ont été éluées par utangé de solvants (acétate
d’éthyle-méthanol ; 50:50) et (méthanol-eau ; 8R0:2@spectivement. Un test qualitatif
préliminaire de l'activité antiradicalaire en w#int le radical DPPHa été réalisée pour
évaluer le pouvoir scavenger des différentes foastiobtenues sur CCM. Les fractions
actives des feuilles ont exprimé cette activité ypae décoloration de la solution du DPPH
contrairement aux graines qui manifestent une &getivité anti-DPPHIlustrée par la faible

décoloration.

L'utilisation de la CCM nous a permis dsualiser plusieurs taches de couleurs et de Rf
difféerents dans chaque fraction par une pulvéogatavec la vanilline sulfurique. La
comparaison des Rf et des couleurs des différe¢attes avec les standards utilisés comme
références nous a permis de déceler la présenbalpeode I'acide gallique, I'acide caféique,
la quercétine ainsi que les tannins catéchiquesieau des fractions actives issues des
extraits de feuilles. L’analyse chromatographiqes ttactions actives issues des extraits de
graines a la lumiere du jour et avec la vanillindwsique a révélé la préesence modérée des
tannins catéchique au niveau de ces fractions.ré&estats ont été consolidés par le dosage
des phénols totaux au niveau des extraits brutguicdémontre la diversité et la richesse des
fractions actives obtenus a partir des extraitfedédles en composés phénoliques par rapport
a ceux des graines.

Il serait intéressant d’exploiter ces fractioms wgilisant d’autre tests anti-oxydant:
0,., NO... De plus, d'autres tests biologiques a savaictivité anti-inflammatoire, anti-
diabétigues...etc seront d'un apport complémentaistain quant a la validation

expérimentale dPistacia lentiscugomme plante médicinale.
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Annexe 1: Structure chimique de quelques flavonoides.
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Annexe 2 . Courbes d’étalonnages utilisés pour la détermonadies taux de phénols totaux,

flavonoides et tannins dans les extraitPdtacia lentiscus
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1. Courbe d’étalonnage réalisée avec la catéchinelpalosage des phénols totaux.
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2. Courbe d’étalonnage réalisée avec la rutine podo$age des flavonoides
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3. Courbe d’étalonnage réalisée avec I'acide tannppue le dosage des tannins



Annexes

Annexe 3 . Courbes de corrélation

Corrélation entre la teneur en polyphénols et le povoir réducteur :
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Corrélation entre la teneur en polyphénols et I'aavité anti-DPPH: :
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Corrélation entre la teneur en polyphénols et I'aavité anti-H ,O..
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Corrélation entre la teneur en polyphénols et I'adtité anti—-OH " :

Activité scavenging OH
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Résumeé

L'évaluation de I'activité anti-radicalaire des mits et des fractions chromatographique®itacia
lentiscus une plante locale utilisée dans le traitementdifi€rentes maladies (ulcéres d’estomac,
brhlures, ...etc) a été entreprise. Les résultadgiuent que les extraits de feuilles ont un pouvoi
réducteur élevé et une capacité scavenging imgertontre le radical DPPHe H,O, et le radical
OH. Le meilleur effet contre le DPPId été obtenu par I'extrait aqueux du chloroformecawne 1G,

de 3,84ug/ml, alors que I'extrait aqueux d’hexarentre une 1G, de 51,82ug/ml contre le B, et
I'extrait agueux d'acétate d’'éthyle exprime ungy220,64ug/ml contre le OH

Le fractionnement des extraits actifs de feuille®btacia. lentiscupar chromatographie sur colonne
de gel de silice a révélé la présence de quatcédrs dont deux (F2 et F3) ayant montré un pouvoir
anti-radicalaire important contre le DPPH OH et le HO,. L'analyse des couleurs et des Rf des
taches obtenues par CCM indique que la F3 de #@xéthanolique et la F2 de I'extrait d’acétate
d’éthyle présentent les mémes caractéristiquedaggaercétine, tandis que la F2 des extraits aqueux
d’hexane et aqueux du chloroforme montre des tadeesouleur rouge similaire a celles de la
catéchine.

Mots clés : Pistacia lentiscuscomposés phénoliques, pouvoir réducteur, act&ité- radicalaire,
fractions.

Abstract

The evaluation of antiradical activity of extracad their chromatographic fractions Bfstacia
lentiscus a local plant used in the treatment of variousedses (stomach ulcers, burns, etc ...) has
been carried out. The results indicate that ledfaets possess a high reducing capacity and an
important scavenging activity against the DPRidlical, HO, and OH radical. The highest activity
against the DPPHwvas obtained by the aqueous extract of chlorofaith an IG, of 3.84 pg/ml,
while the aqueous extract of hexane showed andC51.82 pg/ml against @, and the aqueous
extract of ethyl acetate expressed ag t€ 20.64 pg/ml against the QH

The fractionation of active extracts of leavesRiftacia. lentiscusy column chromatography on
silica gel revealed the presence of four fractiamong which two (F2 and F3) showing an important
antiradical activity against DPRHDH and HO,. Analysis of colour and Rf of spots obtained binth
layer chromatography (TLC) indicates that F3 of ¢tleanol extract and F2 of ethyl acetate extract
present the same characteristics as quercetin WRilef aqueous extracts of hexane and aqueous
chloroform shows a red colour, similar to that afechin.

Keywords: Pistacia lentiscusphenolic compounds, reducing power, anti-radaalvity, fractions.
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