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ATP: Adénosyl-triphosphate

ARN Acide ribo-nucléique

BH4 Tétrahydrobioptérine

BSA Bovine sérum abumine
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CCM Chromatographie sur couche mince
DMPD N,N dimethyl -p- phenylenendianin
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ERO Espéeces réactives de |’ oxygene

FAD Flavine adénine dinucléotide oxydé
FADH2 Flavine adénine dinucléotide réduit
TPTZ 2,4, 3-tripyridyltriazine

FMN Flavine monoadénine Nucléotide

FRAP Ferric reducing antioxidant power

GMPc Guanosine monophosphate 3,5 cyclique
GPx Glutathion peroxydase

GR Glutathion réductase

GSH Glutathion réduit

GSSG Glutathion oxydé

H.0, Peroxyde d'hydrogene

HPLC High performance liquid chromatography
MDA Malonaldialdéhyde

NADH Nicotinamide Adenine dinucleotide
NADPH: Nicotinamide Adenine dinucleotide phosphate
NBT Nitrobleu tétrazolium

NFkB Nuclear factor-kB

NO Monoxyde d’ azote

ONOOCH Nitroperoxyde
NOS Oxyde nitrique synthase



NOS;, nNOS NOS neuronales
NOS,, INOS NOS inductible
NOS;, eNOS NOS endothéliales

o, Oxygeéne singul et

O, Anion superoxide

‘OH Radical hydroxyle

OMS Organisation mondiale de la santé
PMS Phenazine Methosulfate

Re: Rapport frontal

RMN Résonance Magnétique Nucléaire
SDS Sodium dodecy! sulfate

sGC Guanylate cycase

SOD Superoxyde dismutase

SNP Sodium nitroprusside

TEA Triethanolamine

TEAC Trolox equivalent antioxydant capacity
TNFa Facteur de nécrose des tumeurs o

XOR Xanthine oxydoréductase
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Des son apparition, I"'Homo sapiens s est intéressé aux plantes qui I’ entourent, il en a
fait sa nourriture, tiré des éléments de construction, d’habillement, de décoration et il en a
utilisé pour prévenir ou soigner diverses maladies.

Bien que leur emploi a souvent été en relation avec des pratiques magiques basées
essentiellement sur des croyances, la phytothérapie, qui propose des remedes naturels, a
connu un essor important ces dernieres annéees a travers le monde, car non seulement les
composes synthétisés par la plante sont infiniment plus variés que ceux retrouvés dans les
meédicaments qui présentent plusieurs effets secondaires, mais sont aussi mieux tolérés par

notre organisme.

L'oxygene que nous respirons, indispensable a la vie, est le grand pourvoyeur des
radicaux libres tels que I’ anion superoxyde (O”), le radica hydroxyle (OH) et le monoxyde
d azote (‘NO) dont I'excés en cas de déficience en antioxydants favoriserait le stress oxydatif
qui, directement ou indirectement, va entrainer des dommages oxydatifs des molécules
biologiques a savoir, les proténes, les lipides, les glucides et I’ ADN induisant, par conséquent
I'émergence de différentes pathologies telles que les maadies cardiovasculaires,
neurodégénératives, le cancer, le diabete, le vieillissement...... etc (Massion et al., 2002,
Favier, 2003; Koechlin-Ramonatxo, 2006). Afin de limiter les effets déléteres de ces especes
réactives, diverses stratégies antioxydants ont été mises en évidence, pour renforcer le
systeme antioxydant, incluant les molécules antioxydants des plantes médicinaes
principalement les huiles essentielles, les acaloides et les composés phénoliques (Heim et al.,
2002; Rietjens et al., 2002; Cillard et Cillard, 2006).

Ainsi les plantes médicinales sont considérées comme une source majeure inépuisable
des substances aux propriétés thérapeutiques. Elles ont montré a travers plusieurs éudes
diverses activités biologiques importantes pour I’organisme. Ces avantages offerts par ces
composés, ne cessent d'attirer I'intérét de plusieurs projets de recherche pour découvrir

encore d autres principes, notamment a partir des plantes endémiques peu ou pas étudiées.

L’ Algérie, bénéficie d un climat favorable, tres diversifié avec une hétérogenéité des
conditions écologiques qui ont permis le développement d’ une flore tres riche et hautement
variée; ang, €elle est I'habitat d’un grand nombre d espéces de plantes aromatiques et
médicinales, ou beaucoup d entres elles se sont avérées utiles dans la médecine traditionnelle

pour la prophylaxie et |e traitement des maladies.
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Plus de 3000 especes appartenant a plusieurs familles botaniques dont 15%
endémiques restent tres peu explorée sur le plan phytochimique comme sur le plan
pharmacol ogigue.

C’est pourgquoi, hous nous sommes intéressé dans notre travail a l’ étude d’ une plante
a usage tres fréquent par les populations rurales qui pousse a |’ état spontané dans larégion de
Begaia, appelée Pistacia lentiscus (Amadhagh). Cette plante est largement utilisée par la
population locale dans le traitement de plusieurs pathologies y compris le traitement de
I’eczéma, lesinfections de la gorge, les douleurs d’ estomac, les diarrhées et les cal culs rénaux
ainsi que certaines pathologies d'origine inflammatoire (Kordali et al., 2003; Ljubuncic et al.,
2005 ; Longo et al., 2007; Cortinaet al., 2008; Amhamdi et al., 2009).

L’ objectif de ce travail consiste en premier lieu a I’ évaluation du pouvoir réducteur,
I’effet scavenger contre les radicaux libres (ABTS™, anion superoxyde et le monoxyde
d’ azote) des extraits des feuilles et des graines de Pistacia lentiscus en paralléle avec
I’ estimation de leurs contenus en phénols totaux, flavonoides et en tannins par des dosages
colorimétriques. Par la suite les fractions issues de la chromatographie sur colonne des
extraits actifs des feuilles et des graines de cette plante ont été testées pour leur pouvoir
antioxydant par ces mémes tests. En fin, les fractions actives ont été séparées par la
chromatographie sur couche mince (CCM) afin de mieux caractériser la composition de ces

derniéres.
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|.1. Généralités sur les plantes médicinales

Au fil des siecles, apprenant a distinguer le comestible du mortel, a se servir des
substances toxiques, a reconnaitre les vertus curatives cachées dans leur environnement
naturel, nos ancétres nous ont légué une longue chaine de savoirs traditionnels dont
I’ensemble constitue la médicine traditionnelle actuelle, y compris la médecine chinoise,
I'Ayurveda indien, la médecine arabe et les diverses formes de médecine indigene (OMS,
2003; Eddouks et al., 2007; De Vos, 2010).

L’ expression «médecine traditionnelle» se rapporte aux pratiques, méthodes, savoirs et
croyances en matiere de santé qui impliquent I’ usage a des fins médicales, de plantes entiéres
ou parties de plantes (feuilles, fleurs, racines, fruits....) séparément ou en association, pour
soigner, diagnostiquer et prévenir des maladies (OMS, 2003; Fintelmann et Weiss, 2004 ;
Eddouks et al., 2007; De Vos, 2010).

I. 1.1. Utilisation des plantes médicinales a traverslestemps et les continents

Les plantes médicinaes font partie de I’ histoire de tous les continents a travers les
siecles, dont les traces de leur utilisation sont souvent révélées. Les premieres pratiques de la
meédecine a base des plantes remontent, en effet, a I’époque grecque, habituellement a
Hippocrate (300ans av.J.-C.), a Dioscoride (1% siécle apr.J.-C.), ou a Galien (11°™ siécle de
notre ére). Depuis, le savoir concernant les plantes s est organisé, documente et a été transmis
de génération en génération, par |’ oralité ou par les écrits dans différents groupes ethniques,
pour donner naissance a différents types de médecines traditionnelles, telles que la médecine
traditionnelle chinoise, indienne, africaine et américaine (Baba-Aissa, 1999; Quetin-Leclercq,
2002).

En Algérie comme au Maroc, carrefour culturel et transition naturelle entre I’ Afrique
noire au sud et I’Europe au nord et le Moyen-Orient, la phytothérapie constitue une partie
intégrante de la culture locale, la population est dépositaire depuis de longues dates d’'un
savoir endogene gu’ elle a acquis de fagon empirique a travers les générations (Eddouks et al.,
2007).

Certains de ces usages anciens sont aujourd'hui vérifiés par des études scientifiques et
ont conduit a l'isolement de nouveaux principes actifs et/ou a la mise sur le marché de
médicaments a base de plantes ou d'extraits standardisés. De la plante entiére ou partie de
plante utilisée au départ, on a ensuite utilisé des extraits totaux (obtenus par décoction,
maceération, infusion ou percolation avec différents solvants) liquides ou secs pour faciliter la
prise et standardiser |es traitements (Quetin-Leclercq, 2002; De Vos, 2010).



Synthese bibliographique Généralités sur les plantes médicinales

I. 1. 2. La place dela médecine traditionnelle dans les sociétés contempor aines

|.1.2.1. Dansle monde

A I'heure actudle, la majeure partie de la population mondiale dépend encore
de la médecine traditionnelle et donc de I'utilisation de plantes et des extraits végétaux
(Kasparek et a-Janabi, 2008; De V os, 2010).

Selon I’OMS « mars 2003 », le recours & la médecine traditionnelle a connu un regain
d attention et d'intérét dans le monde. En Chine, 40 % environ de |’ensemble des soins de
sante relevent de la médecine traditionnelle. Au Chili et en Colombie, 71 % et 40 % de la
population, respectivement, ont recours a la médecine traditionnelle et, en Inde, 65 % de la
population rurale utilisent les plantes médicinales au niveau des soins de santé primaires.
Dans les pays développés, la médecine traditionnelle connait un succes croissant. Ainsi, le
pourcentage de la population ayant eu recours a ces medecines au moins une fois est de 48 %
en Australie, 31% en Belgique, 70% au Canada, 49% en France et 42% aux Etats-Unis
d’ Amérigue (OMS, 2003; De Vos, 2010).

l.1.2.2. En Afrique

Dans plusieurs pays africains, on assiste a la création et a la production de spécialités
simples a partir de certaines plantes utilisées traditionnellement et susceptibles de remplacer
dans certains cas des médicaments importés.

Au Mali, sept médicaments traditionnels améliorés ont obtenus une autorisation de
mise sur le marché et sont inscrits dans le formulaire national des médicaments. 1ls sont
proposés a la vente dans les officines pharmaceutiques du Mali et au niveau des centres de
santé communautaires [un antipaludique, Malarial-5, association de 3 plantes Lippia
chevalieri (32%), Cassia occidentalis (62%) et Spilanthes oleracea (6%0)].

En Guinée, un sirop antitussif a base de feuilles de Dissotis rotundifolia, le sirop

de Dissotis aété misau point par un pharmacien et commercialisé.

Au Cameroun, un sirop préparé a partir des racines de Pentadiplandra brazzeana, le

sirop Gamma agit efficacement dans les crises hémorroidaires.

Au Nigeria un extrait lyophilisé a partir des graines de Piper guineense, des tiges
de Pterocarpus osun, de fruits d’ Eugenia caryophyllum et de feuilles de Sorghum bicolor
a éé commerciaisé sous le nom de Niprisan pour diminuer |’ apparition de crises dies a
la drépanocytose (Pousset, 2006).
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A cet effet, une enquéte ethnobotanique, révele que malgré les progrés fulgurants de
la médecine moderne, beaucoup de personnes, privilégient pour déverses raisons toujours la
meédecine traditionnelle pour soulager leurs maux. Aing, I’ investigation menée dans les
wilayas de Tébessa, Guelma, Souk Ahras, El Tarf, Skikda et Annaba, révele que 25,58% des
habitants utilisent, de préférence, des plantes médicinales pour traiter leurs désordres
gastriques, 25,96 % d entre eux pour soulager leurs problémes respiratoires, 12,93% pour
traiter les maladies urologiques, 11,20% en appellent aux vertus thérapeutiques des plantes
usitées, le plus souvent, sous forme de cataplasmes contre les atteintes dermatol ogiques, 4% y
ont recours pour combattre les maladies neurologiques, 2,5% vont chez |’ herboriste dans
I’espoir de soulager leurs problémes cardiologiques, et seulement 1,72% des accros aux
plantes médicinales font appel aux teintures, sirops et distillations. Ajoutés aux conclusions
des autres investigations, faites dans d autres régions de |I'Algérie, les résultats obtenus,
confortent une fois de plus la these, selon laquelle les traditions et les croyances séculaires
continuent d’influer sur les décisions de citoyens convaincus gue ces pratiques transmises, de
génération en génération, représentent toujours la meilleure des médications (EI Watan,
2008).

I.1.3. Intérétsd’utilisation des plantes médicinales

Les plantes constituent un immense réservoir de structures nouvelles et originales. Or
seuls environ 10% des 400 a 500.000 especes végétales que compte notre planete ont fait
I'objet dinvestigations scientifiques plus ou moins pousseées. Gageons que les 90% restants
réservent encore de nombreuses découvertes tres intéressantes. On considére qu'environ 50 a
60% de notre arsenal thérapeutique moderne est constitué de molécules naturelles ou dérivées
de molécules naturelles (Quetin-Leclercq, 2002).

Aujourdhui, lamode du « naturel » et des « médecines douces » a donné un souffle
nouveau atrois secteurs distincts : la médecine allopathique, I'industrie pharmaceutique et la
cosmétique. Par ailleurs, ces plantes sont de plus en plus utilisées dans les industries
alimentaires.

l. 1. 3. 1. Avantages de la phytothérapie

Malgré les énormes progres réalises par la médecine moderne, la phytothérapie
connait de nos jours un renouveau exceptionnel et offre de multiples avantages. I’ Homme a
€U recours aux plantes pour se soigner, qu'il sagisse de maladies bénignes, rhume ou toux, ou
maladies chroniques, telles que I'asthme, I'arthrite, la tuberculose ou la malaria mais aussi

dans le traitement du cancer et I'HIV.
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Aujourd'hui, il est difficile dimaginer le monde sans la quinine, qui est employée
contre la malaria, sans la digoxine, qui soigne le cceur, ou encore |'éphédrine, que I'on
retrouve dans de nombreuses prescriptions contre les rhumes. (Chevallier, 1997; De Vos
2010) .

De plus, les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs,
une estimation de 10 a 20% des hospitalisations sont dues aux effets secondaires des
meédicaments chimiques ¢’ est pourquoi ils se tournent vers des soins moins agressifs pour
I'organisme, car |'efficacité des médicaments tel's que les antibiotiques décroit. Les bactéries et
les virus se sont peu a peu adaptés aux medicaments et leur résistent de plus en plus (
Chevallier, 1997).

En général, le corps humain est bien mieux adapté a un traitement a base de plantes
gua une thérapeutique exclusvement chimique. Cette meilleure tolérance par notre
organisme peut étre illustrée par le fait que la chlorophylle, I'essence verte des végétaux, et
I'némoglobine, de nos propres globules rouges, ont une structure moléculaire presgue
identique, le magnésium éant au noyau de la chlorophylle et le fer est au cceur de
I'hémoglobine ( Y ves Requena et Dan Kenner, 1996; Chevallier, 1997).

l.1. 3.2 Lesrisquesd’utilisation des plantes

Cette médecine dite douce n’est pas sans risque car s les plantes sont faciles a utiliser,
certaines d'entre elles provoquent également des effets secondaires. Comme tous les
médicaments, les plantes médicinales doivent étre employées avec précaution. L'action de la
phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des plantes en principes actifs et bien
évidemment leurs doses. Mal dosée, Ephedm sinica (I'éphédra) est tres toxique et Symphytum
officinale (la consoude), qui peut avoir des effets fatals dans certaines circonstances. Ces
exemples démontrent que I'expérience du praticien combinée a celle du patient est souvent le
guide le plus sr pour connaitre |'effet thérapeutique des plantes (Chevallier, 1997; Iserin et
al., 2001).
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|. 2. Généralités sur Pistacia lentiscus

L’ Algérie bénéficie d’un climat trés diversifié avec une hétérogénéité des conditions
écologiques qui ont permis le développement d une flore trés riche et hautement variée. La
flore agérienne comporte environ 3164 especes de plantes vasculaire dont 7,9% sont
endémiques appartenant a la quasi-totalité des familles botaniques. L’ une de ces especes a
usage tres fréquent par les populations rurales en Algérie est Pistacia lentiscus (Krishnaiah et
al., 2010).

Le genre Pistacia L. appartient & une famille assez nombreuse qui comporte 875
espéces distribuées dans 70 genres, il s agit de la famille des Anacardiacées (Alvarez et al.,
2008). Ce genre apparu il yaplus de 80 millions d’ années au centre d’ Asie est I’ un des genres
le plus important dans le regne végétal de point de vue horticulture, économique et
commercial (Ahmadi Afzadi et al., 2007; Al Saghir et al., 2010). Les principaux centres de
diversité se situeraient maintenant d'une part dans les régions méditerranéennes du sud
del’ Europe, le nord de I’ Afrique et e moyen orient et d’ une autre part entre I’est et |e centre
d’Asie. |l contient neuf especes et cing sous-especes, et deux groupes monophylétiques
découlent d’une étude menée par Al Saghir en se basant sur la morphologie de ce genre. Le
premier groupe (section Pistacia) contient P. atlantica, P .chinensis, P . eurycarpa, P. falca,
P. integerrime, P. khinjuk, P. mutica, P. palaestina, P. terebinthus et P . vera, tandis que
['autre groupe (section Lentiscella) contient P. aethiopica, P. lentiscu, P . mexicana, P.texana
et P. weinmanifolia (Al Saghir et al., 2010).

l. 2. 1. Historique

Le nom Pistacia lentiscus donné a cette plante lui vient des mots latin car Pistacia et
le nom grec " pistakia” constituent une altération du mot "foustak”, nom arab de I’ espece
principale, et Lentiscus, vient du mot latin "lentiscus”, nom de 1’arbre au mastic (Garnier et

al., 1961).
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l. 2. 2. Systématique

La systématique du lentisque est décrite ci-dessous:

Regne: Plantae, (végétal)
Sous-régne : Tracheobionta
Embranchement : Spermaphyte
Sous-embranchement : Angiosperme
Division : Magnoliophyta.
Classe: Magnoliopsida
Sous-classe: Rosidae

Ordre: Sapindales.
Famille: Anacardiaceae.
Genre: Pistacia.

Espéce: Pistacia lentiscus

|. 2. 3. Habitat et répartition géographique

Pistacia lentiscus est largement distribuée dans les écosystémes extrémes du bassin
méditerranéen, notamment dans les régions ensol elll ées a basse altitude, et constitue, avec les
myrtes et les cistes, d'immenses broussailles appelées maquis. C est une espece thermophile
tres vigoureuse prospérant dans tous les terrains secs et arides et sur les sols en friches ou sa
souche repousse abondamment et drageonne facilement (Garnier et al., 1961; Baba-Aissa,
1999; Palacio et al., 2005; Abdelwahed et al., 2007; Bhouri et al., 2010).

Le lentisque se rencontre dans toutes les parties chaudes de la méditerranée de
I’Europe, de I'Asie , de I’Afrique jusqu’ au Canaries (Al-Saghir, 2006; Book 2008). En
Algérie, P. lentiscus est trés répandue dans tout le littorale et le bassin de la soummam, les
régions sublittorales et jusqu’ au Sahara (Belhadj, 2002; Hamlat et Hassani, 2008).
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Figure N° 1: Distribution de P. lentiscus dansle monde.
e Noire = Pistacia lentiscus subsp. emarginata.
o] Vert = Pistacia lentiscus subsp. Lentiscus (Al-Saghir, 2006).
I. 2. 4. Lesnomsvernaculaires de Pistacia lentiscus
L e tableau suivant énumere les différentes appel lations de la plante Pistacia lentiscus :

Tableau N°I: Noms vernaculaires de Pistacia lentiscus

Langue Noms Références
Berbére Tidekth (Baba-Aissa, 1999)
Amadagh
Arabe Edharw, (Baba-Aissa, 1999)
Sareys (El beyrouthy,1999)
Francais Arbre au mastic
Pistachier lentisgue
Restringe (Garnier et al., 1961)
Lentisgue d’ Espagne
Anglais Mastic ou Mastick tree (Garnier etal., 1961
Espagnol Lentisco, Charneca comun (Garnier et al., 1961)
Allemand Mastix Baum (Garnier et al., 1961)
Italien

Lentischio, Sondrio.

(Garnier et al., 1961)

I. 2. 5. Description morphologique

Mélé atoutes les autres plantes qui foisonnent les longs des champs et des routes dont
beaucoup sont aussi imposantes qu’elles, le lentisque se reconnait a sa belle couleur mais

particulierement a satrés bonne odeur prononcée et unique.
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Pistacia lentiscus ou |’ arbre au mastic est décrite comme |’ une des especes ligneuses
les plus importantes dans le bassin méditerranéen (Cortina et al., 2008). C’est un arbuste ou
arbrisseau résineux a odeur tres prononcée buissonnant et touffu de quelques métres de
hauteurs (1 a 6 meétres) (Garnier et al., 1961; Bayer et al., 1987; Baba- Aissa, 1999) et de
nombre chromosomique de 2n = 24 (Al Saghir et al., 2010). Elle est caractérisée par ses
feuilles persistantes paripennées, avec 4 a 10 paires de folioles dliptiques et lancéolées,
alternées, coriaces, composées, entieres et sessiles; le rachi est ailé entre les paires de
folioles. elles sont vertes foncées lavées de pourpre, luisantes en dessus mates et pales en
dessous (Garnier et al., 1961; Baba-Aissa, 1999). (Figure N°2 (d))

Les fleurs sont toutes trés petites, de 2-3 mm de large, vertes ou rougeétres, denses,
unisexuées, elles sont disposées en épis cylindriques courts, serrés, latéraux a |’aisselle des
feuilles. La période de floraison s étale d avril jusqu’ajuin. Les fleurs méles (Figure N° 2(a))
sont a caliceet a5 pointes, de 8 a 10 petites étamines rouge foncé, qui produisent de 47000 a
60000 graines de pollens par fleurs. Quant aux fleurs femelles (Figure 2(b)), elles sont vertes
jaunétres, a calice, a 3-4 pointes, parfois un peu velues, style a5 stigmates tricarpel et ovaire
uniloculaire fourré par un seul anatrope ovule et regroupées dans une inflorescence de 4 a 21
fleurs. Lesfleurs femelles ont des ovaires uni et tri-carpelles (Garnier et al., 1961; Bayer et al.,
1987, Verdu et Garcia-Fayos, 1998; Baba-Aissa, 1999).

Le fruit de lentisque (Figure2(e)) est une petite drupe séche de 4mm de long,
globuleuse et Iégerement comprimée, de la taille d'un pois, d'abord rouge puis noir a
maturité, le noyau renferme une seule graine (Garnier et al., 1961; Bayer et al., 1987), son
écorce grisatre devenant avec le temps noirétre et crevassée peut atteindre 5a 6 m de hauteur
et 1,80m de circonférence (Garnier et al., 1961).
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Figure N°2: Photographies des A) fleurs méles; B) fleurs femelles;, C) résine; D) feuilles; E) fruits de
Pistacia lentiscus
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l. 2. 6. Métabolites secondair es de Pistacia lentiscus

Comme d'autres plantes du genre Pistacia, le lentisque contient des centaines, voire
des milliers de substances chimiques actives, |’ analyse phytochimique des différentes parties
afait I’objet de nombreuses études via la composition des feuilles en composés phénoliques
a savoir les acides phénoliques notamment I’acide gallique et ses drivés glycosylés, les
flavonoides dont les flavones (luteoline) (Djeridane et al., 2007; Lopez-Lazaro, 2009), (le
tricine et chysoérol), les flavonols (le myricétine, la quercétine et le kaempférol), des
hétérosides (I’orientine, I'isoorientine, la vitexine et la rutine) et des anthocyanins
(delphinidin  3-O-glycoside et cyaniding 3-O-glucoside) (Benhammou et al., 2008; Hamlat
et Hassani, 2008), mais aussi en tannins (Wei et al., 2002; Addelwahed et al., 2007; Rogosic
et al., 2008). En outre, il a été rapporté que les parties aériennes sont extrémement riches en
monoterpenes, en huiles essentielles, citons myrcene, a-pinene, Terpinen-4-ol, limoneéne,
longifolene, B-caryophellene, D-germacrene, o-caryophyllene, 6-cadinéne, a-cadinol, B -
bisabolene, B -bourbonéne et oxide de caryophylléene (Castola et al., 2000; Amhamdi et al.,
2009) mais aussi B-pinene ,o-phellandréne, sabinéne, para-cymene et y-terpinene (Castola et
al., 2000; Fernandez et al., 2000; Dogan et al., 2003; Duru et al., 2003; Benhammou €t al.,
2008; Gardeli et al., 2008).

De méme, les fruits sont riches en tannins, en monoterpénes (myrceéne , a-pinéne et
limonene) (Baba-Aissa, 1999; Castola et al., 2000), en flavonoides et les dérivés de galloyl
incluant galloyl-glucosides, ellagitannins et acide galoyl-quinic (Bhouri et al., 2010), en
acides phénoliques, notamment I’ acide gallique (Addelwahed et al., 2007). On trouve aussi les

acides gras insaturés comme I’ acide oléique et linoléique (Charaf et al., 2008).

La résine d’ odeur forte, en forme jaune qui est obtenue par incision du tronc (Bayer
al., 1987; Castola et al., 2000; Kordali et al., 2003) est formée de 80 a 90% d'acide
masticique et de 10 a 20% de masticine (Garnier et al., 1961). L’ huile essentielle de mastic
est un liquide incolore, d' odeur balsamique trés prononcée, cette essence est formée
principalement de o-pinéne, B-cyméne (Castola et al., 2000; Dafrera et al., 2002) et

triterpenoides (Assimopoulou et al., 2005).
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I.2.7. Lesintérétsdel’ exploitation de Pistacia lentiscus

Le lentisque est une plante exsude qui se spécifie par I'utilité de toutes ses parties
(feuilles, écorces, graines et résines), €elle est utilisée, soit par voie interne, en transcutanée
soit en diffusion (Dogan et al., 2003; Ljubuncic et al., 2005; Delille 2007). A intéréts
écologiques, industriels agroalimentaires mais aussi thérapeutiques, Cette derniere est I’une
des espéces les plus importante économiquement (Ahmadi Afzadi et al., 2007; Ozden-Takatli
et al., 2010).
l.2.7. 1. Intéréts écologiques

Sous les conditions climatiques méditerranéennes, Pistacia lentiscus a la capacité de
pousser apres les incendies et de protéger le sol de |’ érosion dans les régions semi arides, cela
est di a son adaptation a la sécheresse et alarésistance aux perturbations. Elle a également la
capacité élevée de s enraciner et la plasticité de contraster la disponibilité des nutriments, et
répond aisement a la faible disponibilité de I'eau en modifiant en surface des spécificités
morpho-fonctionnelles (Cortina et al., 2008), sur cet effet, cette espéce prend la premiére
place dans la listes des programmes de reboisement. De plus, |a qualité de ses bois fait d’ elle
un bon support en ebénisterie (Ostos et al., 2008; Ozden-Tokatli et al., 2010).

l.2.7. 2. Intérétsindustriels

Cette espéce présente un intérét particulier, d’ une part, les huiles essentielles extraites a
partir de ces feuilles et rameaux sont utilisées dans plusieurs applications industrielles telles
gue la parfumerie, I’aimentation et en pharmaceutique (Longo et al., 2007 ; Amhamdi et al.,
2009). D’autres part, sa résine connue sous le nom de mastic résine Chio utilisée par les
anciens egyptiens pour embaumer les morts (Baba-Aissa, 1999). De nos jours, la gomme
mastic est auss employée en patisserie, en confiserie, comme arbme en technologie
aimentaire, dans les industries cosmétologiques et pharmaceutiques, mais aussi dans
I'industrie photographique et dans la fabrication de liqueurs (Barazani et al., 2003; Kivgak et
Akay, 2005). Elle entre aussi dans la fabrication des pates ou des gommes a mécher
parfumeées, car elle possede, entre autre, la propriété de purifier I” haleine, blanchir les dents et

traiter les problémes de gingivites (Dogan et al., 2003).
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l.2.7.3. Intéréts Thérapeutiques
l.2.7.3.1. Lesutilisations en médecine vétérinaire

Pistacia lentiscus est une plante utilisée, aussi bien en médicine traditionnelle humaine
gue vétérinaire, sa consommation par les moutons et chévres diminue le risque des infections
par les larves contagieuses ( Rogosic et al., 2006; Landau et al., 2010), a cet effet, I'huile du
fruit qui est riche en acides gras insaturés est utilisée comme constituant des aliments du
bétail (Charef et al., 2008).

|.2.7.3.2. Lesutilisations en médecine humaine.

Pistacia lentiscus constitue une source importante de substances actives, en effet,
plusieurs parties de cette plante (les fruits, les écorces et les feuilles) sont utilisées en
médecine traditionnelle depuis la civilisation grecque (Ljubuncic et al., 2005; Benhamou et
al., 2008 ; Charef et al., 2008).

A cejour, lesfeuilles frottées a I’ intérieur des cruches a eau servent fréguemment ales
désinfecter, afin de garder I’ odeur aromatique du lentisque. La décoction des parties aériennes
ou la résines sont utilistes comme un stimulant diurétique et dans le traitement
d’ hypertension, d’ eczéma, des douleurs gastriques et les calculs rénaux, mais aussi contre les
infections de la gorge, la jaunisse, I’ asthme, les troubles digestifs et |a diarrhée ( Kordali et
al., 2003; Ljubuncic et al., 2005 ; Cortina et al., 2008; Gardeli et al., 2008; Amhamdi et al.,
2009). De plus, la mastication soit de la résine, soit tout simplement des feuilles ou des baies
de Pistacia lentiscus est utilisee aussi pour soigner les problémes bucco-gingivaux et les
douleurs gastriques (gastrites, dyspepsies), les ulceres gastriques bénins et des ulcéres
duodénaux (Chevallier, 1997; Janakat et Al-Merie, 2002; Dogan €t al., 2003), comme €elle est
auss efficace contre les affections bronchiques, la toux et les furoncles (Duru et al., 2003 ;
Kordali et al., 2003; Ljubuncic et al., 2005; Balan et al., 2007; Benhammou et al., 2008;
Amhamdi et al., 2009).

Dans certaines régions d’'Espagne, |'écorce de cette plante serait indiqué dans le
traitement d' un certains nombre de maladies telles |’ hypertension ( Kordali et al., 2003;
Topcu et al., 2007). En Algérie, cette plante a servi comme vulnéraire, ses feuilles sont
machées puis appliquées sur des blessures, ses fruits, employés contre les irritations (Baba-
Aissa, 1999) et ces huiles essentielles utilisées dans le traitement des troubles respiratoires
(Tounes et al., 2008).
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l. 2. 8. Activitésbiologiques de Pistacia lentiscus

Récemment, les études pharmacologiques qui ont été effectuées sur Pistacia lentiscus

ont rapporté, que les composés contenus dans cette plante ont de multiples activités

biologiques ( Dogan et al., 2003) a savoir : antioxydants, anti-inflammatoire, antipyrétique,
antibactérienne ,antivirale et anticancéreus ...etc (Duru et al., 2003; Kordali et al., 2003;
Ljubuncic et al., 2005; Balan et al., 2007; Benhammou et al., 2008; Amhamdi et al., 2009),
gui sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau N°l1 : Activités biologiques de Pistacia lentiscus

Activitésbiologiques  Plantes Extraits/ composés Références
Acide gallique fruits Addelwahed et
P.lentiscus et 1,2,34,6- al., 2007
pentagalloylglucose
P.lentiscus Triterpénes résine Assimopoulou et
Antioxydant al., 2005
P. atlantica, Extrait éhanolique  feuilles Benhammou et
P. lentiscus al., 2008
P.lentiscus Extraits feuilles Atmani et al.,
phénoliques 2009
Bhouri et al.,
P.lentiscus Acide Di gallique fruits 2010
- Aksoy et al.,
P.lentiscus Résine 2006
P. atlantica Extrait éthanolique  feuilles Benhammou et
,P. lentiscus al., 2008
Anti-microbienne  P-lentiscus, Ether alcochol, feuilles Kordali et al.,
P.vera, éther de pétrole, 2003
P. terebinthus éthyle acétate,
chloroforme
P.lentiscus, huiles essentielles feuilleset résine Duru et al., 2003
P.vera,
P. terebinthus
Anti Apoptotique P.lentiscus polaires résine Dedoussis et al.,
2004
Anti mutagénéses P.lentiscus Acide galique et fruits Addelwahed et
Et anti cancéreuse 1,2,3,4,6- al., 2007
pentagalloylglucose
Anti-cancéreuse P.lentiscus résine Balan et al.,
Extrait éthanolique 2007
Anti-génotoxique P.lentiscus Acide Digallique fruits Bhouri
etal., 2010
Anti-hémolytique P.lentiscus Extraits feuilles Djeridane et al.,
phénoliques 2007
P.lentiscus - feuilles Janakat et Al-
Hépatopr otective Merie, 2002
P.lentiscus Extraits agueux feuilles Ljubuncic et al.,
2005
P.lentiscus résine Triantafyllou et
al., 2007
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|.3. Lesradicaux libres

Les organismes aérobies utilisent, comme source d'énergie, des réactions
d’ oxydoréduction qui reposent sur le transfert d’un ou plusieurs éectrons entre donneurs
d électrons (réducteurs) et leurs accepteurs (oxydants). L’ oxygene, en tant que récepteur
final d’ éectrons dans |’ organisme, se transforme en molécules d’ eau au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale pour former de I'énergie sous forme d’ATP. Le processus de
réduction de I’ oxygéne en eau n'est toutefois pas parfait car 2 a 3 % de I’ oxygene (dans le
cas ou il y a transfert d’'un nombre impair) sont transformés en especes réactives de

I’ oxygene (ERO) particulierement réactionnelles (Pincemail et al., 2002).
1.3.1. Généralités

Les radicaux libres sont des molécules ou atomes possedants un ou plusieurs électrons
non appariés sur leur couche externe (Halliwel et Gutteridge 1994 ; Ré et al., 2005) qui leurs
confére une instabilité énergétique et cinétique. Ils apparaissent soit au cours de la rupture
symétrique d’'une liaison covalente (fission homolytique) pendant laguelle chaque atome
conserve son éectron, ou bien, au cours d’ une réaction redox avec perte ou gain d’ électrons a
partir d'un composé non radica (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les espéces actives de
I’ oxygéne et de I’ azote représentent, avec les états de transition des métaux, les principales
espéces pro-oxydantes documentées actuellement (Vergely et Rochette, 2005; Mozaffarieh et
al., 2008; Schmitt et Dirsch, 2009).

Parmi toutes les especes réactives susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et qui sont appelés radicaux primaires. Les autres radicaux libres,
dits radicaux secondaires, se forment par réaction des radicaux primaires sur les composés
biochimiques de la cellule. Les radicaux primaires dérivent de I'oxygene par des réductions a
un électron tels I'anion superoxyde (O;") et le radical hydroxyle ((OH) ou de I'azote tdl le
monoxyde d'azote ((NO). D'autres espéces dérivées de I'oxygene dites espéces actives de
I'oxygéne, comme I'oxygéne singulet (‘0,), le peroxyde dhydrogene (H.O,) ou le
nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont réactives et peuvent étre
des précurseurs de radicaux ( figure N°11) (Favier, 2003; K oechlin-Ramonatxo, 2006)

Ces molécules et leurs dérivés ont été classés selon leur nature chimique en deux types
majeurs : les especes réactives d’ oxygene(ERO) et |es espéces réactives d' azote (ERN).
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1.3.1.1. L es espéeces r éactives oxygenées (ERO)

Le terme ERO référe aux especes oxygénees gu'elles soient radicalaires tels I'anion
superoxyde et le radical hydroxyle ou non radicalaires tel I'oxygene singulet, le peroxyde
d'hydrogene ( Pincemail et al.,2002).

> L’anion superoxyde (O,")

Dans I’ organisme une partie de I’ oxygéne moléculaire capte de maniére univalente et
séquentielle un éectron, conduisant a la formation du chef de file des espéces oxygénées
réactives : I’anion superoxyde (réaction 1). Ce radical superoxyde conduit au cours de
véritable chaine d'oxydoréductions a la formation de nombreuses especes tres réactives
(Cheeseman et Slater, 1993; Koechlin-Ramonatxo, 2006; Ardanaz et pagano, 2006; Ono et
al., 2009)

O, +1e"  Cytochromeoxydase L O," [1]

L’ anion superoxyde résulte de la réduction de I’ oxygéne par différentes oxydases, en
particulier les NADPH-oxydases microsomiales et plasmatiques (réaction [2]), la NADH-
déshydrogénase mitochondriale (complexe | de la chaine respiratoire), la xanthine oxydase
(réaction [3]), la NO synthase, les eicosanoides et par des composés de type
guinones/semiquinones naturelles et ubiquinone de la chaine respiratoire (complexe Il de la
chaine respiratoire). La poussée respiratoire (respiratory burst) des polynucléaires
neutrophiles constitue également des sources cellulaires de la production d’ anion superoxyde
(Ardanaz et pagano, 2006; Koechlin-Ramonatxo, 2006; Huet et Duranteau, 2008).

20, + NADPH __NADPHOoydae 50, + NADP' + H' [2]

Xanthine +20,+H,0_*aMhineoydae | Acide urique + 20, + 2H' [3]

Le radical superoxyde est rapidement dismuté en peroxyde d’ hydrogene (réaction [4])

par des superoxydes dismutases (SOD) (Ré et al., 2005)

20, +2H" > H.O, + O, [4]

Le radical superoxyde peut réduire le Fe** et régénérer le Fe**, selon la réaction [5]
(Ré et al., 2005).

Fe + 0, »  Fe” + 0[5
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H,O, + Fe¥"—  »'OH+Fe* + OH [6]

Le bilan de ces deux derniéres réactions (ou réaction d’' Haber-Weiss) est donc :

H,O, + 02.- » '‘OH+OH + O, [7]

Etant donné qu’il est chargé I|'anion superoxyde est plutot polaire, aors il ne
traversera pas spontanément les membranes cytoplasmiques, mais pourra emprunter les
canaux relatifs aux ions de méme charge et sera dés lors moins diffusible (Vamecq et al.,
2004), contrairement a son produit peroxyde d’ hydrogene (H,0), qui par |’ absence du charge
le rend tres lipophile et peu réactif en milieu agueux, ce qui lui confére la capacité d’ étre

retrouve loin de sa source (Delattre et al., 2003).

Le radica hydroxyle ((OH) est principalement produit par la réaction de Fenton ou
celle de Haber-Weiss (réaction 6,7) et il est beaucoup plus réactif que I’ anion superoxyde. A
I'inverse de ce dernier, le radica hydroxyle ne peut pas étre détruit enzymatiquement
(Vamecq et al., 2004; Gardés-Albert et al., 2003).

Une autre espéce active de I’oxygéne est I’oxygene singulet (‘0,), de forme non
radicalaire mais trés instable, correspond a une forme activée de I’oxygene moléculaire,
résultant d’'une inversion de spin d'un des électrons de I'orbitale externe (Haliwel et
Guitteridge 1994; Delattre et al., 2003; Vamecq et al., 2004 ).

1.3.1.2. L es espéces réactives nitrogénées (ERN)

La production d’ especes réactives de |’ azote commence avec les réactions catalysées par
les NO synthases (Vergely et Rochette, 2002; Vako et al., 2007) ;

> Monoxyde d’azote ('(NO)

Le monoxyde d'azote ("NO) représente une espece oxydante biatomique de type
radicalaire ayant un éectron non apparié sur |I'une de ses orbitales externes, cette petite
molécule détient une réactivité comparée a celle de I’anion superoxyde O,". Toutefois, a
I"inverse de ce dernier, le 'NO n’est pas chargé, et peut donc plus facilement diffuser de fagon
isotrope a travers des membranes cellulaires ou subcellulaires (Vamecq et al., 2004; Vako et
al., 2007). Sacourte durée de viein vivo (del'ordre de 6 a 10 secondes), lui permet néanmoins
de diffuser d'une cellule a l'autre et de transmettre ainsi des informations assurant sa

principale fonction dans latransmission du signal (Pirot, 2001).
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L’ oxyde nitrique est synthétisé lors de I’ oxydation de I’ arginine en citrulline, réaction
catalysée par les oxydes nitrites synthétases en présence du NADPH et d oxygene (figure
N°3) (Sennequier et Vadon-Le Goff, 1998; Valko et al., 2007; Mouchabac, 2009).

HZNY NH |-|2,N\f 0
NH NOS NH .
_— + N=0
NADPH
0z
'HsN COz" 'H3N COz"

Figure N°3: Réaction de synthése de I’ oxyde nitrique ( Sennequier et VVadon-L e Goff, 1998)

Le monoxyde dazote interagit fortement avec les métaux de transition
(principalement le fer) (réaction[8]), il se produit une réaction de M-nitrosylation qui aboutit a
la formation de complexes métal-nitrosyl (M-NO) au niveau de différentes métalloenzymes
dont les hémoprotéines, mais aussi avec les protéines héminiques, ce qui régit une grande
partie de ses actions biologiques et de son métabolisme. Il peut ains activer la guanylate
cycase (sGC) (réaction [9]) soluble dans les cellules cibles ou il diffuse, conduisant ainsi ala
formation de guanosine monophosphate 3,5 cyclique (GMPc) a partir de GTP, responsable de
nombreux processus de : vasodilatation, inhibition de |’ agrégation plaguettaire, prolifération
cellulaire... (Vergely et Rochette, 2002; Vako et al., 2006; Vako et al., 2007).

Fe(Il) + 'NO > Fe(Il)-NO (8]

Fe(I1)( sGC) + "NO > Fe(l1)( sGC)-NO [9]

En outre, le monoxyde d azote peut étre converti en plusieurs ERN dont : le cation
(NO") et I’anion nitroxyle (NO') (Droge, 2002). En effet, par addition sur les doubles liaisons
ou par arrachement d'H alylique, il amorce indirectement |a peroxydation. Il est relativement
inerte, et oxydé en dioxyde d azote NO,, plus réactif, du stress nitrosant, selon la réaction
suivante (Fossey, 1993; Massion et al., 2002 ):

‘NO +1/20, ———» NOy [10Q]
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1.3.1.3. Interactionsentre ERO et ERN

En présence de I’ anion superoxyde, le monoxyde d’ azote produit dans une interaction
radical-radical, une molécule cytotoxique extrémement réactive : le peroxynitrite (ONOO)(
Pincemail et al., 2002; Vamecq et al., 2004), selon laréaction :

O, + 'NO ——— ONOO [1]]

Le peroxynitrite est donc tres toxique, d autant plus que, comme dans le cas du radical
hydroxyle, il n’existe aucun systéme enzymatique specifique capable de le dégrader (a
I’ exception peut-étre des séléno-protéines (Vergely et Rochette, 2002).

I. 3. 2. Sour ces des especes r éactives

La production de radicaux libres est largement physiologique dont I’importance varie
selon les tissus (figure N° 4). Elle est déterminée et dirigée par un grand nombre de
mecanismes et sources tant endogenes qu’ exogenes. Bien gque physiologique, cette production
peut étre accidentelle et potentiellement délétére. Elle est dommageable si elle est prolongée
ou incontrélée, dépassant les capacités de neutralisation de I’ organisme ( Berger, 2006).

Inflammation Facteurs environnementaux

Cytokines & Métaux o
Facteurs de croissance Fe, Cu, Zn Radiations

Pathogénes

Xénobiotiques

Récepteur T by g

P-450
Monooxygénase o

Phagocytes

Lipooxygénase
Cyclooxygénase

Peroxysome

NADPH
oxydase

Mitochondrie

Membrane
cvioplasmique

Figure N°4: Sources endogénes et exogenes des radicaux libres (Afonso et al., 2007)
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I. 3. 2. 1. Sour ces endogenes

v' La mitochondrie est la source majeure de production des radicaux libres; en effet, au
cours du transfert d’ électron dans la chaine respiratoire, environ 2 a3 % de I'oxygene subit
une réduction monoélectronique, conduisant a la formation du radical superoxyde O’
(réaction 12), au niveau de I’ ubiquinone (ou coenzyme Q) (Fontaine et al., 2002; Gardés-
Albert et al., 2003; Mozaffarieh et al., 2008).

0O, + 1€ Cytochrome Oxydase , O;"  [12]

Cette réaction est catalysée par la cytochrome oxydase, accepteur terminal
d'éectrons présent dans le complexe IV de la chaine de transport des é ectrons située dans la
membrane interne mitochondriale (Gardés-Albert et al., 2003; Leon et al., 2004).

v L'inflammation est par ailleurs une autre source importante de radicaux oxygénés
produits directement par les cellules phagocytaires activées qui sont le siége dun
phénomene appelé: explosion oxydative, consistant en l|'activation du complexe de la
NADPH oxydase, enzyme capable d'utiliser |'oxygéne moléculaire pour produire de grandes
guantités d'anions superoxydes (figure N°5). Ce mécanisme, lorsqu'il est controlé, est capital
dans la lutte anti-infectieuse car il permet la phagocytose des bactéries et des corps
étrangers. De méme, la NADH-deshydrogénase située dans la membrane mitochondriale
interne, tout comme la NADPH oxydase présente au niveau des cellules vasculaires
endothéliales, peuvent conduire a la formation de radicaux superoxydes ( Favier, 2003;
Ushio-Fukai et Wayne Alexander, 2004).

phagosome

Oz Hz02 +Cl —>
NADPHJoxydase
. [

Oz

granulations azurophiles

granulations spécifiques myéloperoxydase
collagénase élastase
gélatinase protéinase 3

lyzosyme
lactoferrine

FigureN° 5: Activation de laNADPH oxydase du polynucléaire neutrophile (Pasquier, 1995).
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v La xanthine oxydoréductase (XOR) des mammiferes existe sous deux formes
interconvertibles, la xanthine déshydrogénase (XDH ; E.C.1.1.1.204) qui prédomine in vivo, trés
réactive avec le NAD et |la xanthine oxydase (XO; E.C.1.1.3.22) oxygene dépendante. La
conversion dela XOD en XO sefait soit d' une fagcon irréversible par protéolyse ou réversible par
I’ oxydation des groupes thiols (Berry et Hare, 2003 ; Hesberg et al., 2004).

Le réle principal de la XOR est le catabolisme des purines, elle catalyse I’ oxydation de
I hypoxanthine en xanthine puis la xanthine en acide urique, cette oxydation est accompagnée
d'une libération d'anion superoxyde et ses dérivés notamment H,O, (Cos et al., 1998 ; Li et al.,
2002 ; Valentao et al., 2002).

v" L’oxyde nitrique synthétases (NOS), enzyme héminique, constitue par sa structure a deux
domaines réductase et oxygénase, un cas unique d oxygénases a heme-thiolate autosuffisantes
chez les mammiféres (Sennequier et Vadon-Le Goff, 1998 ; Massion et al., 2002 ).

La NOS est une famille de trois isoenzymes: neuronale (NNOS, NOS,), endothéliale
(eNOS, NOS3) qui s expriment de fagcon constitutive, tandis que la troisiéme espece de NOS
localisée dans les macrophages, les astrocytes et microglie, est inductible (iINOS, NOS,) (Pirot,
2001 ; Stewart et Heales, 2003). Les NOS sont actives sous leur forme homodimérique en
utilisant un ensemble de co-facteurs : tels le NADPH, |a tétrahydrobioptérine (BH4), le FAD, le
FMN et lacalmoduline (Senneequier et Vaon-le Goff, 1998; Massion et al., 2002 ).

HOOC HOOC HOOC
HoN-HC HoN-HC 0, 5 NADPH 0,5 NADP" HoN-HC
NADPH NADP*
(HO)s (H2C)s (H,C)3
+*NO

HN HN HN

HN=—=cC o, Ho HO-N c 0, Ho O ¢

HoN HoN H,N
L-arginine Nw-OH L-arginine L-citrulline

FigureN° 6: Biosynthése de ‘NO a partir de L-arginine par les NOS (Vergely et Rochette, 2002).
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Les NOS sont également considérées comme source potentielle d’ ERO lorsgu’ elles
fonctionnent en mode appelé ‘découpl€'. En effet, la NOS;, tout comme les NOS; et NOS;,
est capable de générer I’ anion superoxyde dans des situations de déficit de son substrat, la L-
arginine, ou de ces cofacteurs d’activation, en particulier la tétrahydrobioptérine (BH4).
Lorsque la NOS; fonctionne en mode partiellement découplé, la production locale d’anions
superoxydes et de "NO pourrait conduire a une production significative de peroxynitrite
(Massion et al., 2002; Beaudeux et al., 2006; Schmitt et Dirsch, 2009).

v’ Par ailleurs, I’ apparition de radicaux superoxyde peut résulter de I'auto-oxydation de
composés tels que les neuromeédiateurs (adrénaline, noradrénaline, dopamine...), les thiols
(cystéine), les coenzymes réduits (FMNH2, FADH2), mais aussi de la détoxification des
xénobiotiques (toxiques, médicaments) par le systeme des cytochromes P450 présents au
niveau du réticulum endoplasmique (Favier, 2003 ; Gardés-Albert et al., 2003).

l. 3. 2. 2. Sour ces exogenes

D’ autres productions sont anormales, pathologiques, toujours dommageables, et sans
objectif physiologique, comme par exemple celles résultant de la fumée de cigarettes, celles
provenant des composés qui se trouvent dans les médicaments ou celle survenant lors
d’ exposition prolongée au soleil, pollution atmosphérique, ozone, radiations, pesticides
(Pincemail et al., 1998 b; Favier, 2003; Berger, 2006). Aussi, |’augmentation de la
consommation de |’ oxygene durant I’ effort physique, entraine une formation accrue d’ ERO

au niveau des mitochondries des cellules musculaire (Pincemail et al., 2001).

Les métaux de transition sont également considérés comme des espéces pro-oxydantes
source des radicaux par le biais de leur forme oxydée, mais aussi par celui de leur forme
réduite, qui peut réduire une espece oxydante en une espéce beaucoup plus réactive,
notamment la réaction de Fenton dans le cas du Fer, chrome, cuivre, .... etc) (Fontaine,
2003;Vamecq et al., 2004).
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I. 3. 3. Role physiopathologique desradicaux libres
I. 3. 3.1. Rdle physiologique

Les espéces radicalaires possedent des propriétés bénéfiques indispensables a
I’homéostasie cellulaire, Ainsi parmi les radicaux formés chez les étres vivants, I'anion
radicalaire superoxyde (O,") et le monoxyde d'azote (‘(NO) ne sont pas tres réactifs, mais
constituent des précurseurs d'autres especes plus réactives. La faible réactivité de ces deux
radicaux permet d'ailleurs leur utilisation par I'organisme comme médiateurs régulant des

fonctions biologiques en particulier dans les cascades de signalisation (Favier, 2003).

Le *NO en est un exemple classique, puisqu'en activant la guanylate cyclase
cytosolique, il exerce des fonctions physiologiques dans le systéme vasculaire,
immunitaire, neuronal et métabolique. 1l en est de méme pour |’ anion superoxyde et de I’ eau
oxygénée qui activent plusieurs voies de signalisation comme la voie NFkB, P53...etc. En
effet, au niveau musculaire, I’exposition de fibres musculaires au H,O, augmente toutes les
caractéristiques de la contraction musculaire. Ces composés jouent un rdle crucial au
cours de I'inflammation et de [I'équilibre entre la croissance, |’ apoptose et le
vieillissement cellulaire (Barouki, 2006; Koechlin-Ramonatxo, 2006; Huet et Duranteau,
2008).

I. 3. 3.2. Rdle pathologique

En jouant le role d accepteur ou donneur d électrons, les radicaux libres ont la
propriété d étre extrémement réactifs vis-a-vis des autres molécules, possedant un temps de

demi-vie extrémement court (de la nano- ala milliseconde) (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Ainsi, les especes réactives oxygeneées/nitrogénées, qui sont la conseguence
inévitable de la consommation de I’ oxygene moléculaire par |’ organisme et dont la production
est permanente et physiologique (Koechlin-Ramonatxo, 2006), ne restent pas sans
conséguence. lls réagissent avec les tissus voisins causant des Iésions oxydatives par
extension de proche en proche, Iésant les structures biologiques des cellules (protéines,
lipides, ADN et glucides) (Ré et al., 2005; Berger, 2006).

De nombreuses pathologies parmi les quelles I’ athérosclérose, I’ arthrite, | asthme, les
mal adies neurodégeneratives (Alzeimer, Parkinson), le cancer, le diabéte sont, en partie, liées
al’ action de ces formes réactives de I’ oxygene et de |’ azote (Favier, 2003).
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l.3.3.2.1. Stressoxydant et nitrosant

L’homeéostasie de la cellule normale est un équilibre fragile entre la formation
de pro-oxydants et leur éimination (antioxydant). Si cet équilibre est rompu en faveur
de laformation des pro-oxydants, |’organisme endure ce qui S appelle le stress oxydant
et/ou nitrosant. Il y a donc une surproduction de pro-oxydants que la cellule ne peut plus
éliminer, ce déséquilibre conduit a une situation nouvelle de I'environnement cellulaire
capable dinduire des dégéts au niveau de la cellule qui peuvent étre réversibles mais qui
peuvent également atérer de maniére irréversible les fonctions cdlulaires (Vergey et
Rochette, 2005). Contrairement au stress oxydant, le stress nitrosant est réversible, confiné
gpatia ement, responsable de dommages collatéraux mineurs et donc moins toxique. 1l existe
d’ailleurs une balance entre le stress oxydant et le stress nitrosant : les nitrosations sont
stoppées par le O'—, tandis que le ‘NO freine les effets oxydants du ONOO. Ainsi, lorsgqu'il
est en exces, le 'NO est capable de transformer le stress oxydant en stress nitrosant, par
diverses réactions et donc de prolonger le stress cellulaire sous une autre forme (Massion et
al., 2002).

A. Effetssur leslipides

Les lipides, principalement leurs acides gras polyinsaturés, sont facilement oxydables
et constituent la cible privilégiée de I'attaque radicalaire notamment par le radical hydroxyle
et peroxynitrite. Ces derniers sont capables d'arracher un hydrogene sur les carbones situés
entre deux doubles liaisons pour former un radical diene conjugué, oxydé en radical peroxyle.
Ceci conduit a une réaction en chaine de peroxydation lipidique, qui modifie la fluidité et la
perméabilité de la membrane et peut auss altérer le fonctionnement des protéines
membranaires ( Favier, 2003; Ré et al., 2005).

B. Effets sur les protéines

La toxicité des ERO/ERN s exerce également sur les protéines, en particulier celles
qui comportent les acides aminés soufrés, basiques et aromatiques (figureN°7) (Favier, 2003 ;
Devasagayam et al., 2004 ; Baudin, 2006). Ains |’oxydation de ces acides aminés conduit a
une modification de la conformation spatiale et a une altération de la fonction protéique, ¢’ est
le cas des deux radicaux "OH, mais aussi O,", qui S attaguent aux protéines des tissus de
soutien comme le collagéne du tissu conjonctif, induisant leurs perte de capacité a se fixer
correctement sur un récepteur ou a fixer spécifiquement un ligand, altérant de ce fait la
signalisation cellulaire (Favier , 2003 ; Heyne et al., 2005; Koechlin-Ramonatxo, 2006).

25



Synthése bibliographique Radicaux libres, systeme antioxydant, composes phénoliques

Par ailleurs, I’anion peroxynitrite peut réagir avec une proténe contenant des résidus
tyrosine formant ainsi la 3-nitrotyrosine impliqué dans la génération et le développement de
I" athérosclérose (Tsuda et al., 2000; Vergely et Rochette, 2002). Cependant, les processus
réversibles d oxydation et de réduction, notamment des groupements thiols des résidus
cystéines des protéines, sont impligués dans un bon nombre de processus de signalisation et

de régulation de I’ expression des génes (Ré et al., 2005).
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Figure N°7 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’ acides aminés des protéines aprés attaque
radicalaire ( Favier , 2003)

C. Effetssur lesacides nucléiques

Les acides ribo- et désoxyribonucléques (ARN,ADN) sont aussi des cibles
privilégiées pour les radicaux libres que ce soit oxygénés, azotés ou des composés pro-
oxydants. Toutefois, la haute réactivité de "OH est a la base d’un grand nombre de produits
d oxydation puisgue il réagit facilement avec les bases puriques et pyrimidiques et avec tous

les atomes de carbones des sucres ribose et désoxyribose (Delattre et al., 2003).

FigureN® 8: Lésionsde |’ ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des cellules ( Favier,
2003).
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Ces dtérations structurales lorsgu’ elles ne sont pas réparées, entrainent a long terme

des altérations géniques. cassures chromosomiques, délétions, amplifications, al’ origine d’un
dysfonctionnement au niveau du métabolisme protéique susceptible de favoriser la
cancérogenése et le vieillissement tissulaire (figure N° 8) (Koechlin -Ramonatxo, 2006).
A titre d'exemple, I’une des mutations les plus fréquentes est due a I'interaction du radical
hydroxyle ('OH) avec le carbone 8 de la guanine formant ainsi le 8-hydroxy-guanosine (figure
N°9). De méme, les atomes de carbone 4 et 5 sont particuliérement sensibles al’ interaction de
ce radical. En outre, des attaques semblables ont été retrouvées sur les mémes atomes de
I’ adénine ainsi que sur les C du noyau ou du groupement méthyle de la thymine pour former
du thymidine-glycol (Delattre et al., 2003; Devasagayam et al., 2004; Baudin, 2006).
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guanine 8-OH-G)

Figure N°9: Action du radical libre "OH sur la base guanine (Pincemail et al., 1999).
D. Effetssur lesglucides

Les radicaux libres peuvent aussi avoir comme cible les glucides. En effet, le glucose
mais aussi le mannose peuvent s oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de
traces métalliques, en libérant des cétoaldéhydes, H,O, et "OH, qui entrainent la coupure de
protéines et leur glycation par attachement du cétoadéhyde. Ce phénoméne de
glycosoxydation est tres important chez les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs

parois vasculaires et de leur rétine (Pasquier, 1995; Favier, 2003).

Aingi, les radicaux libres de |I'oxygéne générés par les neutrophiles in vivo, provoquent une
dépolymérisation des glucides comme I'acide hyaluronique qui maintient la viscosité élevée
du liquide synovial. Cette dépolymérisation conduit donc au développement de la polyarthrite
rhumatoide (Martfnez-Cayuela, 1995; Pasquier, 1995; Devasagayam et al., 2004).
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I.3.4.Lecontrbéledesradicaux libres par la cellule

Les effets potentiellement délétéres des especes radicalaires sont contrélés dans
I’ organisme par la présence de systemes de défense appel és antioxydants, localisés dans les
compartiments intra-et extracellulaires. Par définition, Un antioxydant est une substance qui
inhibe ou retarde significativement I’ oxydation d’'un substrat, que ce soit de type antioxydant
enzymatiques ou non enzymatiques (Vergely et Rochette, 2005; Berger, 2006).
l. 3. 4. 1. Antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont la premiere ligne de défense de la cellule contre
les radicaux libres; il Sagit dune sé&ie denzymes spécifiques (superoxyde
dismutases (SOD), catalases (CAT), glutathion peroxydase (GPx), glutathion réductase(GR)),
capables d’éliminer de facon catalytique des radicaux libres et d autres espéces réactives
(figure N°10) (Goudable et Favier 1997; Delattre et al., 2003; Vergely et Rochette, 2005;
Koechlin -Ramonatxo, 2006).

e _ SOD CAT
0 » O, > HO:,—» H:20+ 20,
N\~ GSH <« » NADP®
Grx | GR| | G6PD
/ .‘-. /\ /
H,0O > (SSG —NADPH <

Figure N°10: Résumé du mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxication active (Marfak, 2003).

I.3.4. 1. Antioxydantsnon enzymatiques

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydants et consomment beaucoup
dénergie pour contréler le niveau despéces réactives de I'oxygene/nitrogene. Certains
composés antioxydants synthétisés in vivo de nature protéique non enzymatique tel que la
céruléoplasmine, I’abumine, la transferines et la métallothionéne, par fixations des ions Fe
2| Fe 3" Cu® /Cu", diminuent la disponibilité de ces pro-oxydants mais aussi empéchent leurs
interaction avec les hydroperoxydes et la formation du radical ‘"OH (Delattre et al., 2003).

D’autres molécules de faible poids moléculaire synthétisées aussi par la cellule
notamment la bilirubine, I’ acide urique et e glutathion sont capables non seulement de piéger
les radicaux oxygénés, mais aussi les radicaux azotés (‘NO) ( Delattre et al., 2003; Favier,
2003; Keechlin-Ramonatxo, 2006).
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D’ autre part, I’ apport alimentaire fournie aux cellules une autre gamme d’ antioxydants
a savoir les vitamines E (tocophéral), C (ascorbate), Q (ubiquinone) qui agissent en piégeant
les radicaux en captant |'éectron célibataire, les transformant en molécules ou ions stables. La
vitamine piégeuse va devenir un radical, puis sera soit détruite, soit régénérée par un autre
systeme. De trés nombreux composés alimentaires peuvent aussi avoir ce comportement
notamment: les polyphénols et les alcaloides (Curtay et Robin, 2000; Favier, 2003).

A cela s goute un certains nombre d’ oligo-éléments comme le cuivre, le zinc, le
sélénium indispensables pour |’ activité des enzymes antioxydants (Cu, Zn-SOD, MnSOD,
SeGPx) (Pincemail et al., 2002).
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Figure N°11: Action des antioxydants au cours du métabolisme des dérivés réactifs de I’ oxygéene/
nitrogéne (Fontaine et al., 2002)

Méme s les mécanismes de défense mis en jeu sont différents, |I'’ensemble du
dispositif permet d’ assurer une protection antiradicalaire sur I’ ensemble de I’ espace cellulaire
et tous les acteurs de cette lutte ne sont pas seulement complémentaires, mais ils sont
synergiques (Fontaine et al., 2002). Cependant dans certaines conditions physiologiques
s applique la théorie « tout antioxydant peut devenir pro-oxydant », comme en présence de
fer, I’acide ascorbique a un effet pro-oxydant, De méme pour |’apha tocophérol a fortes
concentrations et les flavonoides (figure N°12) comme la quercétine et la myricétine qui
peuvent également présenter des propriétés pro-oxydantes (Heim et al., 2002; Rietjens et al.,
2002; Cillard et Cillard, 2006)

29



Synthese bibliographique

Radicaux libres, systéme antioxydant, composés phénoliques

COH - H,COH Gy CHy
o il G ST X
HCOH H o Gty " H' Gl
0 H 4 < Vo ==
0 == 0 == - 0 " ol o
+H& ! ' o +H 0
HI= - Oy CHy
HO OH H O 00 ' ’
aTOC-OH «TOC-0+H —> o-TOC-OH+L
pK=42 .
' ] U's0, == L00
LOG +LH = LOOH +('
£\ . AOXO  AOXOH |
Fo Fo"+0, = Fe"+0;"
Fei‘ﬂ-hoz-—b- Fe® + OH + OH lipid perovidation
@ (b)
o P H,O,
o O oz o”
\.._ _/2
HO o autoxidation HO o
| antioxidant action
peroxidase
L s v oM o
Flavonoid-OH Flavonoid-O"
—
GSH
GS® + GS° =—= GSSG*"

GSSG": O,

_— GSSG +0;"

©

Figure N°12 : Effet pro-oxydant de (a) la vitamine C, (b) la vitamine E, (c) les flavonoides (Rietjens et
al., 2002).

Il conviendra alors de réserver le terme d'antioxydant a des composés dont la teneur

dans les tissus diminue lors d'un stress oxydant in vivo et qui ne donnent pas de dérivés

toxiques (Favier, 2003).
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1.4. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires trés répandus dans le
regne vegetal ; ils sont présents dans les différentes partie de la plante: les racines et les
feuilles, dans les fruits et I’ écorce et surtout dans les fleurs (Richter, 1993). Ils forment un trés
vaste ensemble de substances qu'il est difficile de définir simplement. L'é&ément structurel
fondamental qui les caractérise est la présence d’ au moins un noyau benzénique auquel est
directement lié au moins a un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction :
éther, ester, hétéroside (Bruneton, 1999; Macheix et al., 2005).

1. 4. 1. Biosynthese des composés phénoliques
L es composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies d aromagenese :

v" Voiedu shikimate:
La voie la plus courante est celle du shikimate, elle débute par la condensation d un
phosphoénol pyruvate (PEP) avec I’ érythrose-4-phosphate (voie des pentoses) pour former un
composé hétérocycle a sept carbones C;, le 3-désoxy-D-arabino-heptul osonate-7-phosphate
(DAHP), lequel apres déphosphorylation et réduction donne du shikimate. Une série de
réactions assure ensuite I’ accrochage d’ une chaine latérale et la création d une double liaison
sur le cycle, d'ou la formation de I’ acide chorismique qui se transforme en acides aminés
aromatiques (phénylaanine, tyrosine), conduisant par la suite a I’acide cinnamique et ses
dérivés: acide benzoique, acétophénones, lignines et lignanes, coumarines...€etc.)
(Figure N°13) (Richter, 1993 ; Bruneton, 1999)
v' Voiede polyacétate

Cette voie commence de 1’acétate et conduit a des poly B-cétoesters de longueur
variable (polyacétates) qui engendrent, par cyclisation des composés souvent polycycliques :
quinones, xanthones, chromones, isocoumarines, ...etc (Richter, 1993; Bruneton, 1999). De
plus, la diversité structurae des composés phénoliqgues due a cette double origine
biosynthétique est encore accrue par la possibilité, trés fréquente, d'une participation
simultanée du shikimate et de |'acétate a |'élaboration de composé d'origine mixte des deux

voies, tels que les flavonoides (Bruneton, 1999; Martin et Anriantsitoraino, 2002).
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Figure N°13: Voies de biosynthese des composés phénoliques (Bruneton, 1999).
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I. 4 .2. Classification des composés phénoliques

différencient par la complexité, le degré de modification du squelette de base (degré d’ oxydatio,
d hydroxylation, de méthylation.....) ains que les liaisons possibles avec d autres molécules
(glucides, lipides, protéines....) (Cheynier et al., 1998; Macheix et al., 2005). Les acides
phénoliques, les flavonoides et les tannins constituent trois grandes classes regroupant la
majorité des structures (Bruneton, 1999; Martin et Anriantsitoraino, 2002; Wollgast, 2004 ;

Macheix et al., 2005).

l.4.2.1. Lesphénolssimples

Les composés phénoliques peuvent se regrouper en de nombreuses classes qui se

Ce sont des dérivés en C6 du noyau benzénique, rares a |’ état naturel et issus de la

décarboxylation de I’acide shikimique (Chirac et al., 2008), ils sont divisés en acides

benzoiques a sept atomes de carbones (C6-C1), en acides cinnamiques a neuf atomes de

carbone (C6-C3) et enfin en coumarines qui possedent un hétérocycle oxygéné a six atomes,

accolés a un noyau benzoique et qui dérivent des acides cinnamiques par cyclisation de leur
chaine latérale (Ribereau-Gayon, 1968; Bruneton, 1999; Macheix et al., 2005). Ains les

principaux acides simples sont représentés dans le Tableau N°I11

Tableau N°l11: Classification des acides phénoliques

Les classes Structure générale Exemples de Substituants Références
composés
Adide R1=R2=R4=H, R3=0OH
@ phydroxybenzoique
g Ry
IS
g . oo Acidevanillique | R1=R4=H,R2=OCH3, | Manach et al., 2004),
S R3=0H
=S
B . Acide gallique R1=H, R2=R3=R4=0H
©
©
g < Acidesdicylique | R1=OH, R2=R3=R4=H
=]
Ol
S 8 Acide p-coumarique R1=R3=H, R2=0OH
c =3
\m —
S 8§ a_-G00 Acide caféique R1=R2=OH, R3=H | Manachet al., 2004
955
g <2 o
‘S o Acide sinapique R1=R3=0CHS3, R2=0OH
< 2
Ombelliférone R1=R3=H; R2=OH
8 = = - —
£ R, ~ Esculitol R1=R2=0H;R3=H | Bruneton, 1999
£
3 R; o) o} ;
o . R1= OCH;.R2=OH ;
R, Scopolétol R3- H
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1.4 .2.1. 2. Flavonoides

Les flavonoides sont responsables de la coloration jaune, orange et rouge des fleurs,
des fruits et des feuilles, ils constituent une énorme classe de composés phénoliques naturels
de plus de 6 000 composés. (Ghedira, 2005).

Figure N°14 : Structure de base des flavonoides avec la numérotation classique (Pietta, 2000 ; Balasundram et
al., 2006).

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et sont synthétisés dans la
plante a partir des acides aminés aromatiques, et leurs structures de base (figure N°14) est un
noyau flavane constitué de 15 atomes de carbone arrangés en 3 cycles C6-C3-C6: A, B et C

avec un ou plusieurs substituant hydroxyl (Pietta, 2000; Vermerris et Nicholson, 2006).

Cette structure de base est le produit des deux voies de synthése des composés
phénoliques; le noyau B et le pont carbone constituant une unité phénylpronanoide
synthétisée a partir de la phénylalanine provenant de la voie de I’ acide shikimique, alors que
le noyau A vient de la condensation de 3 motifs acétate via la voie de I’ acide malonique. La
fusion de ces deux parties implique la condensation d’un phénylpronanoide, le 4-coumaryl,
avec 3 maonyl CoA donnant chacun 2 atomes de carbone, donnant ains le
tétrahydroxychalcone, qui va a son tour donner tous les flavonoides (figure N° 14) (Martens et
Mithofer, 2005; Balasundram et al., 2006; Chiraet al., 2008)

On distingue un grand nombre de flavonoides, selon le degré d’ oxydation de la chaine
atrois carbones ains qu’'a leur degré d’instauration. La structure de I’ hétérocycle central et
son degré d oxydation permet de distinguer les différentes classes des flavonoides. Différents
groupes ont été identifiés dont six sont particulierement les plus répandus et les mieux
caractérisés: les flavones, les isoflavones, les flavanones, les flavanols, les flavonols et les
anthocyanidines qui sont représentés dans le tableau(lV) (Heim et al., 2002; Chira et al.,
2008).
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Tableau N° V. Classification des flavonoides

cl assss"de Structure générale Exemples'de Substituants Références
flavonaoides COmposés
) Hespéridine 5=7=3'=0H ; 4= OCHg, )
2 Heimet al., 2002 ;
§ 7 Pietta, 2000
= Naringénine 5=7=4'=0H; 3=H
Lutéoline 5=7=3'=4'= OH
B :
5 o , , Pietta, 2000
3 Apigénine 5=7=4'=0H; 3=H
[
Chrysine 5=7=0H ; 4=3=H
Quercétine 5=7=3'=4'=0OH ; 5'=H
2 S K aempferol 5=7=4'= OH ; 5'=3'=H Pietta, 2000
3 (e
'8 Myricetine 5=7=3'=4'=5=0H
° B . , échine _ e
oL g . 4 3=pOH; B=T=3=4=0H | oo 2002:
o gt Epicatéchine 3=0 OH ; 5=7=3'=4'= OH
8 2 5
0 Génesteine
£ | il el. 5=7 =4'= OH | |
S o 2 5 Pietta, 2000 ; Ghedira,
5 s 3\© 2005
3 8 ¢ génistine 5=4'= OH ;7= Oglc
g Delphinidine R R R ReRe ReOE R cheynier, 2005
S Castaneda-Ovando et
8 - RiRy-Ry Rs-Re.OH ; Ry. | @l 2009
g Cyanidine Ry_H
£
< - Ri= Ro- Ry= R-OH ; R3-H;
Malvidine R,_Re. OMe

1.4 .2.1. 3. Lestannins

Ce sont des composés phénoliques complexes largement distribués chez les plantes

supérieures, obtenus a partir de la condensation des phénols simples et se caractérisent par des

propriétés astringentes prononceées (Macheix et al., 2005; D’Archivio et al., 2007). lls

sintegrent dans la défense des végétaux contre les herbivores, en particulier pour les plantes

se développant dans | es zones difficiles (Zimmer et Cordesse, 1996).
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Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000 Da, et leur propriété importante
réside dans la combinaison de leur nombreux hydroxyles avec les fonctions amides des
protéines aux quelles ils se lient par différentes liaisons: hydrogénes, ioniques ou par des
interactions hydrophobes (Makkar, 2003; Vermerris et Nicholson, 2006). Deux groupes de
tannins se différent aussi bien par leur structure que par leur origine biosynthétique : tannins
hydrolysables et tannins condensés (Ribéreau-Gayon, 1968; Bruneton, 1999).

v" Tannins hydrolysables

Ce sont des esters de glucides et d acides phénoliques, la molécule glucidique est en
général du glucose (Ribéreau-Gayon, 1968). IIs sont facilement hydrolysables par les acides
ou les enzymes (tannases) en ose et en acide phénolique, selon la nature de celui-ci, on
distingue les gallotannins (figure N°15) et les ellagitannins (Bennick, 2002; Oszmianski et al.,

2007).

OH

Figure N°15 : Exemple de structure d' un tannin hydrolysable (Gallotannin) (Macheix et al., 2005)

v" Tannins condensés
Les tannins condensés (ou proanthocyanidines) sont des diméres ou polymeres de
flavane-3-ols (catéchols ou catéchines) ou de flavanes-3,4-diols (leucoanthocyanes ou
pro-anthocyanidols) (Zimmer et Cordesse., 1996; Bruneton, 1999). L'enchainement des
différentes unités constitutives se fait soit de maniére linéaire grace a des liaisons
C-C, ou par ramification grace a des liaisons C-O-C conduisant a des structures de plus

en plus complexes (figure N° 16) (Macheix et al., 2005).
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R=H : unité procyanidine, dérivée de la catéchine. Procyanidine B2 : épicatechine-(4p—8")-
épicatechine

R=0H : unité prodel phinidine, dérivée de la catéchine.

Figure 16 N°: Exemple de structures des tannins condensés (Macheix et al, 2005; Vermerris et Nicholson,
2006).

I. 4. 3. Propriétés physico-chimiques des composés phénoliques

Les polyphénols sont des composeés aromatiques solubles dans les solvants polairestels
que I’ éhanol, le méthanol, I’ acétone et I’ eau. Les polyphénols les moins polaires a savoir, les
isoflavonoides, les flavonoides, sont solubles dans d autres solvants, tels que I’ éther, le
chloroforme et I” hexane, néanmoins, les formes hétérosides des flavonoides sont solubles dans
I’eau ainsi que dans I’ eau chaude mélangée avec de I’acool (Bruneton ,1999; Macheix et al.,
2005). Ces métabolites secondaires sont connus par leurs propriétés a former des complexes
avec certaines molécules organiques et aussi avec certaines macromolécules. Ce phénomeéne
d’ association peut étre covalent ou non covaent, ¢’ est le cas de |’ association des tannins avec
les protéines pour former des complexes insolubles (Bruneton, 1999; Martin et
Andriantsitohaina, 2002; Macheix et al., 2005).

I. 4. 4. Propriétésbiologiques
I.4. 4. 1.Chezlaplante

Les progrés des techniques analytiques et des approches moléculaires ont permis de
confirmer et de préciser la diversité et I'importance des composés phénoliques. Ils sont
impliqués dans de nombreuses facettes des systemes biologiques des plantes : pigmentation,
meécanismes de croissance et de reproduction comme ils constituent des éléments essentiels
dans les interactions de ces derniéres avec leur milieu environnant (Ribereau-Gayon, 1968;
Bruneton, 1999; Cheynier, 2005; Macheix et al., 2005).
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Les composés phénoliques sont impliqués aussi dans les mécanismes de réponse des
plantes aux blessures mécaniques. En effet, la capacité d une espéce végétale a résister a
| attague des insectes et des microorganismes pathogénes est souvent corrélée a la teneur en
composés phénoliques. Il a été démontré que de nombreux phénols ou les quinones qui en
dérivent par oxydation sont des inhibiteurs du développement de certains microorganismes
saprophytes ou parasites champignons. A titre d’ exemple, les phénols simples sont synthétisés
et I’ activité peroxydasique caractéristique des tissus en voie de lignification est stimulée. Ces
réactions aboutissent a la formation, au niveau de la blessure, d'un tissu cicatriciel résistant
aux infections (Bruneton, 1999; Macheix et al., 2005; Vermerris et Nicholson, 2006). De
méme, les lignines, dont le rble essentiel est I'épaississement des parois cellulaires,
améliorent le transport de la seve brute a I'intérieur de la plante (Vermerris et Nicholson,
2006).

Tous les composés phénoliques absorbent |es rayonnements UV et certains d entre eux
(anthocyanes, flavonols, aurones...) absorbent également dans le visible, cette caractéristique
rend ces métabolites des excellents protecteurs des plantes contre les rayonnements nocifs
(Macheix et al., 2005; Terrier et al., 2009).

[.4.4.2.Chez|"'Homme

Les polyphénols, groupe de molécules de structures variées, trouvent d ores et dga
une large utilisation en phytothérapie. Ils suscitent de plus en plus beaucoup d'intérét en
raison du bénéfice qu’ils pourraient apporter en terme de variété d’ activités biologiques qui
leurs sont attribuée, incluant des activités anti-microbiennes, anti-virales, anti-inflammatoires,
anti-diabétiques et anti-tumorales (Rice-Evans et a., 1996; Martin et Andriantsitohaina,
2002; Hennebelle et al., 2004). Ces propriétés pharmacol ogiques sont attribuées entre outre,
a leur habilité a inhiber les enzymes intervenant dans I’ activation des cellules telles que les
phosphodiestrases, les kinases, |es topoisomerases, lipooxygénase, la phospholipase A2, les
cyclooxygénases ains que les enzymes impliquées dans le stress oxydatif telles que la
xanthine oxydase et I’oxyde nitrique synthétase (Pietta, 2000; Da Silva et al., 2004,
Santangelo et al, 2007; Leopoldini et al., 2011). C'est pourquoi des études, tant
pharmacol ogiques que cliniques tentent d’ expliquer le réel impact de leur action sur la santé

humaine, notamment |’ activité antioxydant.
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v Propriétés antioxydants

L’ activité antioxydant des composés phénoliques et leurs métabolites est due a leurs
capacité aneutraliser les radicaux libres, soit par transfert d’ un atome d’ hydrogéne par rupture
homolytique de la liaison O—H ou par transfert d’un éectron (figure N°17), chélater les ions
meétalliques ou a inhiber les enzymes responsables de la production des ERO/ERN (Rice-
Evanset a., 1996; Rolland, 2004; Balasundram et al., 2006; Leopoldini et al., 2011).

Rupture homolytique
;D '-.0
du OH Y Y Astactonddlicton HOYY
b RH + R+ | y — b+ \J
Ar Ar
Ar Ar
@ (b)

Figure N°17: Mécanisme de neutralisation des radicaux libres (a) Par transfert d’un atome d’hydrogéne ; (b)
par transfert d’ un éectron (Leopoldini et al., 2011).

La présente éude a pour objectifs

e En premier lieu, I’évaluation de I’ activité antioxydant des extraits de feuilles et des
graines de Pistacia |lentiscus pour leur éventuels pouvoir réducteur (méthode FRAP) et
activité anti-radicalaire (ABTS™, anion superoxyde (O) et monoxyde d azote
(NO));

e Puis|’évauation de I’ activité antioxydant des fractions des extraits de feuilles et des
graines de Pistacia lentiscus par les mémestests réalisés dans la premiere partie;;

e Endernier lieu, le fractionnement et la caractérisation par chromatographie sur couche

mince CCM des fractions actives de chague activité testée.
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Matériel et Méthodes

[1- 1. Préparation des extraits
[1-1-1- Cueillette du matériel végétal

Le choix de la plante, Pistacia lentiscus, comme sujet d' étude dans le présent travail a
été guidé non seulement par les nombreuses utilisations traditionnelles qui en sont
répertoriées, mais aussi par le fait qu'il sagit d une plante tres abondante localement et
relativement peu étudiée en Algérie. Sur cette base, nous avons utilisé les feuilles et les fruits
qui ont été récoltés en juillet et en novembre 2009, respectivement, dans la foré d’'Azru
n'Bechar, daira d’ Amizour, située a I'Est de B&aia, un endroit naturel et peu frégquenté.
Figure (N°1) (Annexe 1).

I1-1-2- Séchage, broyage et tamisage

Les feuilles de Pistacia lentiscus ont été séchées a une température ambiante a |’ abri
de la lumiére vive jusqu'a son épuisement en eau pendant la période de Juillet-Aolt 20009.
Cependant, |e séchage des graines a été réalisé dans une éuve aérée a 37 C°. Lamatiére seche
des deux parties (feuilles et graines) obtenue est ensuite broyée al'aide d'un broyeur électrique
en poudre fine pour les feuilles et en péte visqueuse homogene pour les fruits. Le broyat des
feuilles a été ensuite passé par des tamis de différents diamétres afin  d’ obtenir une poudre
fine a granulométrie homogéne inferieure a 63um (Atmani et al., 2009).

La poudre des feuilles et |a pate des fruits ainsi obtenues sont ensuite conservées dans
des bocaux en verre, fermés hermétiquement et stockées a I’abri de la lumiéere jusqu’a leurs

utilisations.

FigureN°18 : Photographies du matériel végétal de Pistacia lentiscus A) Péate des graines. B) Poudre des
feuilles.
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|1-1-3- Extraction des composés phénoliques

Dans la présente étude, nous avons adopté la méthodologie d'extraction des
polyphénols décrite par Chiang et ses collaborateurs (1994), avec quelques modifications
(Atmani et al., 2009) dont le protocole d extraction est détaillé dans la figure N°19.

Au total cing extraits sont obtenus pour les feuilles (extrait ethanolique, extrait acétate
d ethyle, extrait aqueux acétate d'éthyle, extrait du chloroforme et extrait aqueux du
chloroforme) et quatre extraits pour les graines de la plante étudiée (extrait ethanolique,

extrait acétate d’ éthyle, extrait aqueux acétate d éthyle, extrait du chloroforme).

Letaux d’extraction est calculé, a chaque étape, par laformule suivante :

Taux d’extraction (%) = [(P:1- Po)/E] 100

P, : poids d' extrait aprés évaporation (g).
Py : poidsvide du cristallisoir ou boite de pétri (g).

E : poids de lapoudre ou de I’ extrait sec de la phase précédente (g).

| 1-2- Dosage des composés phénoliques
I1-2-1- Dosage des phénols totaux

e Principedela méhode

Le dosage des phénols totaux des extraits de feuilles et de graines de Pistacia lentiscus,
a été réalisé selon le protocole décrit par Lister et Wilson, 2001 in Djeridane et al. (2006)
adapté par Singleton et Ross (1965). Ces auteurs ont utilisé la méthode de Folin-ciocalteu; un
réactif acide de couleur jaune congtitué par un méange dacide phosphotungstique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPM012040). Ces derniers sont réduits lors de
I’ oxydation des phénols en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe (WgO.3) et de molybdene
(M0gOs3), dans une solution acaline. Cette réaction, refléte ainsi une couleur bleue qui est
proportionnelle a la quantité des composés phénoliques présents dans les extraits végétaux
(Ribéreau-Gayon, 1968; Boizot et Charpentier, 2006).
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Extrait é&hanolique
sec
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Figure N°19 : Schéma récapitul atif des étapes de |a procédure d'extraction (Chiang et al., 1994).

42



Matériel et Méthodes

e Procédure expérimentale

Un volume de 100ul de chaque échantillon d’ extraits (100pg/ml) a éé mélangé avec
500! du réactif de folin —Ciocalteu et 1ml d’eau distillée. Aprés une minute d’incubation &
température ambiante, un volume de 1,5 ml de carbonate de sodium (Na&COs), a 20% a é&é
additionné. Le mélange fina a été incubé, pendant 2heures, a |’ obscurité et a température
ambiante et |’ absorbance mesurée a une longueur d’ onde de 760nm, contre un blanc. Les
résultats sont exprimés en mg d équivalent catéchine par rapport a un gramme d'extrait sec
(mg ECat/g d'extrait), a partir d'une courbe détalonnage, réalisée dans les mémes
conditions en utilisant le catéchine comme standard (Annexe 2).

[1-2-2- Dosage des flavonoides
e Principe

La méthode colorimétrique du chlorure d’aluminium est couramment utilisée pour le
dosage des flavonoides; elle est basée sur |a capacité de ces composés a former des complexes
de couleur jaunétre, acides et stables avec les chlorures d’ aluminium (Ribereau-Gayon, 1968).

e Procédure expérimentale
Pour I’estimation de la teneur en flavonoides des différents extraits étudiés, nous
avons appliqué laméthode des chlorures d’ auminium rapportée par Mimica Dukié (1992) in
Makisimovic et al. (2005).

Un volume de 10ml d’extrait dissout dans du méthanol (100ug/ml) a été additionné a
5ml de chlorure d’aluminium (133mg du chlorure d'aluminium et 400 mg d'acétate de sodium
cristalline dans 100ml d'eau distillée). Aprées incubation du mélange réactionnel pendant 10
minutes, |” absorbance est lue au spectrophotometre a 430 nm, contre un blanc contenant 10ml
de I’échantillon et 5ml d'eau distillée. L’intensité de la coloration du complexe produit est
proportionnelle a la quantité en flavonoides contenue dans I extrait végétal. Aingi, lestaux en
flavonoides des extraits sont exprimés en milligramme d’ équivalent rutine par rapport a un
gramme d'extrait sec (MgER/g d’ extrait) a partir d’ une courbe d'étalonnage réalisée dans les

mémes conditions expérimental es que les extraits (annexe 2).
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|1-2-3- Dosage destannins
e Principe dela méthode

Pour |le dosage des tannins, une protéine standard BSA (Bovine Sérum Albumine) a
été utilisée comme modeéle de protéine dans le but de séparer ces derniers des autres phénols
présents dans I’ extrait, étant donné que les tannins sont connus par leur propriété principale
qui est la précipitation des proténes en fonction des facteurs liés au milieu réactionnd (pH,
température et temps) (Hagerman et Butler,1978).

Cette méthode repose sur la formation d’'un complexe tannin—BSA de coloration violette
quantifiable par spectrophotométrie 2510 nm (Hagerman et Butler,1978).
e Procédureexpérimentale
L’ estimation quantitative des tannins contenus dans les extraits des deux parties de
Pistacia lentiscus a été réalisée selon la méthode de Hagerman et Butler (1978). |l s agit
d'introduire dans un tube a essais 2ml de la solution de BSA (solubilisée dans le tampon A:
200mM d’ acide acétique, 170Mm NaCl gusté apH 4,9) et 1 ml d’extrait (100ug/ml).

Apres une incubation de 24heures a 4°C, une centrifugation a 3000g/15 minutes a é&é
réalisée et le précipité récupéré a éé dissout dans 4 ml de la solution SDS/TEA (5% de TEA
et 1% de SDS). Apres agitation, un volume de 1 ml du réactif de chlorure de fer (0.01M de
FeCl; dans 0.01 M de HCI)) a été gouté suivi d une agitation rigoureuse du mélange. Aprées
15 min d’incubation a température ambiante, |alecture d' absorbance a été effectuée a 510 nm.
La courbe d’ étalonnage a été réalisée avec |’ acide tannique suivant les mémes étapes décrites
par la méthode, et les teneurs en tannins des extraits sont déterminées en mg équivalent

d’ acide tannique par gramme d’ extrait sec (mg EAT/g d’ extrait) (Annexe 2)

I1.3. Evaluation de I’ activité antioxydant des extraits de feuilles et de graines de Pistacia

lentiscus
11.3.1. Mesure du pouvoir antioxydant par laréduction du fer ferrique (analyse FRAP)
e Principedela méhode

La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) a été développée a I’ origine
pour la mesure du pouvoir réducteur du plasma, par Benzie et Strain en 1996. Plustard, elle a éé
adaptée et utilisée pour la mesure de I’ activité antioxydant des plantes (Antolovich et al., 2002 ;
Prior et al., 2005).
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La méthode FRAP mesure I’ aptitude des composés antioxydants a réduire, en milieu
acide, le complexe incolore du 2,4,3-tripyridyltriazine-ferrique (Fe**-TPTZ), & la forme
tripyridyltriazine- ferreux (Fe**-TPTZ) de couleur bleu intense, qui absorbe & 593 nm
(Antolovich et al., 2001 ; Prior et al., 2005 ), selon la réaction suivante

""Flo{ii)N N+ antioxidant g.‘“)" =N
NN NS T e NTN L s
[N : N |

Figure N° 20 : Principe de laméthode FRAP (Prior et al., 2005)

. Procédure expérimentale

Le pouvoir réducteur des extraits des deux parties éudiées de Pistacia lentiscus a été
déterminé selon la méthode de Szollosi et Varga-Szolosi ( 2002) in Maksimovic et al. (2005).
Le protocole expérimental de cette méthode nécessite la préparation préalable de la
solution FRAP qui consiste en un mélange des solutions tampon d’ acétate (300mM, (pH 3,6)
avec TPTZ (10 mM préparé dans du HCI 40mM) et FeCl3-6H,0 (20 mM) avec un rapport
de 10:1 :1, respectivement. Un volume de 3 ml de cette solution FRAP a éé mélangé avec
100pl d'extrait, puis incubé dans un bain marie & 37°C/5 minutes et |’absorbance a été
mesurée 2593 nm .Tous les tests ont été effectués en trois répliques.

Le méme procéde a été réaisé sur des molécules de référence, notamment |I’acide
caféique et I'acide ascorbique, afin de réaliser des courbes d étalonnage pour calculer
I’ équivalence en milligramme d’ acide ascorbique et/ou acide caféique par gramme d’ extrait
(mg d Ac ou d’ AAsc/ g d extrait) (Annexe 2).

[1.3.2. Evaluation del’ activité anti-radicalair e des extraits de Pistacia lentiscus
11.3.2.1. Activité scavenging des extraits de P.lentiscus contre leradical (ABTS™)
e Principedela méthode
Le test de décoloration du radical cationique ABTS™ est le plus utilisé parmi les tests

indirectes. C’est une méthode spectrophotomeétrique qui a été suggérée par Miller et al. (1993)
pour tester des échantillons biologiques. Par la suite elle a été largement utilisée pour tester
I’ activité antioxydant des aliments et les composés phénoliques (Roginsky et al., 2005; R;
Kavak et al., 2010).
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Le radical cationique ABTS™ dont le spectre d’ absorption maximal est & 734nm, résulte
du contact de I’ABTS (sel d’ammonium de I’ acide 2 ;2 —azinobis —(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulfinique)) avec une enzyme de peroxydation (peroxydase metmyoglobine ou horseradish
peroxydase), en présence du H,O, ou d'un oxydant (dioxyde de manganése ,persulfate de
potassium). Cette réaction se déroule a |’ obscurité et a une température ambiante pendant 12 a

16h, suivant la réaction chimique schématisée dans la figure N°21 (Re et al., 1999; Marc, 2004,
Osman et al., 2006).

CoHs CoH5
/@NFI\H\F< e, “Ne HOsS
g N - =N-NC
HO,S +e HOGS N
C,H
ABTS 21S ABTE C,Hs
P S . HO,S
¢ NN
HO,S
o+ C H
ABTS 25

Figure N° 21 : Formation du cation ABTS™ ( Osman et al., 2006).

Ladiminution de I’ intensité de la couleur bleue verte de la solution du radical cationique
(ABTS™), traduit son interaction avec un antioxydant lipophile ou hydrophile suit au transfert
d’un proton ou d'un électron (Figure N°22) (Marc, 2004; Osman et al., 2006)

o
OH  ABTS  ABTS < ¥
—
~
HO OH 4 OH OH OH OH

phloroglucinol

Figure N°22 : Réaction du cation ABTS™ avec un antioxydant (Osman et al., 2006).
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e Procédure expérimentale

La méthode utilisée pour I’ évaluation de I’ effet scavenger des extraits de feuilles et de
graines de P. lentiscus contre le cation ABTS™ est celle décrite par Re et al. (1999). Au
préaable, une quantité bien déterminée de poudre ABTS (2 ,45 mM) est mélangée avec une
solution de persulfate de potassium (7 mM). Apres incubation de ce mélange a I’ obscurité
pendant 16 h et & température ambiante, la solution d’ ABTS™ obtenue est ensuite diluée avec
de I’éthanol jusqu’'a obtention d’une absorbance de 0,7+ 0,02 a 734 nm. Par la suite un
volume de 10 pul de chaque extrait ou standards a une concentration de 100 pg/ml est
additionnéa 1 ml delasolution d ABTS™.

L’ absorbance est suivie par spectrophotometre a 734 nm pendant 6 mn. Ains un

pourcentage d’ inhibition est calculé comme suit :

% scavenger du cation ABTS™ =[(Ao—A)/Ag] x 100

Tel que: Ay: Absorbance delasolution contréledel” ABTS™ sans extrait/standard (0,07).

A . Absorbance de la solution ABTS™ avec extrait/standard (& 6min).

L’ intensité optique obtenue sera aussi comparée avec une courbe d'étalonnage réalisee
avec un antioxydant de référence (annexe 2), le Trolox (acide 6-hydroxy-2,5,7,8-
tétraméthyl chroman-2-carboxylique), dont la structure moléculaire cyclique est similaire a
celle de la vitamine E. Par conséquent, les résultats sont exprimés en termes de Trolox
Equivalent Antioxydant Capacity (TEAC).
11.3.2.2. Activité scavenging des extraits de P.lentiscus contre le radical anion

superoxyde (0O2")
e Principedela méthode

Cette méthode spectrophotométrique est basée sur le suivi de la diminution de la
réduction de NBT (nitrobleu tétrazolium) en formazane qui absorbe a 560 nm, en présence du
radical anion superoxyde (Meuniere et al., 1989 ; Pargo et al., 2003; Abreu et al., 2006 ;
Nagulendran et al., 2007 ; Topcu et al., 2007).Ce dernier est produit par le systéme du
PMS/NADH suite a I’ oxydation de NADH et en présence de I’oxygene moléculaire et du

PMS selon |e mécanisme décrit par Carloni et al (1993) comme suit :
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L e cation 5-methylphénozonium (MP") de PMS, qui est le catalyseur dans la réduction de
tetrazolium par NADH, est réduit en 5,10-dihudro-5- méthylphénaeing(MPH). Ce dernier est

oxydé par |’ oxygene moléculaire en MP+ formant ainsi I’anion superoxyde O, ° qui de sa part

réduit I’ion tetrazolium (T™) en formazane (FH).

NADH+ MP* — »NAD'+MPH (1)
MPH + 20, — M, MP'+20," +H )
20, +H +T" ——> 20,+FH €)
MP +20, <+—» MP'+0,° (4)

e Procédureexpérimentale

L’ activité des extraits de feuilles et des graines de P. lentiscus contre le radical anion
superoxyde (O,) a é&é évaluée par un test non enzymatique, il S agit d’ une méthode purement
chimique dite PMS-NADH (Phenazine Methosulfate-Nicotinamide Adenine dinucleotide)
suivant le protocole décrit par Liu et ses collaborateurs (1997) in Nagulendran et al.(2007).

Leradical O, est genéré dans un mélange réactionnel dans un volume final de 3 ml,
contenant le tampon tris HCI (100 mM, pH=7,4), 0,75 ml de lasolution NBT (300uM), 0,75
ml de la solution NADH (936uM) et 0,3ml des différents extraits de Pistacia lentiscus. La
réaction est initiée par |’addition d’un volume de 0,75 ml de PMS (120uM). Apres 5min
d’incubation du mélange réactionnel, |’ absorbance est mesurée a 560 nm (Nagulendran et al .,

2007), ensuite I’ activité scavenging du radical O,” est calculée en appliquant |’ équation

suivante :
% scavenging du radical O, =[(Ao-A1) /Ag] X 100
Ou: Ao : Absorbance du contrdle.

A . Absorbance de I’ échantillon (molécule de référence ou I’ extrait).
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11.3.2.3. Activité scavenging des extraits de P.lentiscus contre le radical monoxyde

d’azote (NO)

e Principedela méhode

Dans une solution aqueuse a pH physiologique, le sodium nitroprusside (SNP) par
décomposition spontanée génere le monoxyde d'azote (‘NO), qui réagit avec |'oxygéene
moléculaire produisant des ions nitrites. Ces derniers convertissent |’ acide sulphanilique dans
le réactif de Greiss en sel diazonium, qui est couplé a N-(1-naphthyl) ethylenediamine,
produisant un complexe de coloration rose (Marcocci et al, 1994; Alis et Onyeze, 2008).

L’ antioxydant par un mécanisme de compétition avec |’ oxygene moléculaire réduit le
‘NO par un transfert d’ électron ou de proton empéchant par conséquent la formation du nitrite
dans le milieu réactionnel. Le taux de la diminution d'absorbance est proportionne a la
capacité antioxydant de I’ échantillon en terme de leurs capacités a céder un éectron ou un
hydrogene (Marcocci et al., 1994; Razali et al., 2008; Visavadiya et al., 2009,
Gouthamchandra et al., 2010; Lee et al., 2011).

e Procédure expérimentale

Lamise en évidence de |’ activité antiradicalaire des extraits contre monoxyde d’ azote,
a été réalisée par une méthode chimique en utilisant le réactif de Greiss qui permet la
révéation quantitative de nitrite ou nitrate, un produit stable formé par la réaction de |’ oxyde
nitrique avec I’ oxygéne moléculaire, dans une solution aqueuse (Kumari et Kakkar 2008),
selon le protocole de Marcocci et al, (1994) in Alisi et Onyeze (2008), avec quelques

modifications.

Ce test consiste a mélanger 1ml d’extrait de plante (100 pug /ml) dans un tube a essai
avec 1ml de la solution sodium nitroprusside (10mM) préparée dans un tampon (pH 7,2).
Aprés incubation de 2h & 25'C, un volume de 1 ml de réactif de Griess a été additionné.
Ensuite, I'absorbance est mesurée au spectrophotométre a 550 nm. L’inhibition de la
formation des nitrites par I’ extrait de plante ou molécules de référence est calculée selon la

formule suivante :

% scavenging du radical NO =[(Ag—A) /Ag] x 100

Tel que: Ag: L’absorbance delasolution contréle
A : L’ absorbance en présence du standard ou d’ extrait
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I1.4. Déter mination des concentrationsinhibitrices (I Csp)

Apres avoir testé tous les extraits des feuilles et des graines a une concentration de
100pg/ml pour chaque activité anti-radicalaire a savoir (anti- ABTS", anti-monooxyde
d’ azote, anti-anion superoxyde), les extraits qui ont donné les deux meilleurs taux d’inhibition
ains que l'extrait brut (ethanolique) ont été testés a différentes concentrations pour
déterminer les concentrations inhibitrices a 50% nécessaires pour diminuer 50% du taux
initial des radicaux libres (ICsp). Cette derniére appelée la concentration inhibitrices a été
calculée a partir des courbes arégression linéaire, al’aide du logiciel «Origine». Les 1Csq des
différents standards utilisés ont été déterminées de la méme procédure afin de comparer avec

celles des extraits testés.
[1.5. L’analyse statistique

L’analyse dstatistique des résultats est effectuée avec |'application «ANOVA»
(STATISTICA) et la comparaison des données est considérée significative ala probabilité
P<0,05.

I1.6. Evaluation de |'activité antioxydant des fractions chromatographiques des
extraits actifs de Pistacia lentiscus

[1.6.1. Fractionnement des extraits actifs de Pistacia lentiscus
11.6.1.1. Chromatographie d’adsor ption sur colonne

e Définition et principe dela méthode

La chromatographie en phase liquide sur colonne repose sur I'utilisation d une
colonne de verre remplie d une phase stationnaire (gel d’aumine, silicate de magnésium, gel
de silice ...etc.), a travers laguelle une phase mobile (éluant) s écoule par gravité ou sous
I’ action d’'une différence de pression, entrainant ainsi vers le bas de la colonne a des vitesses
variables, des molécules sous forme de bandes les unes apres les autres en fonction de leurs
affinités pour |’ adsorbant et leurs solubilités dans I’ duant (Skoog et al., 1997 ; Cseke et al.,
2006 ; Mendham et al., 2006).

50



Matériel et Méthodes

e Modeopératoire

Avant la confection de la colonne, une quantité du support chromatographique (la
silice ,0.063mm-0.2mm) a été préparée dans un volume de solvant le plus apolaire des
systemes d’'éutions utilisés (chloroforme) sous agitation afin d’homogénéiser la bouille
formée qui sera versé dans la colonne et |’ exces du solvant sera élimine.

Par la suite, une concentration de 20mg/ml de chaque extrait a fractionner a été
injectée soigneusement a |’ aide d’ une micropipette sur les parois de la colonne en haut de la
phase stationnaire. Cette derniére est traversée, par percolation, par une quantité suffisante
de la phase mobile, qui dicte des changements de la polarité croissante du mélange éuant
d’un gradient aun autre et qui entraine avec elle et individualise les différentes fractions, qui
seront recueillies chacune dans une boite selon le mélange de solvant utilisé: chloroforme/
acétate d'éthyle, acétate d'éthyle/ méthanol, méthanol / eau (deux rapport) et enfin
eau/acide acétique (deux rapport) successivement.

11.6.2. Evaluation des activités antioxydant desfractions

Cing a six fractions ont été collectées, séchées sous la hotte et pesées, une fois
terminer le fractionnement sur colonne des extraits ayant exhibé une grande activité
antioxydant. Ces derniéres ont été testées a une concentration de 100ug/ml pour les activités
étudiées, a savoir anti- ‘NO, anti- ABTS™, anti- O,” et le pouvoir réducteur FRAP, afin de

déceler les fractions les plus actives.

I1.6. Caractérisation des fractions actives de Pistacia lentiscus par chromatographie
sur couche mince (CCM)

La séparation des composés chromatographie sur couche mince (CCM)en CCM
repose sur les mécanismes d adsorption, de partage ou déchange d'ions ou sur une
combinaison de ces mécanismes, et elle s effectue par migration (développement) de solutés a
travers la couche mince (phase stationnaire) dans un solvant ou un mélange de solvants
approprié (phase mobile) ( Wichth et Anton, 2003).
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A-Préparation des plaques

Une gquantité de 40g de silice (Silica gel 60 F.s, avec indicateur fluorescent) est
meélangée rigoureusement avec 100ml d'eau ditillée, formant un gel qui est versé sur les
plaques de chromatographie en verre al’ aide d’ un étaleur manuel constituant ainsi une couche
dite stationnaire d’' épaisseurs de 0,5cm. Les plagues obtenues sont séchées a I'air libre et
réactivées a 110°C/30 minutes avant chaque utilisation. Les extraits et les fractions sont
déposés en paralée avec les standards a 2cm du bord inferieur de la plague sous forme de
spots de volume de 10pl. La migration des molécules contenues dans chaque dépbt dépendra
des interactions entre la phase mobile et la phase stationnaire. Ainsi, les composés
phénoliques seront séparés en fonction de leurs solubilités dans la phase mobile et leurs

poids moléculaires respectifs.
B- Préparation de la phase mobile

Deux phases mobiles sont utilisées dans cette présente étude, qui permettent une
meilleure séparation des composés des extraits et leurs différentes fractions actives testées.
L’un des systémes d éution est constitué d’un mélange de solvants. acétate d’ éhyle, acide
formique, acide acétique et |’ eau digtillée, alors que I’ autre est formé d’un mélange d’ acétate
d ethyle, d’hexane et d’'acide formique. Chague mélange sera verseé dans une chambre de

CCM en verre fermée, jusgu’ a saturation par la vapeur des solvants.
C- Développement des plaques

La plague est déposée verticalement dans |la chambre de chromatographie contenant le
systéme éluant congu pour la séparation. Ce dernier monte par capillarité en entrainant avec
lui les différents composés de I extrait et des fractions formant ainsi des taches. A I arrivée du
solvant a la ligne limite de migration (14cm), la plaque est retirée de la chambre de CCM et
elle est séchée a I'air libre, a température ambiante puis, examinée a la lumiere du jour,
pulvérisee avec la solution de vanilline sulfurique préparée selon la méthode de Eloff et al.
(2005). A lafin la plague est chauffée a 110 °C pendant quelques minutes dans le but de
visualiser et caractériser les taches invisibles a la lumiére du jour. Les rapports frontaux ont
éé caculés et comparés a ceux des molécules de références, permettant ains la

caractérisation des constituants de différentes fractions.
R¢= distance par cour ue par le composé/ distance par courue par lefront du solvant.
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Résultats et discussion

I11.1 préparation des extraits

D’ apres le tableau (N°V) nous constatons que le taux d’ extraction varie en fonction de
la partie de la plante et du solvant utilisé. En effet, les résultats obtenus montrent bien que les
taux d extraction de la premiére étape sont relativement proches pour les deux parties de la
plante (15,65 % et 12, 75%).

Tableau N°V : Taux d'extraction des extraits de Pistacia lentiscus.

Taux d’extraction (%*)

Solvants Feuilles Graines
Ethanol 15,65 12,75
Acétate d’éthyle 225 77.10
Aqueux acétate 57,20 2,86
d’ éthyle

Chloroforme 66,52 77.33
Aqueux chlorofor me 22,17 nd

%* : chaque pourcentage est calculé par rapport al’ extrait dont il est issu précédemment.
- nd : non déterminé.

Un méme taux d’extraction de I’ extrait ethanolique que a celui des feuilles est obtenu
par une éude menée par Chang et al., 2007, a partir des plantes chinoises dont
Pseudodrynaria coronans (Polypodiaceae) et Davallia solida (Davalliaceae) avec 15% et
12.7%, respectivement. Ce qui est largement supérieure aux résultats rapportés par Tian et al.,
2009 ayant utilisé le méme solvant d’extraction d’'une plante médicinale chinoise (Galla
chinesis), qui n’est que de 5,68+0,35%. Ce résultat présume, au préalable, larichesse de notre

plante en composes phénoliques.

Toutefois, nos résultats sont en concordance avec les travaux décrits par Kordali et al.
(2003) ou les rendements d extractions de deux especes Pistacia lentiscus et Pistacia
atlanticus sont de 11.32 et 16.59%, respectivement. Des taux d extractions des mémes
plantes, sont rapportés par Benhammou et al. (2008) avec 13.53% (P. atlanticus ) et 12.64%
(P. lentiscus) concernant les feuilles.
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Des différences dans les taux d extraction ont été enregistrées entre les résultats
obtenus, concernant cette premiere étape d’extraction, et les données rapportées par des
Berboucha et al. (2010) ayant appliqué le méme protocole d’ extraction sur les deux parties de
la méme plante. En effet, un taux de 18,7% a été exhibé par I’ extrait ethanolique des feuilles,
et 4,31% de celui des graines. Cette différence est tout a fait justifiée par les dimensions des

particules, ainsi que I’ origine des échantillons.

Concernant la deuxiéme éape d'extraction, on constate un taux d’extraction de la
phase agueuse largement supérieure, de celui de la phase organique des feuilles de P.
lentiscus (57,20%, 22,5%, respectivement), nos résultats sont appuyés par des études
antérieures réalisées par Goli et al. (2005) sur une espéce appartenant a la méme famille:
Pistacia vera collectée en Iran qui ont démontré que les taux d extractions des composés
phénoliques augmentent avec la polarité du solvant. Alors que Razali et al. ( 2008) et Tian et
al. (2009) ont rapporté des taux plus élevés des extraits de Anacardium occidentale (40%) et

Galla chineusis (72 ,69%), respectivement.

Contrairement aux extraits de feuilles, les extraits de graines sont riches en composés
apolaires ce qui explique le taux d extraction élevé observé dans I'extrait d’ acétate d’ éhyle

77,10%, a coté de 2,86% seulement dans |a phase aqueuse

La méme tendance de variation est observée lors de la comparaison des rendements
des différents extraits dans la derniére étape d’ extraction au niveau des graines, ou le taux
d’extraction de la phase organique chloroforme enregistre un taux de 77,33%. Pour les
feuilles aussi |e taux d’ extraction de la phase organigue est beaucoup plus élevé (66,52 %) par
rapport a celui de la phase aqueuse (22,17%). A titre comparatif, selon Velazquez et al.
(2003), les taux d extractions par chloroforme des composes phénoliques des deux plantes
Schinus terebinthifolia Engler et Schinus weinmannifolia Engler de famille anacardiaceae
sont largement faibles 3,8 et 3 % respectivement comparé a nos résultats. Ce qui laisse
présumer la richesse de cette plante en différentes classes de composés phénoliques a polarité

variable.

Toutefais, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la littérature, car le
taux n'est que relatif et semble étre influencé non seulement par la méthode appliquée dans
I’ extraction, mais aussi par la nature chimique des composés a extraire et le solvant a
utiliser. Mais ce taux est lié surtout aux propriétés géenétiques des plantes ainsi qu’al’ origine
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geéographique qui contribuent aux différences de rendement enregistrées d’ une plante a une

autre et méme au sein de laméme espece (kordali et al., 2003; kivkac et Akay 2005).

En outre, le critére de taux d’ extraction n’est pas suffisant pour préconiser la richesse
d' un extrait en composés phénoliques car ces extraits contiennent d’ autre composés autres
gue les composés phénoliques, cette évidence est montrée dans I’ étude de quantification

des phénols totaux, des flavonoides et tannins discutée ci-dessous.
[11.2. Dosage des composés phénoliques
[11.2.1. Phénolstotaux

Les résultats de la teneur en phénols totaux des extraits exprimés en milligramme
d équivaent catéchine par gramme d extrait (mg EqCat /g d’ extrait), sont illustrés dans la
figure (N° 23).

OFeuilles B Gramnes

i
o
o

L)

300 d

Teneurs en phénols totaux(mg Eq cat/g d'extrait)

Extraits

Figure N°23 : Teneurs en phénols totaux des différents extraits des feuilles et des graines de Pistacia lentiscus.
1: Extrait ethanolique, 2 : Extrait acétate d’ éthyle, 3 : Extrait aqueux acétate d’ éthyle, 4 : Extrait de
chloroforme, 5 : Extrait aqueux chloroforme.

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois s (n=3) avec + I'écartype.
-Les valeurs désignées avec les mémes | ettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).
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Le dosage quantitatif des phénols totaux des différents extraits de Pistacia lentiscus a
révélé que ses feuilles renferment une teneur plus notable en phénols totaux par rapport aux
graines. Pour les feuilles, elle varie de 491,71+5,66 mg Ecat/ g d extrait agqueux de
chloroforme a 60,25+ 6,15 mg Ecat/ g d extrait de chloroforme, passant par des teneurs plus
au moins proches entre les extraits brut, acétate d'éhyle, aqueux acétate d'éthyle avec
(388,17+5,12, 301,10+7,43, 291,92+0,33 mg Ecat/ g d'extrait, respectivement), ce qui
confirme la richesse des feuilles en cette classe de composés. D’ apres Bruneton et al. (1999)
et Macheix et al. (2005), ces composés sont généralement solubles dans les solvants
organiques polaires et les solutions aqueuses et peu solubles dans les solvants organiques
apolaires.

Quant aux extraits de graines, aucune différence significative (P < 0,05) n’est
enregistrée au niveau des deux premiers et derniers extraits. De plus, des teneurs largement
faibles ont été exhibées par ces extraits par rapport a ceux des feuilles, ou I’ extrait organique
de chloroforme présente la meilleure teneur que par 33,83+2,54 mg Ecat/ g d’ extrait, suivi par
I’ agueux acétate d’ éhyle.

Ces faibles teneurs peuvent étre expliquées, par un phénomene d encombrement
stérique entre ces composés qui empéchent le contact entre le solvant et certains composés qui

se trouvent liés ou par |a nature apolaire de ces composes.
[11.2.2. Dosage des flavonoides

Les résultats de dosage des extraits de feuilles et graines de Pistacia lentiscus sont

illustrés dans lafigure (N°24) qui sont exprimés en mg EqR /g d’ extrait.

A lalumiére de ces résultats, on déduit qu’il existe laméme tendance de variation de la teneur
en flavonoides pour les extraits des deux parties étudiées de la plante comme celle observée
dans les résultats des dosages des phénols totaux. En effet, les feuilles de P. lentiscu L.
présentent des teneurs en flavonoides nettement plus élevées (P<0,05) comparativement aux
graines, cette différence significative (p<0,05) est notée égaement méme au sein des
différents extraits de feuilles, néanmoins aucune différence significative (p<0,05) n’est notée

entre les extraits de graines.
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Figure N° 24 : Teneurs en flavonoides des extraits de feuilles et de graines de Pistacia lentiscus. 1: Extrait
ethanolique, 2 : Extrait acétate d’ éthyle, 3 : Extrait aqueux acétate d’ éthyle, 4 : Extrait du chloroforme, 5 : extrait
aqueux chloroforme.

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3)+I'écartype.
-Les valeurs désignées avec les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

Comme le montre la figure (N°24), les flavonoides des extraits des feuilles de P.
lentiscus sont concentrés principalement au niveau de la phase agueuse du chloroforme avec
270,10 +8,00 mg eq rutine/g d extrait. Ceci est peut ére di a la présence d’'une fraction
osidique qui rend ces flavonoides trés solubles dans |’ eau (Havsteen, 2002). Cela s accorde
bien avec plusieurs travaux réalisés sur cette plante affirmant sa richesse en flavonoides dont
les flavones (Lutéoline) (Djeridane et al., 2007; Lopez-Lazaro, 2010), (le tricine et chysoéral),
les flavonols (le myrictine, la quercétine et le kaempférol), des hétérosides (I’ orientine,
I"isoorientine, la vitexine et la rutine) et des anthocyanins (delphinidin  3-O-glycoside et
cyaniding 3-O-glucoside) (Benhammou et al., 2008; Hamlat et Hassani, 2008).

En revanches des faibles teneurs sont observées dans les autres extraits en effet,
I’ extrait brut note une teneur de 61,75+0,08 mg eq R/g d extrait, suivi par celles des extraits
agueux acétate d’ éthyle (34,31+2,48 mg eq R/g d’ extrait), acétate d’ éthyle (27,77+0,38 mg eq
R/g d' extrait), et de I’ extrait de chloroforme (19,65+2,03 mg eq R/g d’ extrait). Ceci indique la

richesse des feuilles de Pistacia lentiscus en flavonoides de différentes pol arités.
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Pour les graines, des teneurs tres faibles voire méme presque nulles ont été notées au
niveau de tous les extraits allant de 0,07 a 3, 56 (mg Eq R/g d’ extraits) pour I’ extrait brut et
I’agqueux d'acétate d éthyle, respectivement. Cela peut étre expliqué par la richesse et la
variété des flavonoides qui ne sont pas chélatés par AICl3, par conségquent, ils ne sont pas
détectés par spectrophotométre comme les isoflavones et flavonones (Wang et al., 2008). Ces
résultats sont appuyés par une éude réalisée par Topcu et al.(2007) sur les fruits de Pistacia
terebinthus dont des teneurs faibles en flavonoides ont été rapportées pour les extraits brut
méthanolique et acétone avec 5,49 +0 78 et 22,60 +096 ug EQ/mg, respectivement.

D’ apres les résultats du dosage des phénols totaux et flavonoides, on déduit que le
contenu élevé des phénols n'a pas éé toujours accompagné par des teneurs élevées en
flavonoides. Cela a été observé par Lizcano et al. (2010), qui ont étudié 19 plantes
d’Amazone dont deux de la famille Anacardiaceae notamment les feuilles, les tiges de
Anacardium excelsum et les fruits de Anacardium occidental, mais aussi par Moyo et al.
(2010), dans leurs études sur les extraits méthanoliques de Sclerocarya birrea et
Harpephyllum caffrum (Anacardiaceae). Cela peut étre interprété par le non spécificité du
réactif de Folin-Ciocalteu pour les composés phénoliques (Boizot et Charpentier, 2006; Wong
et al., 2006; Gardeli et et al.,2008; Baet al., 2010).

[11-2-3- Dosage destannins

A lalumiére des résultats illustrés dans la figure(N°25), nous constatons que contrairement
aux resultats obtenus de dosage des phénols totaux et des flavonoides qui ont montré que
ces deux classes de composés phénoliques se concentrent plus dans les phases agueuses,
les tannins se condensent essentiellement dans les extraits organiques, ce qui présume la
richesse de cette plante en tannins condensés. Selon Hagerman and Butler (1978), laBSA est
significativement précipitée par les tannins condenses, a un pH 3,0-5,0 et les tannins
capables de précipiter cette proténe a un pH neutre, peuvent ére de type différent,
probablement des galo- ou elagitannins (tannins hydrolysables) (Adamczyk et al., 2008 ;
Barrgon-Catalan et al., 2010).
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Figure N°25: Teneurs en tannins des différents extraits de feuilles et de graines de Pistacia lentiscus. 1 : Extrait
ethanolique, 2 : Extrait acétate d' éthyle, 3: Extrait aqueux Acétate d'éthyle, 4 : Extrait du chloroforme, 5:
Extrait aqueux de chloroforme.

La fluctuation des teneurs en tannins dans les différents extraits, peut étre expliquée
par I'insolubilité des tannins dans la phase aqueuse, en particulier les tannins condensés a haut
poids moléculaire (Reed et al., 1995; Cheynier, 2005). En effet, Tian et al. (2009), en
utilisant 5 solvants de polarité différentes, n’ont rapporté que 91.5% du totale des tannins de
Galla chinensis, une plante avec les mémes caractéristiques chimique que Pistacia lentiscus,
solubles dans les solvants de faible polarité ou apolaires (éther et acétate d' éthyle) et que seul

(8.5%) des tannins sont solubles dans | es solvants a forte polarité (éthanol et eau).

En anaysant les résultats obtenus, il en ressort d une part, seul I’ extrait organique
d acétate d’ éthyle affiche un taux trés important estimé a 319,42+10,74 mg Eq AT/g d’ extrait,
suivi par |’extrait chloroforme qui dépasse 200 mg Eq AT/g d extrait, et qui avoisine les
extraits agqueux acétate d’ éthyle et I’aqueux de chloroforme. Tandis que I’ extrait ethanolique
enregistre lateneure la plus faible avec 156,03+2,14 mg Eq AT/g d extrait.

Par ailleurs, I" extrait du chloroforme vient en deuxiéme position avec 139,37+ 7,68mg
Eq AT/g dextrait qui dépasse largement les autres extraits a savoir |’ acétate d’ éthyle et
I” agueux acétate d’ éthyle (84,20+ 20,79et 59,38+13,94mg Eq AT/g d’ extrait respectivement).
Ces résultats obtenus, que ce soit pour les extraits des feuilles ou graines, afirment la
richesse de cette espéece en tannins et sont en accord avec les résultats rapportés par plusieurs
études ( Wel et al.,2002; Ammar et al.,2005; Atmani et al., 2009; Tian et al.,2009; Landou et
al., 2010).
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Il est a noter que des valeurs plus élevées en phénols totaux et en flavonoides de la
guasi-totalité des extraits des feuilles mais aussi des teneurs plus faibles en tannins sont
enregistrées par rapport a celles rapportées par Atmani et al. (2009).Vu que la plupart des
paramétres d'investigation (matériel végétal et protocole d extraction ) sont semblables
entre ces études, la seule explication dans ce cas est peut étre attribuée qu’aux changements
de saisons, en effet, la teneur en composés phénoliques n'est pas stable dans le temps,
certaines études ont montre que la composition phénolique des végétaux peut étre différente
au cours des mois, voire méme d’une journée (Wchitl et Anton, 2003; Garddli et al., 2008;
Barrgjon-Catalan et al., 2010). D’ autre part, Trabels et al. (2010), ont démontré la variation
en teneurs des composés phénoliques (phénols totaux, flavonoides et tannins) en fonction de
la polarité des solvants utilises. Affirmant ainsi I'influence de la nature du solvant dans

|” extraction des métabolites secondaires.

En conclusion, il apparait que la teneur en phénols totaux, flavonoides et tannins n’ est
pas homogene, elle varie d’ une partie a une autre (Robards et al., 1999). En effet, les feuilles
sont les plus riches en composes phénoliques comparativement aux graines, cela peut étre
confirmé par le fait que ces métabolites secondaires sont issus de la photosynthese qui
concerne essentiellement les feuilles de plante mais aussi par la différence dans les périodes
de récolte (Macheix et al., 2005; Gardeli et al.,2008).

[11.3. Evaluation de |’ activité antioxydant des extraits de feuilles et de graines de Pistacia

lentiscus

111.3.1. Mesure du pouvoir antioxydant par laréduction du fer ferrique (test FRAP)

D’apres les figures suivantes (N°26et 27), nous constatons que tous les extraits de
feuilles présentent une bonne activité réductrice, a I’ exception de I’ extrait du chloroforme et

les extraits de graines en équivalent d acide ascorbique ou d’ acide caféique. (P<0,05).
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FigureN°26 : Evaluation de I’ activité antioxydant par la méthode FRAP des extraits de feuilles et graines de
Pistacia lentiscus en équivalent d'acide ascorbique. 1: Extrait ethanolique, 2: Extrait acétate d éthyle, 3:
Extrait agueux Acétate d’ éthyle, 4 : Extrait du chloroforme, 5 : Extrait aqueux du chloroforme.
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FigureN°27 : Evaluation de I’ activité antioxydant par la méthode FRAP des extraits de feuilles et graines de
Pistacia lentiscus en équivalent d acide caféique. 1: Extrait ethanolique, 2 : Extrait acétate d' éthyle, 3 : Extrait
aqueux Acétate d'éthyle 4 : Extrait du chloroforme 5 : Extrait agueux du chloroforme.
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Pour les fedilles, les taux les plus élevés sont localisés au niveau des phases agueuses du
chloroforme et d éthyle acétate avec 657,86 £35,25 mg Eq A Asc/g ou 543,01+ 27,28mg Eq
Acaf/g d'extrait et 303,81+ 33,83 mg Eq Asc /g ou 269,03£26,18 mg EgAcaf/g d extrait,
respectivement. Alors que, |’ extrait acétate d’ éthyle et I’ extrait ethanolique montrent des taux
de réduction moyennes (231,47+29,28 mg Eq A Asc ou 213,04 + 22,66 mg Eq Acaf/ g
d’extrait) et (188,43+28,89 mg Eq A Asc /g ou 162,78+22,36 mg Eq Acaf/ g d extrait),
respectivement. Toutefois, |’ extrait qui marque le taux le plus faible est celui du chloroforme
(33,78+3,16 mg EqASC/g ou 28,25+2,44 mg EgAcaf/g d’ extrait).

Par ailleurs, de faibles activités réductrices du Fe**, sont remarquées au niveau des
extraits de fruits, ou tous les extraits marquent des activités similaires (P<0,05) a celle de
I’'agqueux acétate d'éthyle. Ce dernier présente la méme tendance d augmentation en
équivaent en acide ascorbique et en acide caféique avec 15,64 £+ mg Eq ASC ou 13,52+ mg
Eq Acaf/ g d’ extrait. Le pouvoir réducteur observé se classe ainsi dans I’ ordre décroissant

suivant : I’aqueux acétate d’éthyle >chloroforme>éthanolique> Acétate d’éthyle.

Pistacia lentiscus est connue pour sa richesse en gallotannin, ce dernier ayant un grand
nombre de groupements hydroxyles incluant le groupe o-dihydroxyle qui lui confére une forte
activité réductrice des ions ferriques en ions ferreux (Mansouri et al., 2005; Tian et al.,
2009). Effectivement, plusieurs auteurs affirment le grand potentiel réducteur de cette plante
en utilisant une méthode autre gue celle appliquée dans la présente étude ( Benhamou et al.,
2008 ; Atmani et al ., 2009). Cette constatation est maintenue en comparant nos résultats avec
ceux des travaux effectués sur d’ autres plantes utilisant la méthode FRAP, ou Zhang et al.
(2010) et Legak et al. (2011) rapportent des faibles activités réductrices exprimées en mg
equivalent d'acide ascorbique/g d'extrait brut de Ziziphus jujuba et Juniperus
sibirica, respectivement. De méme, Roy et ses collaborateurs (2011) signalent des activités
insignifiantes pour les extraits aqueux et méthanolique d' écorce de Dalbergia sissoo Roxb en

équivalent d’ acide ascorbique/acide caféique.

A partir des résultats obtenus, nous constatons que c’ est |es phases aqueuses des extraits
qui ont exhibé le pouvoir réducteur le plus éleve, cela peut étre expliqué non seulement par la
présence des composés phénoliques hydrophiles, riches en groupements OH, mais aussi par la
capacité de ces derniers a céder des électrons.
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En effet, il a éé démontré que la capacité réductrice est proportionnelle au nombre des
groupements OH (Chvatalova et al., 2008 ; Loo et al., 2008), I’ é&ude menée par Gardeli et al.
(2008) sur Pistacia lentiscus a montré entre autre que la capacité réductrice augmente quand

deux groupements hydroxyles sont orientés en positions ortho ou Para.
[11.3.2. Evaluation de |’ activité anti-radicalair e des extraits de Pistacia lentiscus

Parmi les mécanismes d’ actions des composés phénoliques des plantes médicinales les
plus étudiés in vitro, est celui de I’ activité scavenging des radicaux libres. Les tests se basent
sur I’ évaluation de la capacité de ces anti-oxydants a céder hydrogéne/el ectrons (Soobrattee et
al., 2005, Razali et al., 2008; Tomaino et al., 2010).

111.3.2.1. Letest de décoloration du radical cationique ABTS™
I1111.3.2.1.1. Activité anti-radicalaire contreleradical ABTS™ & 100 ug/ml

L’ activité antiradicalaire des extraits de Pistacia lentiscus et certaines molécules de
référence a été évaluée par la méthode TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity). Cette
méthode a donné le nom a un indice de pouvoir antioxydant, le TEAC (Trolox Equivalent
Antioxydant Capacity).

Il sSagit de la concentration exprimée en millimole d’ une solution de Trolox ayant la
méme activité antioxydant qu'une solution millimolaire de la substance testée. En
conséguence, lavaleur du TEAC est proportionnelle al’ activité antioxydant ( Djeridane et al .,
2006; Zielinka et Zielinski, 2011).

Le suivi de la cinétique de I’ activité antiradicalaire, pendant 6 minutes, a permis de
tracer les courbes figurant la variation des absorbances de chaque extrait et molécule de
référence testées en présence du radical cationique. La diminution de I’ absorbance indique
une bonne activité anti-radicalaire, les tracés (figure N°28) montrent clairement que tous les

extraits présentent des activités anti-ABTS™ trés importantes.
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Figure N°28 : Effet scavenger contre le radical ABTSe+ des extraits de feuilles de Pistacia lentiscus et certaines
molécules de référence a 100 pg/ml en fonction du temps.
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Figure N°29 : Effet scavenger contre le radical ABTS™ des extraits de graines de Pistacia lentiscus et certaines

molécules de référence a 100 pg/ml en fonction du temps.
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Comme le montrent les figures (N° 28 et 29), a I’exception de la quercetine, la
catéchine et les extraits de graines, tous les autres extraits et molécules de référence montrent
une stabilité de |'absorbance du radical apres la premiere minute de la réaction. Ces
absorbances (<0,7nm) enregistrées montre la sensibilité du radical cationique aux différents
extraits testés mais aussi |a grande capacité des extraits a piéger ce radical.

Dans ce modéle de réaction, les composés les plus actifs des extraits testés réagissent
immédiatement avec le radical pendant la premiére minute de la réaction, qui correspond ala
phase de chute des absorbances appelée I’ activité scavenging « fast», ou le taux d'inhibition
est maximal. Alors que les polyphénols les moins actifs réagissent avec le radical pendant la
deuxiéme phase dite lente qui est caractérisée par la stabilisation des absorbances jusqu’ ala6
" minute, ce point qui défini la totalité de I’ activité scavenging exprimée en pourcentage
(figure N° 30), et en terme de TEAC (Tableau N°VI1) (Villafio et al., 2004; Djeridane et al.,
2006; Samarth et al., 2008; Bhouri et al., 2010).

Les mémes constations ont été signalées par plusieurs auteurs concernant |’ aspect
cinétique de la réaction de piégeage du radical cationique ABTS™, qui est un marqueur de
I efficacité des antioxydants. Une étude réalisée par Ré et al. (1999) amontré que I'activité
scavenging du radical ABTSe+ par quelques composés phénoliques, dont les flavonoides, se

1ere

stabilise a partir de la minute de la réaction, aors que dautres (cyanidines, acide

4eme

coumarique) ne se stabilisent qu’aprés la minute a |'exception de la lutéoline et la

6eme

naringenine qui réagissaient méme apres la minutes. De méme Nakagawa et al. (2005)

4eme

ont noté la stabilité de I’ absorbance de la catéchine et ses dérives apres la minute.

D’autre part, les résultats obtenus par Arumugam et ses collaborateurs (2006) ont
montré encore une fois que la différence entre les activités anti- ABTS™ pendant la premiére
et la cinquiéme minutes sont vraiment négligeables. Par ailleurs, une autre é&ude menée par
Miliauskas et al. (2004), a révélé que I'activité des extraits méhanoliques de quelques
plantes médicinales testés se stabilise entre 0,25-0,5 minute, ce qui est confirmé par Guilgin et
ses collaborateurs (2010), en expliquant ains la sensibilité de ce dernier vis-avis des

substances utilisées.
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Figure N°30: Effet scavenger contre I’ABTS™ des extraits de feuilles et graines de Pistacia lentiscus et
certaines molécules de référence a 100 pg/ml. 1 : Extrait ethanolique, 2 : Extrait acétate d’ éthyle, 3: Extrait
aqueux acétate d'éthyle, 4 : Extrait du chloroforme, 5: Extrait aqueux chloroforme. 6 : Acide gallique, 7 :
Quercetine, 8 : Catéchine, 9 : BHA.

Les résultats de I'activité scavenging contre le radical ABTS™, exprimés en
pourcentage d'inhibition et en TEAC, sont illustrés dans la figure (N°30) et tableau (N°V1).
Aprés analyse de ces résultats, il ressort que le meilleur effet scavenger anti- ABTS™ est
enregistré par les standards flavonoiques testés notamment la quercetine et la catéchine qui
présentent une différence significative par rapport aux extraits de P. lentiscus avec des valeurs
de 96,50% et 95,93% respectivement. La divergence des résultats entre les antioxydants
utilisés pourrait étre attribuée a plusieurs facteurs. En effet, dans la littérature, beaucoup
d auteurs ont mené des recherches afin d expliquer lemécanisme de la réduction de
I”’ABTSe+ par les composés phénoliques (Cal et al., 2006 ; Heo et al., 2007 ; Zielinska et
Zielinski, 2011) dont la quercetine et la catéchine (Nakagawa et al., 2005 ; Osman et al.,
2006). Ces derniers ont pu prouver gque |'oxydation de la catéchine par le radical cationique
ABTS™ se produit au niveau du cycle aromatique A. Cela est dii au fait que la partie de
phloroglucinol de ce cycle pourrait facilement former des liens d’hydrogene avec les radicaux
(figure N°31).
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Figure N°31: Réaction du cation ABTS™ avec un antioxydant (Catéchine) ( Osman et al., 2006).

En outre, 1l est connu que les phénols peuvent étre oxydeés par les radicaux libres en
radicaux phénoxyles, Rice-Evans et al. (1996) et Duenas et al. (2010), ont démontré, que la
guercetine est un puissant réducteur et que malgré la similitude structurale entre la catéchine
et la quercetine, les différences des acidités de leurs groupements hydroxyles et |a capacité de
stabiliser le radical phénoxyle, fait de la quercétine un puissant antioxydant par rapport a la
catéchine, vu sa grande capacité pour la délocalisation d'électron et la stabilisation des
radicaux phénoxyles, ceci est di a sa structure chimique notamment |a conjugaison entre le
cycle A et B assurée par le group 4-0xo0, les groupements hydroxyles C3 et I’insaturation 2,3
dans le cycle C, qui n'existe pas dans la structure de la catéchine, induisant de ce fait a des
produits d'oxydation plus stables que dans le cas de la catéchine (Rice-Evans et al., 1996 ;
Duenas et al., 2010),

Pour cequi et des feuilles de Pistacia lentiscus, encore unefois, les résultats révelent
gue I’ extrait ethanolique possede une forte activité anti -radicalaire qui est de 91,16 % , notant
une valeur de TEAC (194,35 m mol Trolox/g d’ extrait), un trés bon effet qui peut ére expliqué
par la présence d'un effet synergique entre tous les composés dans cet extrait brut. Cette activité
et smilaire acele des extraits agueux de chloroforme et aqueux d acétate d’ éhyle avec des
valeurs de 90,55% ou 244,16 mmol trolox/g d’ extrait et 90,50 % ou 181,74 mmol Trolox/g
d’extrait, respectivement, semblables a celles de I’ acide gallique et |’ antioxydant synthétique
BHA (P<0,05). Une valeur de TEAC de 0,2 mmolTrolox/g d extrait a été rapportée par
Djeridane et al. (2007), pour I'extrait brut des feuilles de Pistacia lentiscus, un effet
hautement inferieur & celui obtenu dans notre étude. De méme, nombreuses sont les éudes
ayant rapporté de faibles résultats comparativement aux notre, en utilisant le méme protocole
expérimental, sur plusieurs extraits bruts, notamment, |’ extrait brut des feuilles de Pistacia
terebinthus avec seulement 85,06 mmol Trolox/g d’ extraits (Kavak et al., 2010 ), I’extrait
brut des feuilles d’ une plante (Cotinus coggygria Scop) de la méme famille que P. lentiscus
exhibe une valeur de TEAC de 7,05+0,19mM (lvanovaet al., 2005) .
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Aucune différence significative n’est affichée entre les vaeurs notées par les extraits
chloroforme et acétate d’ éthyle contre le radical cationique ABTS™, ces activités qui sont
respectivement (85,02%ou 101,77mmloTrolox/g d'extrait) et (83,96% ou 96,02 mmlo
Trolox/g d'extrait), restent assez fortes en les comparant a celles rapportées par plusieurs
chercheurs en utilisant la méme méthode que celle appliquée dans notre étude. Ben Sghaier et
ses collaborateurs (2011), ont abouti a un résultat largement inferieur avec 84% a une
concentration de 500ug/ml de I'extrait du chloroforme des feuilles de Teucrium
ramosissmum. De méme, |’extrait du chloroforme des feuilles de Chromolaena odorata
appartenant a famille Asteraceae a donné, a une concentration de 100pg/ml, un effet
scavenger du radical cationique ABTS™ de 18,92% malgré sa richesse en phénols totaux
comparé a P.lentiscus (Srinivasa Rao et al. 2010). Ceci confirme que |’ activité dépend non
seulement de la quantité en composes phénoliques mais également de leur nature chimique.

Tableau N°VI: Activité anti-radicalaire contre le radical cationique I' ABTS™ en (TEAC) (mmol eq trolox/g
d’extrait) a 100ug/ml des extraits de feuilles et de grainesde P. lentiscus.

Effet anti-radicalaire contre!’ ABTS™ (TEAC)(mmol Trolox/g d'extrait)

Extraits Feuilles Graines
Ethanol 194,34+26,82° 3,63+0,13°
Acétate d’ éthyle 96,02+0,66" 1,93+0,59°
Aqueux acétated’ éthyle  181,74+15,07° 10,74+0,78°
Chloroforme 101,77+7,73° 3,29+0,73°
Aqueux chlorofor me 244,16+79,99" nd

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + |'écartype.
-Les valeurs désignées avec |es mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

Pour les graines nous avons constaté, une différence significative entre tous les extraits
avec une activité élevée exhibée par I'extrait aqueux d acétate d'éthyle avec 46,58% ou
10,74mmol Trolox/g d’ extrait, résultat hautement supérieur a celui des graines de Pistacia
vera avec 0.015+ 0.001 mmol Trolox/g d’extrait (Tomaino et al., 2010). Par ailleurs |’ extrait

du chloroforme enregistre une activité de 20,26%o0u 3,29 mmol Trolox/g d’ extrait.

Contrairement au résultat obtenu par I’ extrait brut des feuilles, celui des graines exhibe
une faible activité anti-ABTSe+ qu'avec 17,53 % ou 3,63 mmolTrolox/g d extrait. Cette
activité est largement faible par rapport a celle obtenue par |’ extrait ethanolique des graines de
Sesamum indicum Linn (Pedaliaceae) (1282ug trolox/mg d’ extrait) (Visavadiya et al., 2009),
cependant, il est assez satisfaisant en le comparant a celui des fruits de Nephelium
lappaceum avec 3.07 £ 0.003 mMtrolox /mg d’ extrait (Tachakittirungrod et al., 2007).
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L’ extrait acétate d’ éthyle a donné I’ activité la plus faible en enregistrant les valeurs de
13,20 % et 1,93mmol Trolox/g d extrait. Nos résultats sont en accord avec plusieurs études
réalisées sur des plantes médicinales citons; Luo et ses collaborateurs (2009) ayant obtenus
un tres faible effet scavenger de |’ extrait acétate d’ éhyle des fruits de Phyllenthus emblica L.
avec unevaleur TEAC égalea 1.56 + 0.05ug/ml.

Cette faible activité de la plus part des extraits de graines peut s expliquer, par
I'inaccessibilité des composés contenus dans ces extraits aux sites d’ oxydations de ce radical a

cause d' un encombrement stérigue (Osmane et al.; 2006).
[11.3.2.1. 1.Activité anti-radicalaire contreleradical ABTS™ a différentes concentrations

Tous les extraits de feuilles, graines et quel ques mol écules de référence ont été testés a
une gamme de concentrations allant de 1,562 a 100ug/ml, dans le but d'exprimer les résultats
en termes d'1Csp et de confirmer si cet effet serait di a leurs richesses en composés

antioxydants ou d0 a une forte concentration en ces derniers.
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Figure N°32. Effet scavenger contre leradical ABTS™ de tous les extraits de feuilles de P. lentiscus et certains
standards a différentes concentrations.
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D’aprés la figure (N°32), on remarque que toutes les courbes ont le méme profil de
variation, ol I’ activité scavenging du radical ABTS™ est proportionnel & la concentration
d’extrait testé. Mais auss il est a noter que ces tracés exposent deux phases le long des
concentrations, I’une qui marque une évolution brutale dans I’activité scavenging de ce
radical et I’autre par une stabilité de cette derniere. En effet, entre 1,562-6,25ug/ml, le taux
d’inhibition du radical cationique par |’ extrait aqueux de chloroforme et la catéchine atteint
presque le maximum avec une valeur supérieure a 83% puis tend a se stabiliser sous forme

d’un plateau jusqu’ a 100ug/mi.

De méme, I'activité scavenging des autres extraits notamment, |’agueux d acétate
d éthyle, I'extrait brut ainsi que I’ acide tannique évolue de la méme maniére mais avec une
stabilité de leurs activités (90,02% 89,15% et 91,14% respectivement) a partir d'une
concentration de 12,5ug/ml.

L’ acide tannique avec une activité de 95,85%, présente le taux le plus élevé de tous les
extraits et standards testés a 50ug/ml, un résultat tres proche de celui obtenu par Gulgin et
al.(2010) qui ont montré une activité anti-ABTS™ dose-dépendant de I’ acide tannique avec
un maximum de 96,9% a 45ug/mil.

Les extraits organiques montrent le méme comportement avec une activité maximale
de 83,54% enregistrée pour |’ extrait acétate d' éhyle suivie par |’ extrait chloroforme (80,27%)
a une concentration de 25ug/ml, a partir de cette concentration I’activité se stabilise.
Arumugam et al. (2006) ont signalé un effet scavenger de 95% de I’ extrait acétate d’ éthyle
des feuilles de Mentha spicata, a une concentration de 20ug/ml, un taux supérieur a notre
résultat, tandis que celui du chloroforme estimé a 22%, testé a la méme concentration, reste

largement inferieure a celui de Pistacia lentiscus.

Par ailleurs, seul I’ acide gallique qui a montré un effet dose-activité sans aucune phase
de stabilisation. Il est connu que Pistacia lentiscus, comme d’ autres plantes de méme espece,
sont riches en gallotannins. En effet, deux gallotannins a savoir le Pistafolin A et Pistafolin B
ont été isolés des feuilles de P. weinmannifolia et ont exhibé une activité scavenging du
radical cationique d’'une maniére dose-dépendante enregistrant ainsi des valeurs TEAC de
4.94, et 2.71, respectivement. Cette différence est dle a la présence du troisieme groupement
gdloyl dans Pistafolin A, responsable de la stabilité des radicaux phénoxyles (Zhao et al.,
2005).
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Figure N°33 : Effet scavenger contre le radical ABTS™ de tous les extraits de graines de P. lentiscus &
différentes concentrations.

D’apres les résultats obtenus a 100ug/ml des extraits de graines, une série de
concentration de 50, 100, 200, 300, 400, 500 pg/ml) a été testée dans le but de confirmer si
cette faible activité est dle a un effet pro-oxydant ou a I'inactivité des composés contenus
dans les différents extraits a scavenger le radical cationique ABTS™. En effet, mis a part
I’ extrait agueux d’ acétate d’ éhyle qui empreinte un profil d activité dose-dépendant exhibant
un taux maximal a 500ug/ml proche de 80%, tous les autres extraits ont presque enregistre le
méme taux que celui obtenu a 100pg/ml (figure N°33), avec de |égéres fluctuations a travers
les concentrations jusqu’a 500ug/ml. Cette constatation n'est pas valable pour |’ extrait
organique de chloroforme qui avec 25,34% a 200ug/ml note une diminution de son activité
jusqu’a atteindre 19,40% sous un phénomeéne pro-oxydant qui peut étre interprété par un

encombrement stérique des molécules de cet extrait (Hung et a., 2004)

Des résultats contradictoires ont été rapportés par une étude réalisée par Bhouri et son
équipe (2010), sur les fruits de P. lentiscus en testant les mémes concentrations, ou ils ont
signalé un effet scavenger dose-dépendant de I’ acide digallique, a partir d’ une concentration
de 0.05 mg/ml, le pourcentage d’inhibition était de 35%, et atteint 99% a des concentrations
de0,15et 0,2 mg/mL.
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Cette bonne activité peut étre expliquée par larichesse de ce flavonoide en groupements
hydroxyles Bhouri et al.(2010). Et lafaible activité des extraits de nos graines peut étre due a
leurs faibles teneurs en flavonoides. En effet ces métabolites secondaires selon Nijveldt et al.(
2001), sont connus pour leurs stabilisation des radicaux libres gréce a la haute réactivité de

leur groupements hydroxyles.
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Figure N°34 : Classement croissant des extraits (A) de feuilles, (B) de certaines molécules de référence et (C) de
graines, selon leurs I1Cs,. Eth : Extrait ethanolique, AE: Extrait acétate d' éthyle, Aq AE : Extrait aqueux acétate

d'éthyle, Chl : Extrait de chloroforme, Ag chl : Extrait aqueux chloroforme, A-gal: Acide gallique, A-tan :
Acide tannique,_Cat : Catéchine.

A base des données de la littérature la valeur |Csy est inversement proportionnelle a
I'effet scavenger dont les valeurs faibles indiquent un potentiel anti-radicalaire important. La
valeur 1C50 (concentration inhibitrice a 50%), est définie comme étant la concentration de
I’ échantillon exigée pour la neutralisation de 50% du radical libre (Molyneux, 2004 ; Villano
et al. 2007).

D’aprés le classement croissant montré dans la figure (N°34), on remarque que
I’ensemble des extraits de feuilles de P. lentiscus ont exhibé une trés bonne activité anti-
radicalaire manifestant ains de tres faibles 1Csp inferieures a 11ug/ml, cela confirme leur
comportement vis-&vis du radical ABTS™ souligné précédemment.

En effet, I'I1Cso de I’ extrait aqueux du chloroforme est la plus faible aveclug/ml suivie
de celle de la catéchine avec 2,05ug/ml. L’extrait aqueux d’ acétate d éthyle et |’ extrait brut
ont donné des ICsy similaires a celles de I'acide tannique avec 4,63 ; 4,40 et 4,86 pug/ml,
respectivement. Ces valeurs sont largement inferieures non seulement a celles des extraits

organiques, qui avoisinent 10ug/ml, mais aussi acelle de I’ acide gallique (19,11ug/ml).
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Cette grande activité localisée au niveau des extraits aqueux comparativement aux
organiques peut étre interprétée par la dissolution de la majeure partie des composes

phénoliques des feuilles dans |’ eau (Arumugam et al., 2006),.

Nos résultats témoignent d’ un bon pouvoir scavenger de tous les extraits, de feuilles vis-
avis du radical cationique ABTS™., comparativement aux |Csy rapportées par différents

auteurs résumeées dans le tableau suivant :

Tableau V11 : Exemples d’ éudes réalisées sur |’ activité scavenging de radical cationique ABTS™.

Plante (famille) Partie de plante Extraits ValeursdelCsy Références

Maytenusilicifolia racine Extrait brut|0.0036x  0.0003

(ethanolique) mg/mL Vellosal et al., 2007
Pseudarthria viscid Toute laplante Extrait brut (ethanol) | 81,00 +3,85ug/ml

Vijayabaskaran et al., 2010
Fabaceae
Amaranthus spinosus | feuilles Methanolic 147.50+ 2.61)
Hg/mL

(Amaranthaceae) Extrait brut Kumar et al., 2010
Ficus microcarpa L. (|feuilles Methanol 10.2 £ 0.0 pg/mL
M oraceae) Ao et al., 2008

Extrait brut
Chromolaena odorata | feuilles chloroforme 1,32mg/mi -
(Asteraceae) Srinivasa Rao et al., 2010
Hermannia Feuilles, tiges, fleurs | Extrait brut 2205 + 062
lavandufolia L po/mL Essop et al., 2008
Aphanamixis Ecorces Aqueux du méthanol 6,2(ng mL—1)
polystachya Krishnargju et al., 2009

Extrait agqueux 6,8(ng mL—1)
Eryngium maritimum || Feuilles Aqueux du methanol [0.28 £ 0.020
Crithmum maritimum | Feuilles Aqueux du méthanol | 0.11 + 0.004 Meot-Duros et al., 2008
Cakile maritima Feuilles Aqueux du méthanol [0.14 + 0.004

(mg/ml)

De la méme fagon et selon toujours la figure (N°34), nous constatons pour les graines
que les concentrations requises pour la neutralisation de 50% de la concentration de ABTS™
sont hautement supérieures a celles de tous les extraits de feuilles mais aussi des standards
suivant I’ordre croissant (voir figureN°34) (aqueux d acétate

d éthyle<éthanol<chloroforme<acétate d’ éthyle.
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Cet ordre est observé dans une éude réalisée par Sahreen et al. (2010) sur les fruits de
Carissa opaca. Plusieurs auteurs ont rapporté des valeurs de IC 50 plus faibles de différents
extraits de graines de plantes de mémes ou d’autres especes que P. lentiscus dont Pistacia
lentiscus (0.075 mg/ml) (Bhouri et al., 2010), Trigonella foenum graecum (117 pg/ml)(
Kaviarasan et al., 2007), Ficus microcarpa L. appartenant a la famille de Moraceae (9.2 +
0.1ug/ml) (Ao et al., 2008).

De ce qui précéde, il est a noter, que I’ effet piégeur du radical ABTS™ par les extraits
de feuilles est trés important comparativement a celui des graines méme a de faibles
concentrations, ce qui peut ére dd al’importance de la nature chimique de ses composés. La
grande activité des graines ou feuilles localisées au niveau des extraits agqueux expliquerait la
présence dans ces phases de la plus part des composés actifs de nature hydrosolubles riches en
groupements hydroxyles qui jouent un role primordia dans cette activité en neutralisant ce
radical par transfert d’ électrons ou de protons. Cette activité qui selon Cai et al. (2006) peut
étre attribuée au degré de I'hydroxylation des noyaux aromatiques, |I'arrangement des
groupements hydroxyles mais aussi au hombre de groupements galloyles et ortho-hydroxyl
dans le noyau benzene (Luo et al., 2011).

[11.3.2.2. Activité scavenging des extraits de P.lentiscus contre le radical anion
superoxyde (O")

L’ effet scavenger des extraits des feuilles de Pistacia lentiscus et des antioxydants
de référence (Acide ascorbique, Acide caféique), sur |’ anion superoxyde, a une concentration
de 100ug/ml, est évalué spectrophotometriquement, en suivant la diminution de la réduction
du NBT en formasan, par le superoxyde généré dans le systéme PMS-NADH.
111.3.2.2. 1. Activité anti-radicalaire contre le radical anion superoxyde (02°_) a 100
pg/mi

A la lumiére des résultats illustrés dans la figure (N°35), on déduit que le meilleur effet
scavenger est enregistré par les extraits aqueux. En effet, I’ extrait aqueux acétate d éthyle a
révélé |’ activité scavenging de I’ anion superoxyde la plus élevée (64,86 +£0,90%), largement
supérieure a celle exhibée par les molécules de référence, a savoir |'acide caféque
(50,59+2,61%) et I'acide ascorbique (40,09+0,87%). Suivi par |'extrait agueux du
chloroforme qui a montré une activité avoisinante celles des molécules de référence avec
44,50+0,34%.
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Figure N°35: Effet scavenger contre le radical anion superoxyde des différents extraits de feuilles de Pistacia
lentiscus et des molécules de référence a 100ug/ml. 1:extrait d'éthanol, 2 : extrait d’éthyle acétate, 3 : extrait
aqueux d'éthyle acétate, 4 : extrait du chloroforme, 5 extrait aqueux du chloroforme, 6 : Acide ascorbique, 7 :
Acide caféique.

Ce cas de figure a été rapporté par Senevirathne et ses collaborateurs (2006), en testant
I’activité anti-superoxyde de Ecklonia cavaon, ou les extraits agueux acétate d éthyle et
aqueux d’hexane qui ont exhibé un effet plus important que celui enregistré au niveau des
extraits organiques (chloroforme, acétate d’ éthyle, hexane). Cette activité peut étre expliquée
par la présence de composés phénoliques polaire dans ces extraits capables de neutraliser ce
radical par transfert d’ hydrogénes ou d’ é ectrons (Senevirathne et al., 2006).

Toutefois, aucune différence significative (P<0,05) n'est enregistrée entre |’ effet
scavenger de I'extrait éthanolique et I'acide ascorbique (37,09 2,13%). Cet effet est
comparable a celui obtenu par Gouthamchandra et al. (2010), qui, en utilisant le méme
protocole expérimental, ont rapporté un taux d'inhibition de 37,68+064% de |’ extrait
éthanolique des feuilles de Clerodendrum infortunatum (Verbenaceag). Les autres extraits
notamment I’ extrait du chloroforme et d acétate d’ éthyle sont marqués par un effet scavenger
faibles (13,21+4,39 et 9,84+1,40%, respectivement). Un effet scavenger négligeable de
I”anion superoxyde par I’ extrait acétate d’ éthyle des feuilles de Smilax excelsa L. est rapporté
par Ozsoy et ses collaborateurs (2008). Nos résultats sont en concordance avec les travaux
décrits par Srivastava et al. (2006), ou les taux d'inhibition d'anion par les extraits de
chloroforme et d’ acétate d’ éhyle des racines de Decalepis hamiltonii (Asclepediaceae) sont
de 0% et 13,7 +2,1%, respectivement, en utilisant le systéme PMS/NADH-NBT.
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La littérature regorge de méthodes non enzymatiques qui permettent la mesure de
I’ activité antiradicalaire de |’ anion superoxyde, les résultats obtenus, en appliquant la méthode
NBT/riboflavine, par Ben Sghaier et al. (2011), regjoignent les ndtres, ou ils ont montré un
faible effet scavenger de |’extrait chloroforme avoisinant 15%, des feuilles d' une plante
tunisienne caractérisée par les méme propriétés biologiques que Pistacia lentiscus, il s agit de

Teucrium ramosi Ssimum .

Nombreux sont les travaux a avoir rapporté que les graines exhibent une activité
antiradicalaire plus importante que celles des autres organes des végétaux dont ceux de Soong
et Barlow, 2004; Maisuthisakul et al., 2007; Falleh et al., 2008. Cependant, I'activité
scavenging de I’anion superoxyde des extraits de graines de Pistacia lentiscus, testés a
100ug/ml, présente des résultats négatifs. Ceci est probablement di a plusieurs facteurs, soit a
la structure des composants chimiques, a |’ absence des molécules ayant la capacité a piéger
I"anion, soit a un effet pro-oxydant, comme il peut étre di a leur pauvreté en flavonoides

comme rapporté par le dosage précédemment.

Une étude réaliseée par Skandrani et al. (2009) sur lesfeuilles de Moricandia arvensis
a signalé une activité négative des extraits brut, chloroforme et éther du pétrole contre I’ anion
superoxyde. De méme, Cet effet négatif a éé démontré par Chisté et al. (2011), sur cing
extraits dont éhanol:é&hyle acétate, éthanol: eau et acétate d'éhyle des graines de Bixa

orellana L.(Bixaceae).

Néanmoins, les résultats d’ une étude réalisée par Topcu et al. (2007) sur les extraits
acéetone et méthanol des fruits of Pistacia terebinthus démontre une bonne activité contre
I"anion superoxyde supérieure a 58 et 69%, respectivement a une concentration de 50ug/mil.
De méme Tomaino et al. (2010), ont rapporté une tres bonne activité des extraits de graine et
la peau des fruits de Pistacia vera L. (Anacardiaceae) contre ce radical (généré par le systéme
PMS-NADH-NBT). Cette différence peut étre attribuée a la polarité des solvants, aux
conditions climatiques ou bien aux différences génétiques des espéces ( Falleh et al., 2008 ;
Tomaino et al., 2010).

Des études récentes ont montré que les composés phénoliques, en particulier les
flavonoides, sont des antioxydants importants et de bons scavengers de 1’anion superoxyde.
Leur efficacité scavenger dépend de la concentration du phénol, le nombre et la position des
groupements hydroxyles (Yang et al., 2008 ; YouGuo et al., 2009; Fu et et al., 2010; Prasad
et al., 2010).
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Ces résultats sont appuyeés par des études antérieures réalisees sur la relation structure

activité qui ont démontré que

» lapartie gallate et la substitution au niveau des cycles A et C ont un faible impact sur

I activité scavenger de |’ anion superoxyde ;

» la présence des motifs structuraux notamment la double liaison C2=C3, les
groupements hydroxyles et la fonction 4oxo du cycle C ne sont pas indiqués
necessaires pour cette activité ;

» Alors que la substitution du groupement hydroxyle C6 du cycle A par un glucose
augmente |’ effet scavenger de I’ anion et la glycosylation des groupements hydroxyles
C8 et C3 du cycle A diminuel’ activité antioxydant ;

» De méme, la substitution des groupements OH dans le cycle B par des groupement
méthoxyles induit une remarquable diminution dans |’ activité (Taubert et al., 2003 ;
Milane et al., 2004; Wang et al., 2009; Zielinka et Zielinski, 2011).

Il semble donc, selon Taubert et al. (2003), que les groupements pyrogalloles et
catéchols sont les sites principaux des attaques des radicaux superoxydes, formant ainsi des
radicaux aroxyles, ces derniers peuvent étre stabilisés par un équilibre mésomerique donnant
une structure ortho-semiquinone sans la participation de |’ oxygene substituants aC-3, C-4, et
C-5dansla délocalisation de charge (Taubert et al., 2003)(Figure N°36)
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Figure N°36: Position des groupements OH des composés phénoliques intervenant dans la réaction
avec |'anion superoxyde (Taubert et al., 2003)

Les résultats de I’ activité scavenging obtenus par les extraits de graines aménent a la
guestion si elle est due a un effet pro-oxydant ou ala concentration des composés capables de

piéger | anion superoxyde ?
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[11.3.2.2.2. Activité anti-radicalaire contre [|'anion superoxyde a différentes

concentrations

Pour tenter de répondre a la question posée précédemment, les extraits des graines, ont
été testés a une serie de concentration (25, 50, 100,200, 300, 400, 500ug/ml). Les résultats
obtenus démontrent encore une fois un effet scavenger négatif de tous les extraits a toutes les
concentrations testées, malgré leurs teneurs notables en tannins. Ce résultat peut confirmer
I"implication de flavonoides dans |e piégeage de ce radical. Abdewahed et a.l (2007), ont noté

gue les dérivés galloyles des fruits de Pistacia lentiscus ont un effet pro-oxydant.

En ce qui concerne les feuilles, ce test a été refait pour les trois extraits ayant exhibé
les taux d'inhibition les plus élevés, ains que pour I'acide caféique en fonction de la

concentration. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure suivante :

—e— Agueux Acétate d'éthyle —m— Ethanol —=—Aqueux chloroforme

Acide cafeique

100

% Activité scavenging duradical superoxvde

0 25 50 75 100 125 150 175 200

Concentrations (ug/ml)

Figure N°37 . Effet scavenger contre |’ anion superoxyde de quelque extrait de feuilles de P. lentiscus et I’ acide
caféique a différentes concentrations.
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D’ apres la figure (N°37), tous les extraits de feuilles et | acide caféique présentent le
méme profil de variation ou le pourcentage d’ activité scavenging de |I’anion superoxyde est
proportionnelle a la concentration. En effet, a des concentrations tres faibles les extraits
aqueux exhibent de bonne activité qui atteint 89,98% a une concentration de 200ug/ml pour
I’extrait aqueux d'acétate d'éthyle, et 81,17% pour |’extrait aqueux du chloroforme, aors
gu'elle n"est que de 62,42% pour |'acide caféique, a la méme concentration. Manifestant
ainsi des ICsp représentées dans la figure (N°38). L’ extrait aqueux acétate d’éthyle note la
plus faible valeur avec 37,99ug/ml. Alors que I’ extrait agueux de chloroforme et la molécule

de référence montrent des I Cs presque similaire (114,84 et 116 pg/ml, respectivement).

Nos résultats témoignent un bon pouvoir scavenger de ces deux extraits aqueux, vis-a
vis de I’anion superoxyde comparativement aux résultats obtenus par Senevirathne et ses
collaborateurs (2006), sur les extraits agqueux acétate d éthyle et aqueux de chloroforme de
Eckionia cavaon, ou les ICs, obtenues sont de 367 et 1468 pg/mil, respectivement.
Egalement, les résultats rapportés par plusieurs auteurs, s averent plus faibles que les notres,
tous les extraits aqueux de feuilles de Limoniastrum monopetalum ont exhibé des ICs
supérieure a 120 mg/ml (Trabels et al., 2010) et ceux de Bauhinia forficata et Cissus
sicyoides, ont marqué des ICsp 90.0+4.4 pg/ml et 60.0+2.3pug/ml, respectivement (Khalil et
al., 2008). Ces observations suggéerent que la polarité du solvant et la nature des polyphénols

influent ’activité antioxydant (Trabelsi et al., 2010).
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Figure N°38: Classement croissant des extraits de feuilles et I’ acide caféique, selon leurs | Cx. . Etha : Extrait
ethanolique, Ag EA : Extrait aqueux acétate d’ éthyle, Ag chl : Extrait agueux chloroforme, A-Caf: Acide
caféique.
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Concernant |'extrait ethanolique, a des concentrations inferieures a 25ug/mi, il
n'enregistre aucun effet, cela peut étre expliqué par la concentration faible en composes
capables de piéger ce radical. A une concentration de 200 pg/ml, cet extrait exhibe un taux
de 69,04% enregistrant ainsi une 1Csy de 129,90 ug/ml, largement inferieure a celle rapportée
par Gouthamchandra et al. (2010), de I'extrait éthanolique de feuilles de Clerodendrum
infortunatum (1Csp =173pg/ml). Mais aussi a celle de I’ extrait brut méthanolique de feuilles
de Salvia miltiorrhiza (1Cso = 1.76 mg/ml) (Zhao et al., 2006).

Une autre éude établie par Benhamou et al. (2007), sur les feuilles de Pistacia
lentiscus et Pistacia atlantica a montré que I’ activité scavenging de |’ anion superoxyde (O;")
de I'extrait ethanolique de P. atlantica est supérieure a celle de P.lentiscus avec 19,3% et
14,16% , respectivement, a une concentration de 3 mg/ml, ce qui est probablement expliqué
par la concentration et la structure chimique des composes phénoliques des extraits testés
particulierement les flavonoides, acides galliques et ses dérivés, flavonols glycosylés
(myricetin et quercintine glycosylés) et anthocyanines delphinidines3-O-glycoside et
cyanidine3-O- glucoside).

La faible activité scavenging de la molécule de référence par rapport aux différents
extraits testés peut étre expliquée par la pureté de cette molécule mais aussi par la présence
d’ un effet synergique entre la gamme de composés existants dans les extraits (Shukla et a
2009). Les interactions synergiques entre les antioxydants dans le mélange font de I’ activité
I'antioxydant non seulement dépendante de la concentration, mais également de la structure et
la nature de ces derniers (Djeridane et al.,2006; Falleh et al., 2008).

Comme conclusion des résultats obtenus dans ce test, on peut dire que la présence de
I’ activité scavenging dans les extraits de feuilles et son absence dans ceux des graines peut
étre expliquée par la localisation des composés responsables de piégeage de I'anion
superoxyde seulement au niveau des feuilles.

111.3.2.3. Activité scavenging des extraits de P.lentiscus contre le radical monoxyde
d’azote (NO)
111.3.2.3.1. Activité anti-radicalair e contre le monoxyde d’ azote a 100pg/ml

L’ activité scavenging du radical monoxyde d’azote('NO) des différents extraits de

feuilles et de graines de Pistacia lentiscus a 100 pg/ml avec les standards (acide caféique,
acide gallique, quercetine, catéchine et BHA), exprimée en pourcentage d'inhibition, est

illustrée dans la figure suivante :
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Figure N°39: Effet scavenger contre le monoxyde d' azote des extraits de feuilles et de grainesde Pistacia
lentiscus et certaines molécules de référence a 100 pg/ml. 1 : Extrait ethanolique, 2 : Extrait acétate d’ éthyle,
3 : Extrait aqueux acétate d’ éthyle, 4 : Extrait de chloroforme, 5 : Extrait aqueux chloroforme. 6 :Acide
caféique, 7 :Acide gallique, 8 :Quercetine, 9 Catéchine, 10 : BHA

A premiere vue de cette figure, il est a noter qu'a I’ exception de la catéchine et la
BHA, tous autres standards et extraits testés des deux parties de la plantes ont montré de trés

bonne activité avec une différence significative (P < 0,05).

En analysant les résultats obtenus, on peut constater que tous les extraits de feuilles
ont exhibé des activités largement supérieures a celles montrés par les différentes molécules
de référence (P < 0,05). Mais aussi, contrairement aux trois tests antioxydant précédents, ¢’ est
les extraits organiques notamment le chloroforme et I'acétate d éthyle, qui exhibent les
meilleurs activités scavenging de monoxyde d azote avec 95,32 +1,41 et 93, 03 +0,62%
respectivement, part a rapport aux extraits aqueux de chloroforme et aqueux d acétate
d éthyle (85,04 1,90 et 79,37 1,77%, respectivement).

En comparant ces résultats a ceux obtenus par plusieurs auteurs, il S'avére que nos
extraits rapportent d’ excellentes activités. En effet, |’extrait du chloroforme des feuilles de
Chromolaena odorata testé a 100ug/ml n’a enregistré que 27,03+ 1,15% et atteint 90,28 +
0,52% a une concentration de5000ug/ml (Srinivasa Rao et al., 2010).
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De méme, I’ extrait éthanolique avec 90,09 + 2,27 % présente une trés bonne activité

par rapport a celle rapportée dans d autres travaux qui se sont intéresses a |’ é&ude de piégeage
de 'NO par des extraits de plantes de différentes familles, a titre d’ exemple, |’ extrait

éthanolique de feuilles de Clerodendrum infortunatum (Verbenaceag), testé a 100ug/ml, a
affiché une activité de 22,73+0,55% (Gouthamchandra et al. (2010). Le méme taux
d’inhibition a été exhibé par le extrait brut de Nasturtium officinale R. Br. (watercress), a la
méme concentration (Bahramikia etY azdanparast, 2010). Part ailleurs, Shukla et son équipe
(2009) ont enregistré a 100ug/ml un taux de 42,29%, des extraits ethanoliques de feuilles de

Stevia rebaudana (Asteraceae).

Néanmoins, des résultats similaires ont été rapportés par Kang et al. (2007) sur
I’ activité scavenging de ‘NO par des extraits méthanoliques bruts de deux plantes de famille

Araiaceag, il S agit de Panax quinquefoliumL. avec (89% ) et Panax ginseng (94%).

Concernant I’analyse des résultats des graines, plusieurs sont les remarques qui
découlent ; nous constatons, que contrairement aux résultats obtenus a partir  des tests
précedents, tous les extraits exhibent de tres bonnes activités scavenging de ‘'NO avec un taux
de 80+ 1,10% noté par I'extrait acétate d éhyle suivi de 71,88 £0,39%, 70,64 £2,02%, et
56 +96 +8,04% pour |’extrait brut, aqueux acétate d éthyle et chloroforme, respectivement.
Cela peut expliquer la présence des composés phénoliques en commun dans tous les extraits
actifs responsables de cette activité. Des résultats assez bons ont été signalés par Shukla et al.
(2009) ou I'extrait brut ethanolique des graine de Caesalpinia bonducella neutralise 58,29
+0,03% du radica monoxyde d’'azote dans le milieu réactionnel a une concentration de
100pg/ml. D’ autres auteurs ont rapporté des valeurs inferieures a celles-ci, Kumar et Kumar,
(2009) ont noté un effet scavenger du monoxyde d’ azote de 76.83+2.7%, a une concentration

de 2,5mg/ml de |’ extrait brut méthanolique des fruits de Vitis trifolia (Vitaceae).

111.3.2.3.1.1. Activité anti-radicalaire contre le monoxyde d’'azote a différentes

concentrations
La tres bonne activité scavenging du ‘NO obtenue par tous les extraits des feuilles et

graines a 100ug/ml nous a incité a les tester a différentes dilutions dans le but de déterminer
leurs 1Csp mais aussi de voir leurs comportements vis-avis de ce radical a différentes

concentrations.
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Figure N°40; Effet scavenger contre le radical monoxyde d’ azote de tous les extraits de feuilles de P. lentiscus
et certains standards a différentes concentrations.

Dans le cas des extraits de feuilles (Figure N°40), nous constatons que I’ effet
scavenger de tous les extraits et molécules de référence testés est dose-dépendant. En effet,
une progression linéaire de I’ activité est notée a des concentrations inferieures a 25ug/ml,
alors que au dela de cette derniére un plateau se forme, traduisant la stabilité de I’ activité
scavenging de 'NO, jusgu'a la concentration de 100pug/ml. De méme, Hazra et ses
collaborateurs (2008), en étudiant I’ activité antioxydant d' écorce d’ une plante appartenant ala
méme famille que Pistacia lentiscus nommée Spondias pinnata, ont rapporté une activité

dose-dépendante de I'extrait brut, avec un taux de neutralisation du radical 'NO estimé a

61.2% a une concentration de 70 pg/ml.

La méme constatation a €té signalée par Razali et ses collaborateurs (2008),
concernant I’ activité scavenging de ce radical de deux extraits de Anacardium occidentale
(anacardiaceae), notamment |’ extrait brut méthanolique et I’ extrait acétate d’ éthyle qui n’ont
enregistré que 50% et 24% a une concentration de 500ug/ml.
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A partir de ces courbes représentées dans la figure (N°40) nous avons déterminé les
ICso dont les plus faibles est celles des extraits du chloroforme et acétate d éhyle avec des
valeurs de 2,710 et 4, 40ug/ml, suivies de celles de I’ aqueux acétate d’ éthyle, extrait brut, puis
aqueux du chloroforme. Comme le montre la figure (N°42a) toutes les ICsy des extraits sont
largement inferieures a celles des standards qui exhibent des valeurs supérieures a 11,5ug/mil.

Ces résultats sont trés intéressants en les comparants a ceux rapportés par de
nombreuses éudes. En effet, la concentration nécessaire de I’ extrait d’ acétate d’ éthyle de
feuilles de Chromolaena odorata pour la neutralisation de 50% de ce radical est de 380ug/mi
(Alis et Onyeze, 2008). L’I1Cs, de I’extrait du chloroforme de feuilles de la méme plante
(Chromolaena odorata) est de 0.28 mg/ml (Srinivasa Rao et al., 2010). Celle d' extrait de
chloroforme de feuilles de Solanum pseudocapsicum, une plante appartenant a la famille
solanaceae est 70 .80+0,96 pug/ml, aors que I’ extrait acétate d éhyle a donné une valeur
supérieure a 7000 pg/ml ( Badami et al., 2005), des concentrations hautement supérieures a

celles obtenues dans cette étude.

De méme, d’ autres auteurs ont rapporté des | Cso des extraits brut supérieures acelle de
Pistacia lentiscus ou I’ extrait éthanolique de Striga Orobanchioides (Scrophulariaceae) a
enregistré une 1Csp 11.20 + 0.52 g/ml (Badami et al., 2003), celui de feuilles de Nasturtium
officinale (Brassicaceae) une valeur de 395.2ug/ml (Bahramikia etY azdanparast, 2010), alors
gue Vijayabaskaran et al. (2010) ont noté une concentration d’'inhibition 50% de 78.1+1.75
pg/ml) del’ extrait éthanolique de Pseudarthria viscida (Fabaceae). Flavonoide isolé a partir
de Orostachys japonicas exhibe une valeur d'1Csp de 34.2 + 0.75 mg/l (Lee et al., 2011).
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Figure N°41 : Effet scavenger contre le radical monoxyde d’ azote de tous les extraits de graines de P. lentiscus
et certains standards a différentes concentrations.

Apres|’analyse de lafigure (N°41), il S'avére que comme pour les extraits de feuilles,
I’effet scavenger de 'NO par les extraits de graines et molécules de référence est dose

dépendant ; cependant, il est a noter que tous les extraits exhibent une diminution de |’ activité
al’exception de I’ extrait acétate d’ éhyle qui maintient une linéarité dans I’ activité en fonction
de la concentration. En effet, I'’extrait aqueux d acétate d éthyle comme |’ extrait de
chloroforme notent une progression de I’ activité jusqu’a 25ug/ml ou ils enregistrent des taux
de 85,87 et 83, 88%, respectivement. Au de-la de cette derniére, une diminution de leur
activité est notée provoquant ainsi un effet pro-oxydant, cela est également observé au niveau
de I’ extrait brut a partir d’un taux d’'inhibition de 83,06 a 12,5ug/ml.

De méme, Silva et son équipe, en appliquant le méme protocole que celui de notre
étude, ont détecté un puissant effet scavenger de 'NO de 78.7 £ 1.3% de |’ extrait éthanolique

de Hypericum perforatum a 10ug/ml et diminue a 58.2 + 2.6%, a une concentration de
100ug/ml, due a I’ effet prooxydant des composés actifs qui se sont comportés comme des
oxydants a forte concentration (Silva et al., 2008). Ce qui s'est produit aussi au niveau de
I’ extrait acétate d' éthyle de Chromolaena odorata (Alisi et Onyeze, 2008).
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Cet effet pro-oxydant peut étre interprété par un encombrement stérique des composes

phénoliques contenus dans ces extraits responsables de piégeage de ce radical ou par la
saturation des groupements de ces molécules, sites de fixation de 'NO et leurs inaptitudes a

neutraliser la formation des ions nitrites par manque de compétition avec |’oxygene

moléculaire.
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Figure N°42 : Classement croissant des extraits (A) de feuilles, (B) de graines et (C) de certaines molécules
deréférence, selon leurs 1Cs. Eth : Extrait ethanolique, EA: Extrait acétate d’ éthyle, Aq EA : Extrait agueux
acétate d' éthyle, Chl : Extrait de chloroforme, Ag chl : Extrait agueux chloroforme, A-gal: Acide gallique,
Quer : Quercetine,_Cat : Catéchine.

Nos résultats sont loins d'étre proches de ceux de Rajeshwar et al. (2005) ayant
déterminé I'lCso de I'extrait méthanolique des graines de Mucuna pruriens (Fabaceag)
(52.5ug/ml) et de ceux de I'extrait de graine de Nelumbo nucifera avec une ICsy de
84.86+3.56g/ml (Rai et al., 2006).

D’autre études ont rapporté, également des valeurs de 102.65 Ig/ ml de I'extrait
ethanoligque de graines de Caesalpinia bonducella ( Shukla et al., 2009), mais auss une

concentration inhibitrice a 50% de 'NO de 98.8 pg/ml du méme extrait de graines de

Sesamum indicum(Pedaliaceae) (Visavadiyaet al., 2009).
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De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des
composés phénoliques et I’activité anti-NO, dont celle de Pollard et al. (2006), qui ont

rapporte I'implication des motifs structuraux des flavonoles aglycone, dont la quercétine, dans
cette activité; le groupement catéchol 3, 4 du cycle B, la double liaison C2=C3 et la
fonction 4-oxo. Ces constatations ont été appuyées par les études de Heim et al. (2002) et
Aquilano et al. (2008) ou une corréation positive entre le nombre de groupements OH

principalement du cycle B et cette activité a été établie.

Pour conclure, d’ apres les résultats de comparaison des extraits des feuilles et graines
selon leurs ICsp, 0N remargue que les extraits de graine sont les plus puissants. Ce résultat
peut étre expliqué par la présence des composés ayant les mémes structures chimiques dans
les deux parties de chague échantillon mais a fortes concentrations dans les graines, douées de
I"activité scavenging du monoxyde d'azote, qui par transfert d hydrogéne ou de protons

neutralise le radical et inhibe la formation des ions nitrites. De ce fait notre plante avec ses
deux parties peut ére un nouvel agent thérapeutique pour le piégeage de NO et dans la

régulation des pathol ogies causees par |la génération excessive de ce radical.

I11. 4. Lescorréations
[11. 4. 1. Corrélation des activités avec le contenu phénolique des extraits

L es composés phénoliques semblent contribuer de maniére trés importante au potentiel
antioxydant des extraits de plantes médicinales, a cet effet, les teneurs des extraits de
P.lentiscus en composés phénoliques ont été corrélées avec leurs activités antioxydants. Les

résultats obtenus sont résumés dans | e tableau suivant :

Tableau N°VIII : Corrélation entre les activités anti-radicalaires et les teneurs des extraits en composés
phénoliques.
FRAP ABTS+ O, *NO

Composés

phénoliques feuilles graines feuilles graines feuilles graines feuilles  graines
Phénolstotaux 0,85°/087°  0,93°/0,93" 0,66 0,60 0,44 / -0,49 -0,63
Flavonoides  0,92°/091° 0,551°/0,51° 0,48 0,46 0,30 / -0,32 0,24
Tannins -0,38%/-0,4° -0,4°/-04° -0,81 -0,56 -0,65 / 0,42 -0,30

NB - a: eq A Asc; b: eq A Caf
- Pour plus de détails voir annexe.
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[11.4.1.1. Corréation entrelateneur en composés phénoliques et le pouvoir réducteur

A partir des résultats obtenus, on constate de bons coefficients de corrélation entre la
teneur en phénols totaux et le pouvoir réducteur au niveau des extraits des graines (r = 0,93) et
des feuilles (r = 0,87) de P. lentiscus (Tableau N°XI11). Atmani et al. (2009) ont rapporté un
tres bon coefficient (r=0,96), entre les concentrations en phénols totaux et le pouvoir
réducteur des extraits des feuilles de la méme plante. De plus, plusieurs travaux dont parmi
eux; Maksimovic et al., 2005; Katalinic et al., 2006; Surveswaran et al. 2007; Prasad et al.,
2010, ont rapportée des résultats similaires, en appliquant la méthode FRAP.

De méme, pour les extraits des feuilles, les teneurs des flavonoides, sont en
corrélation tres étroite avec cette activité. Néanmoins un coefficient de corrélation moyen est
établi pour les extraits de graines (r=0,51). A I'inverse des phénols totaux et les flavonoides,
les tannins ne semblent pas étre impliqués dans le pouvoir réducteur des extraits des deux
parties éudiées de la plante (tableauN® VII1).

[11. 4. 1.2. Corrélation entre la teneur en composes phénoliques et I’ activité scavenging
du cation ABTS™

Dans cette étude, la détermination des coefficients de corréation entre les phénols
totaux et les flavonoides a révélé des valeurs positives moyennes autant pour les extraits des
feuilles avec r= 0,66 et r=0,48 respectivement, que pour ceux des graines (r=0,60 et r=0,46).
Djeridane et al. (2007) ont enregistré une corrélation linéaire entre la teneur en phénols
totaux, flavonoides et |’ effet scavenger des extraits de 11 plantes médicinales Algériennes
avec r= 0,83, r= 0,33 respectivement.
Cependant des coefficients de corréation négatifs sont établis entre la teneur en tannins et
I’ effet scavenger de radical cationique des extraits de feuilles et de graines, suggérant que
I’ effet scavenger du radical ABTS™ de cette plante ne serait pas attribuée & sa composition en
composes phénoliques seulement étant donné que tous les extraits de feuilles de P. lentiscus
ont exhibé des activités supérieures a 80%.
[11. 4. 1.3. Corrélation entre la teneur en composes phénoliques et I’ activité scavenging
del’anion superoxyde

D’ apres les figures (annexe 3 et tableau tableau N° VI11), il est a noter, que des

coefficients de corréation positifs faibles ont été obtenus entre la teneur en phénols totaux,
flavonoides et I’ effet scavenger de I’anion superoxyde des extraits de feuilles (r= 0,44 et
r=0,30) respectivement. Cela explique que rien que 44% et 30% de cette activité exhibée par

les extraits de feuilles résultent de la contribution de phénols totaux et flavonoides
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respectivement. Pargjo et al. (2003) ont rapporté une bonne corrélation entre la teneur en

phénols totaux, de dix plantes médicinales, et cette activité qui varie entre 0,58 et 0,97.

D’autre part, un coefficient de r= -0,65 est obtenu entre |a teneur en tannins et le
pourcentage d’inhibition de ce radical, ce résultat est en accord avec celui Falleh et son
équipe (2008) ou un coefficient de r= - 0,68 est enregistré entre la teneur en tannins et |’ effet
scavenger de I'anion superoxyde de I'extrait méthanolique de Cynara cardunculus

(Asteraceae),

111.4.1.4. Corrélation entre la teneur en composés phénoliques et |’ activité scavenging de
monoxyde d’ azote

La corrdlation entre |’ effet anti-sNO des les extraits de feuilles et de graines de
P.lentiscus et leurs teneurs en composés phénoliques a révélé des coefficients de corrélation
faibles positifs et négatifs (voir tableau N°V1I1). Ces résultats témoignent de I’ implication des
composes non phénolique dans cette activité. Kumari et Kakkar (2008) ont estimé que 97,5%
des composés phénoliques de Crataeva nurvala contribuent a I’ effet scavenger de *NO,
cependant, ils ont estimé une trés faible corré ation entre cette activité et lateneur en tannins.

D’aprés tous ces résultats obtenus, il est clair qu'il ya une contribution d’ autres
antioxydants dans les différentes activités testées tels que les terpénes, vitamines, caroténoides
(Javanmardi et al., 2003). Effectivement, Il a éé rapporté que P. lentiscus est riche en a-
tocophérol (Kyvcak et Akay, 2005) et en monoterpenes, en huiles essentielles et
triterpenoides (Castola et al., 2000; Fernandez et al., 2000; Dogan et al., 2003; Chryssavgi et
al., 2008; Amhamdi et al., 2009).

[11. 4. 2. Corrélation entreles activités antioxydants

Etant donné que les composés phénoliques sont connus pour leurs propriétés de
neutralisation des radicaux libres soit par transfert d éectrons ou d hydrogéenes, une
corrélation entre les différents tests antioxydants est entreprise dans le but de déterminer la
nature de cette corrélation et de vérifier si ces composés qui contribuent dans ces activités.
Il a été rapporté par plusieurs études ( Nilsson et al., 2005; Surveswaran et al., 2007; Vasco
et al., 2008; Du et al., 2009; Pasko et al., 2009) qu’un bon pouvoir réducteur peut prédire une
bonne activité antioxydant mais ce n’est pas toujours le cas . Effectivement, des coefficients
de corrélation moyens positifs ont été obtenus entre les tests antioxydant FRAP - ABTS™ et

FRAP - O¢" des extraits de feuilles de Pistacia lentiscus (voir tableau N°IX).
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Alors gu’une bonne corrélation est enregistrée entre les tests FRAP et ABTSe+ des extraits
des graines (r= 0, 79) suggérant que 79% des composés antioxydants interviennent dans ces

deux activités, un tel résultat a été rapporté par (Chang et al., 2007).

Tableau N°I X :Corrélation entre les activités antioxydants des extraits des feuilles et des graines

Activité FRAP ABTS* Oy ‘NO
antioxydant - - - - . - - -
feuilles graines feuilles graines feuilles graines feuilles graines
FRAP 1,00 1,00
ABTS* 0,61°/0,65° 0,79°/0,79" 1,00 1,00
O 0,53°/0,56° / 0,84 / 1,00 /
‘NO -0,59%-0,62° -0,53°/-053° -0,71 -0,13 -0,94 / 1,00 1,00

NB - a eq A Asc; b: eq A Caf
- Pour plus de détails voir annexe.

Par ailleurs des corrélations entre les tests anti-radicalaires ont été également établies,
ou le coefficient le plus devé est enregistré entre les résultats des tests ABTS™- O, des
extraits des feuilles avec r=0,71. Ce résultat concorde avec celui obtenu par Chen et Yen
(2007) des deux tests ABTS™- O, des extraits des feuilles de Psidium guajava L.

Quant aux résultats des tests anti-(NO-O,") des extrait de feuilles, ont noté une relation
inversement proportionnelle en exhibant un coefficient de r= -0,88. De méme, cette relation
est retrouvée entre les deux activités ABTS ™ -sNO des extraits de feuilles et des graines (r= -
0,70 et r="-0,13 respectivement).

L’ensemble des résultats obtenus indiquent que I'utilisation des différents tests
antioxydant renseigne sur la variation des mécanismes d’ actions des composes contenus dans

les extraits de P. lentiscus contre les radicaux libres.

[11.5. Evaluation de I’ activité antioxydant des fractions chromatographiques des extraits
actifsde Pistacia lentiscus

Les extraits de feuilles et graines de P.lentiscus ayant montré de fortes activités
antioxydants et les extraits bruts ont été fractionnés au moyen d’une chromatographie sur
colonne. Ainsi, différentes fractions ont été récupérées selon leur affinité pour |'adsorbant et
leur solubilité dans les systemes d'éution utilises. Ces fractions ont été testées dans le but

d évaluer leur activité antioxydant.
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[11.5.1. Mesure du pouvoir antioxydant (FRAP) des fractions chromatographiques des

extraits actifs de Pistacia lentiscus

Les résultats représentés dans les figures (N°43) et (N°44) indiquent des différences

significatives entre les fractions de chague extrait en équivalent acide ascorbique/acide

caféique a |’ exception des trois derniéres fractions de I’ extrait aqueux du chloroforme des

feuilles et les deux dernieres fractions de I’ extrait éthanolique et aqueux acétate d éthyle des

graines qui n’enregistrent aucune différence significative (P<0,05).
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Figure N°43: Evauation de I'activité antioxydant par la méthode FRAP des fractions des extraits; (A)
éthanolique, (B) : aqueux acétate d’éthyle, (C) : aqueux du chloroforme, des feuilles de Pistacia lentiscus en
équivalent d' acide ascorbique/d’ acide caféique.
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En examinant cette figure (N°43), il en ressort que I’activité réductrice des trois
extraits fractionnés s est concentrée au niveau des premiéres fractions F1 et F2 pour |’ extrait
brut et F2 et F3 pour les extraits aqueux. Alors que les autres fractions enregistrent des
activités trés faibles voire méme nulles. Ce qui nous laisse dire que |es composés responsabl es

de cette réduction sont de nature apolaire ou d’ une polarité moyenne.

En effet, avec un taux de 22,04+0,66 mg Eq A Asc/g fraction et 19,18+0,51 mg Eq
Acaf/g fraction, la premiére fraction de |’ extrait d’ éthanol, éluée par un mélange de solvants
le plus apolaire (chloroforme : acétate d’ éthyle), vient apres la deuxieme fraction F2 éluée par
le systeme (acétate d’ éthyle: méthanol) qui note une activité de 23,80+0,32 mg Eq A Asc/g
fraction et 20,54+0,25 mg Eq A.caf/g fraction. Cette derniere est moins active non seulement
par rapport a celle de I’ extrait agqueux acétate d’ éthyle (40,08+0,07 mg Eq A Asc/g fraction et
33,13+0,05 mg Eq Acaf/g fraction) mais aussi largement inferieure a celle de I’aqueux du
chloroforme qui exhibe une activité réductrice élevée avec 266,30+6,58 mg Eq A Asc/g
fraction et 240,00+5,09 mg Eq Acaf/g fraction. La méme tendance de variation de I’ activité
est notée entre les fractions F3 récupérées par le mélange (méthanol : eau) des trois extraits

actifs desfeuilles de Pistacia lentiscus.

Ces résultats sont en concordance avec ceux d une étude récente réalisée par Jeong et
ses collaborateurs (2011), en appliquant la méthode FRAP, ou le fractionnement de I’ extrait
brut de feuilles d'une plante médicinde Zanthoxylum piperitum, dont les usages
thérapeutiques sont les mémes que celles de Pistacia lentiscus, par six systemes d'élution a
polarité croissante a base d'un mélange du chloroforme et méthanol, a révélé un pouvoir
réducteur plus important au niveau des fractions de polarité moyennes a savoir celles éuées

par les systemes méthanol/chloroforme (1 :4) et (1: 2).

En ce qui concerne les graines, comme pour les feuilles, les premieres fractions ont
noté les meilleures activités réductrices du fer (p<0,05 ) a savoir F1 et F2 pour les extraits
brut et chloroforme et F1, F2 et F3 pour |’ extrait aqueux acétate d éthyle. Néanmoins, ces

activités restent trés faibles par rapport a celles des fractions actives des extraits de feuilles.
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Figure N°44: Evaluation de I'activité antioxydant par la méthode FRAP des fractions des extraits; (A)
éthanolique, (B) : aqueux acétate d’ éthyle, (C) : du chloroforme, des graines de Pistacia lentiscus en équivalent
d’ acide ascorbique/d’ acide caféique.

Apres analyse des figures (N°44A, 44B, 44C), on constate que la premiére fraction F1
éluée par le systeme (chloroforme: acétate d’éthyle) de I'extraits aqueux acétate d’éthyle
exhibe une activité réductrice la plus élevée avec 15,19+0,82 mg Eq A Asc/g fraction
€t13,88+0,64 mg Eq Acaf/g fraction. Suivie par celle issue de I’ extrait du chloroforme puis
celle de I'extraits brut (10,54 +0,11mg Eq A Asc/g fraction et 10, 28+0,09 mg Eq Acaf/g
fraction et 9,81+0,30mg Eq A Asc/g fraction et 9,71+0,23 mg Eq Acaf/g fraction,
respectivement). Ces fractions présentent des activités proches de celle de leurs extraits natifs
(15,64mg Eq A Asc/g fraction et 13, 52 mg Eq Acaf/g fraction) et (13, 54mg Eq A Asc/g
fraction et 11, 89 mg Eq Acaf/g fraction) et (7,02mg Eq A Asc/g fraction et 6,85 mg Eq
Acaf/g fraction), respectivement.
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Néanmoins, seule la fraction 2 éluée par acétate d éhyle: méthanol de I’ extrait brut
gui a montré un pouvoir réducteur plus éevé que celui de son extrait natif. De plus, cette
fraction a présenté une grande activité par rapport a celle des deux autres extraits fractionnés.
La fraction F3 de I’ extrait aqueux acétate d’ éthyle a noté un pouvoir réducteur supérieur non
seulement a ceux des autres extraits mais aussi a ceux des autres fractions qui restent destrois
extraits (p<0,05).

De ces résultats on peut déduire que le pouvoir réducteur de I’ extrait agueux acétate
d ethyle et du chloroforme est du a un effet synergique entre les molécules présentes dans ces
fractions actives. Un effet antagoniste est expose par les fractions de |’ extrait brut qui peut
étre interprété par I’ encombrement stérique. En effet, une récente étude réalisée par Hidalgo et
al. (2010), ont démontré la présence de cet effet tant synergique que antagoniste entre une
gamme de composés phénoliques a savoir les flavonoides, en appliquant la méhode FRAP,
ou |'effet synergique est observé juste dans le cas d’un mélange de molécule isomolaire,
néanmoins |’ effet antagoniste peut apparaitre méme en respectant ce rapport, c’est le cas de
présence de myricetine avec quercetine, 1:1, mais aussi en présence de mélange de peonidin-
3-glucoside et malvidin-3-glucoside, correspondant aux anthocyanins, qui possede le 3'-OMe
et les groupes 3'- et 5'-OMe dans le cycle B-, respectivement, et la co-présence de

peonidin-3-glucoside avec dél phinidin-3-glucoside dans le mélange.

Sdlon I’ensemble de tous les résultats obtenus dans lafigure (N°43) et (N°44), Il est a
noter que le pouvoir réducteur des fractions de tous les extraits testés est inversement
proportionnel ala polarité, ce qui nous laisse dire que les composés réducteurs sont de nature
apolaire, voire méme de polarité moyenne. Cependant les fractions polaires sont caractérisées
par des activité réductrices dont les valeurs en équivalent d’ acide caféique sont plus élevée
gue cele en équivalent dacide ascorbique, ce qui peut ére expliqué par le nombre
(Chvatalova et al., 2008) et la positions des groupements OH contenus des ces antioxydants

qui entrent dans le mécanisme d’ action.
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[11.5.2. Activité anti-radicalaire des fractions chromatographiques des extraits actifs de

Pistacia lentiscus a 100ug/ml

111.5.2.1. Activité scavenging du radical cationique ABTS™

[11.5.2.1.1. Lacinétiquedel’activité antiradicalaire

Les résultats de la variation des absorbances du radical ABTS™ en fonction du temps

en présence des différentes fractions chromatographiques des extraits actifs de feuilles et de

graines et quelques molécules de référence obtenus a une concentration de 100 pg/ml sont

illustrés dans les figures (N°45) et (N°46) suivantes .
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Figure N°45: Effet scavenger contre le radical ABTS™ des fractions des extraits actifs (A) éhanolique, (B) :
aqueux acétate d' éthyle, (C) : agueux du chloroforme, de feuilles de Pistacia lentiscus et certaines molécules de
référence a 100 pg/ml en fonction du temps. Cont : Controle, E : Fractions 1-6, A-gal : Acide gallique,

Quer :Quercetine, Cat : Catéchine.
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L’ ensemble des représentations graphiques dans la figure (N°45) indique la stabilité
de I’ absorbance du radical cationique ABTS™ en présence de la majorité des fractions actives
et des molécules de référence apres la premiere minute, comme indiqué pour leurs extraits
natifs. A I’ exception de la catéchine, les fractions F2 de tous les extraits actifs et la fraction F3
de I’aqueux acétate d' éthyle qui marquent une diminution de |’ absorbance jusgu’ a la derniere
minute de la réaction. Ces absorbances sont largement inférieures a celle du contrdle (0,70),

ce qui traduit une grande activité scavenging de ce radical. Cela est absent au niveau des deux

derniéres fractions F5 et F6 de tous les extraits ayant enregistré un trés faible effet scavenger.
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Figure N°46: Effet scavenger contre le radical ABTS™ des fractions des extraits actifs (A) éthanolique, (B) :
aqueux acétate d' éthyle, (C) : chloroforme, de graines de Pistacia lentiscus et certaines molécules de référence a
100 pg/ml en fonction du temps, Cont : Contréle, E : Fractions 1-6, A-gal : Acide gallique, Quer :Quercetine,
Cat : Catéchine.
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La méme constatation est soulevée dans la figure (N°46) ou I’ absorbance du radical
en présence de toutes les fractions des extraits actifs de graines est tres proche de celle du
contréle avec des valeurs alant de 0,69 a 0,6786. Alors qu’une tres grande différence entre
ces absorbances et celles de toutes les molécules de référence est mise en évidence reflétant
ainsi des activités scavenging tres faibles.

Seules au niveau des deux fractions F2 et F3 de I’ aqueux acétate d'éthyle qu'il y'aeu
une légére diminution dans I'absorbance du radical pendant la premiére minute, et atteint
0,6550 et 0,6612, mais qui tendent a se stabiliser jusqu’alafin de laréaction a des valeurs de
0,6328 et 0,6443, respectivement.

111.5.2.1.2. I'activité anti- ABTS™ en terme de pourcentageet TEAC

L’ activité scavenging du radical cationique ABTS™, exprimée en pourcentage
d’inhibition et en terme de TEAC, des différentes fractions chromatographiques des extraits
actifs de feuilles et de graines de Pistacia lentiscus et quelques molécules de référence testées
a100ug/ml est illustrée dans les figures (N°47) et (N°47) et les tableaux (N° X) et (N° XI1) ci-

dessous :

L’ analyse statistique montre clairement des differences significatives (p<0,05) entre
toutes les fractions des extaits actifs de feuilles et de graines avec |es molécules de référence,
et entre les fractions du méme extrait. Néanmoins, aucune diffrence n’est enregistrée entres la
fraction Flet F3 et entre les deux fractions F5 et F6 issues de |'extrait brut. La méme

observation est notée entre F2, F3, F5 et F6 del’ extrait agueux du chloroforme.

En analysant les résultats illustrés dans la figure (N° 47), on remarque que |’ effet
scavenger contre I’ ABTS™ est enregistré principalement au niveau des premiéres fractions de
chague extrait actif. En effet, les fractions F2 et F3 de I'extrait aqueux de chloroforme
exhibent les meilleures activités avec 87,95+0,61% et 87,52+0,57%, respectivement, proches
de celle de leur extrait natif (90,55%), exprimant ains les valeurs les plus él evées en terme de
TEAC (20,45x0,14 et 20,38+0,12 mmol Trolox/g de fraction, respectivement), suivies par la
fraction F3 de I'extrait agueux acétate d éthyle (81,30+0,03% et 18,37mmol trolox/g de

fraction).
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Figure N°47 : Effet scavenger contre I’ ABTS™ des fractions des extraits actifs (A) éthanolique, (B) : aqueux
acétate d’ éthyle, (C) : aqueux du chloroforme, de feuilles de Pistacia lentiscus et certaines molécules de
référence a 100 pg/ml. E : Fractions 1-6, A-gal : Acide gallique, Quer : Quercetine, Cat : Catéchine.

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

-Les valeurs désignées avec les mémes | ettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

Cependant, lafraction F2 de I’ extrait aqueux d acétate ainsi que celle de I’ extrait brut

présentent des activités inferieures a celle enregistrée par la F2 issue de |I'agueux du

chloroforme, qu avec un taux d'inhibition de 36,29+0,45 et 28, 07+0,12% en terme de

pourcentage d’inhibition et 7,97 +0,10 et 6,21+ 0,02 mmol eq trolox/g de fraction, suivies par

laF3 del’ extrait brut qui enregistre un effet scavenger du radical de 10,12+0,16%.
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Tableau N°X: Activité anti-radicalaire contre le radical cationique I’ABTS en (TEAC) (mmol eq

trolox/g de fraction) a 100ug/ml des fractions des extraits actifs de feuillesde P. lentiscus.

Effet anti-radicalaire contrel’ ABTS" en (TEAC) mmol eq trolox/g de fraction

Fractions Ethanol Aqueux acétate d' éthyle  Aqueux chloroforme
Fractionl 0,79+0,17° / /
Fraction2 6,21+0,02¢ 7 97+0.10° 20,45+0,14°
Fraction3 2 17+0.03° Q 27401 (e 20,38+0,12°

_ ; ) 18,37+0,00 b
Fraction4 0.80+0.03° c 0,69+0,09

_ : ) 1,75+0,18 a
Fraction5 0.28+0 252 0.32+0.12" 0,18+0,12
Fraction6 0.43+0.12° Py 0,14+0,07%

43£0,1 0,07+0,07 LAE0,

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne detrois s (n=3) avec * |'écartype.
-Les valeurs désignées avec |es mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

Les autres fractions, notamment les plus polaires, €luées par un systéme a base d’ eau
ont noté des effets insignifiants. Ces résultats sont appuyés par ceux de Jeong et ses
collaborateurs (2011) ayant rapporté la méme tendance de variation de I’ activité scavenging
du radical cationique par des fractions chromatographiques de I’ extrait brut de feuilles de
Zanthoxylum piperitum, éluées par des systémes de polarité croissante, ou toutes les fractions
ont enregistré de faibles activités scavenging a I’ exception de deux qui sont éuées par deux
systémes de polarité moyenne méthanol/chloroforme (1:4 et 1:2, v/v) avec 81.2 et 80.9%
respectivement a 500ug/ml et 3.51% par la fraction la plus apolaire (méthanol : chloroforme

1 :49) testée ala méme concentration.

Tel que d§a mentionné, a I’exception des fractions F4 et F5 de I’aqueux acétate
d’ ethyle et les trois dernieres fractions de I’ extrait du chloroforme, toutes les fractions des
extraits de graines exposent des différences significatives avec les standards mais aussi entre
les fractions du méme extrait (P<0,05).
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FigureN°48 : Effet scavenger contrel’ ABTS ™ des fractions des extraits actifs (A) éthanolique, (B) : agueux

acétate d' éthyle, (C) : chloroforme, de graines de Pistacia lentiscus et certaines molécules de référence a 100
pg/ml. F : Fractions 1-6, A-gal : Acide gallique, Quer : Quercetine, Cat : Catéchine.

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + |'écartype.
-Les valeurs désignées avec les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

A la premiére lecture des résultats obtenus on constate que toutes les fractions des
extraits de graines marquent de tres faibles activités avec les meilleurs taux d'inhibition de
9,59 +0,63% ;1,98+0,13 mmol eq trolox/g fraction et 7,95+0,19% , 1,63+0,05 mmol eq
trolox/g fraction, notés par F2 et F3 d'agueux acétate d éthyle, suivies de 6,57+0,60%
1,34+0,14mmol trolox/g fraction de la F2 issue de I extrait de chloroforme.

Ce qui n’est pas en accords avec les résultats rapportés par Bhouri et al. (2010) ayant
déterminé une activité scavenging du radical cationique ABTS* de I’ordre de 42% a une
concentration de (100pg/ml), d’un composé élué par un systeme a base de méthanol et eau,

issu d’'un extrait acétate d’' éhyle des fruits de Pistacia lentiscus.
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La présence de cette divergence entre les résultats méme s'il s agit de la méme plante
peut étre attribuée a la différence entre les conditions climatiques (I’ origine de I’ échantillon
Algérie/Tunisie), la période de récolte mais auss a la différence entre les protocoles
d extractions.

Tableau N° XI: Activité anti-radicalaire contre le radical cationique!’ ABTS™ en(TEAC) (mmol eq trolox/g

de fraction) a 100ug/ml des fractions des extraits actifs de graines de P. lentiscus.

Fractions Effet anti-radicalaire contre I’ ABTS"en (TEAC) mmol eq trolox/g de fraction
Ethanol Aqueux acétate d’ éthyle  chloroforme

Fractionl 0,35+0,01° 0,37+0,15° 0,39+0,03%

Fraction2 0,66+0,11° 1,98+0,13¢ 1,34+0,14°

Fraction3 0,43+0,11% 1,63+0,05° 0,73+0,15°

Fraction4 0,25+0,00% 0,50+0,24% 0,60+0,08™

Fraction5 0,11+0,06% 0,44+0,02° 0,59+0,17

Fraction6 0,17+0,07% 0,63+0,09° 0,57+0,14

-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + |'écartype.
-Les valeurs désignées avec les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05)
[11.5.2.2. Activité scavenging des fractions chromatographiques des extraits actifs de

Pistacia lentiscus contre |’ anion super oxyde

A I'issue des résultats négatifs de I’ activité scavenging de |’ anion superoxyde de tous
les extraits de graines, seules les fractions des extraits actifs de feuilles de P. lentiscus sont
évaluées pour leurs éventuelles capacités a piéger ce radical, a une concentration de

100pug/ml. L’ acide caféique et I’ acide ascorbique ont éte utilisés comme standards.

D’ apres les valeurs illustrées dans la figure (N°49), on voit clairement que mis a part
les deux premieres fractions de chague extrait actif, toutes les autres fractions ont manifesté
des activités scavenging de I'anion superoxyde positives trés faibles par rapport aux
molécules de référence (p<0,05) avec des taux d'inhibitions de 6,40+0,58% et 11,98+0,37%
pour les fractions F4 issues de |” extrait brut et de I’ aqueux du chloroforme respectivement. Ou
une différence significatives est enregistrée dans toutes |les représentations graphiques excepté
entre les deux fractions F3 et F4 de |’ extrait brut éluées par les systémes (méthanol : eau) de
polarité croissante, et entre les trois dernieres fractions a savoir F4, F5 et F6 des deux extraits
aqueux. Ces résultats peuvent étre expliqués par la nature polaire des composés €lués par les
mélanges de solvant ayant le méme mécanisme réactionnel dans la neutralisation de ce
radical.
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FigureN° 49 : Effet scavenger de I’ anion superoxyde des différentes fractions des extraits actifs (A) éthanolique,
(B) : agueux acétate d'éthyle, (C): aqueux du chloroforme de feuilles de Pistacia lentiscus et quelques
mol écules de référence a 100ug/ml. E : Fractions 1-6, Ac Asc : Acide ascorbique, Ac Caf : Acide caféique
-Toutes les val eurs sont exprimées par moyenne de trois s (n=3) avec + |'écartype.

-Les valeurs désignées avec les mémes lettres indiquent que la différence n'est pas significative (P<0,05).

Concernant les deux premiéres fractions qui se sont montrées actives dans les deux tests
précédant, dans le présent test, elles ont marqué des activités négatives notamment les
fractions F1 et F2 de I’ extrait brut et la F2 et F3 des extraits agqueux éluées par les systemes
respectifs (chloroforme : acétate d’ éthyle), (acétate d' éthyle : méthanol) et (méthanol : eau).

Cette activité négative est expliquée par le phénomeéne prooxydant des molécules
contenues dans ces fractions contre ce radical. Effectivement, ce résultat est vérifié en
réalisant des dilutions pour la F2 de I’extrait brut ou ce phénoméne persiste méme a une
concentration de 50ug/ml, alors qu’un taux d'inhibition de 26,20% est enregistré a 25 pug/mi
et une activité de 37,67% presque similaire a celle de son extrait natif (37,09%) est obtenue a
une concentration de 12,5 pg/ml.
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Ce phénomene peut étre interprété par la co-oxydation du NADH par les métabolites
semiquinones issus de I’auto-oxydation des composés phénoliques contenus dans ces
fractions, induisant ainsi |’augmentation du taux de radica superoxyde dans le milieu
réactionnel (Wilms et al., 2008). Cela confirme le comportement biphasique des composés
phénoliques, en éant des antioxydants a faible concentration et des composés prooxydants a
fortes doses (Chen et Yen, 2007; Jayaprakasha et Patil, 2007; Silva et al., 2008; Skandrani et
al., 2009; Kalaivani et Mathew, 2010). Bhouri et ses collaborateurs (2010), ont signalé que la
fraction (acide digalique) éluée par un mélange méthanol : eau issue de I'extrait acétate
d éthyle de fruits de Pistacia lentiscus a exhibé un bon effet scavenger contre |’anion
superoxyde (produit par le systéme xanthine oxydase) a faibles concentrations (50ug/ml) et
note une diminution de cette activité a 100ug/ml qui tend a maintenir la méme valeur a une

concentration plus élevée (150ug/ml).

Par ailleurs, le fractionnement de I'extrait acétate d éthyle de fruits de Garcinia
mangostana, par des mélanges de solvants contenant entre autre |I'acétate d éhyle et le
méthanol, a permis |I'obtention de deux composés ayant une forte activité contre I’anion
superoxyde (généré par I’auto-oxydation de pyrogallole) ou le composé 1( a-mangostin) a
montré un effet de 80% a une concentration de 80 pg/ml alors que le deuxieéme composé (y-

mangostin) a 100ug/ml a donné un pourcentage d’ inhibition de 60% (Cui et al., 2010).

111.5.2.3. Activité scavenging des fractions chromatographiques des extraits actifs de
Pistacia lentiscus contre le monoxyde d’ azote

Selon les résultats illustrés par I’ensemble des histogrammes des figures (N°50) et
(N°51), deux observations nous paraissent importantes arelever :

v I’anadlyse statistique a montré, des différences significatives entre les différentes
fractions des extraits actifs et les molécules de référence (P<0,05). Alors gu’ aucune différence
n'est enregistrée, pour les extraits de feuilles, entre la F4 issue de I’ extrait acétate d’ éthyle et
I’acide gallique, entrela F 1 du méme extrait et I’ acide caféique, mais aussi entre lafraction 3
issue de I’extrait du chloroforme et I’ acide caféique. Pour les graines, seules deux fractions
issues de I'extrait aqueux acétate d éthyle qui n’enregistre pas une différence significative

notamment laF2 avec BHA et F3 avec la quercétine, respectivement (P<0,05).
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v la comparaison des résultats de I'évaluation de I’ activité scavenging du monoxyde
d azote par les factions des extraits actifs des feuilles et des graines a 100pg/ml a ceux des
autres tests, nous a permis de signaler I’existence d'une divergence non seulement dans le
comportement entres les fractions des extraits contre ce radical maisaussi dans lalocalisation
des fractions actives qui change d' un extrait a un autre dans les deux parties de la plante.
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Figure N°50: Effet scavenger contre le monoxyde d’ azote des fractions des extraits actifs; (A) éthanolique, (B) :
acétate d’ éthyle, (C) :chloroforme, des feuilles de Pistacia lentiscus et certaines molécules de référence a 100
pg/ml._F : Fractions 1-6, A- Caf : Acide cafeigie, A-gal : Acide gallique, Quer : Quercetine.

cd d

Fi

F6  Acd Agl Quor BHA
Fractions

l »

% Scavenging duradical NO.
'
(=]

104



Résultats et discussion

Pour les feuilles, toutes les fractions de I'extrait brut et celles des deux extraits
organiques ont exhibé de tres bonnes activités contre le ‘NO, cet effet peut ére di a la

présence des composeés de polarité variable dans les différentes fractions récupérées, par les
systemes d’ élution de polarité croissante utilisés dans la séparation chromatographique des
composés phénoliques de chaque extrait actif. Effectivement, la fraction F2 issue de I’ extrait
brut, avec un taux d'inhibition de 93,06+£0,68% a donné le taux le plus élevé par rapport aux
autres fractions et standards testés et aussi par rapport a son extrait natif (90,099+2,27%). Ce
qui peut expliquer que I’ activité de I’ extrait brut n’est pas due a un effet synergique entre les
composés contenus dans les fractions. La premiére fraction F1 éluée par le systeme le plus
apolaire enregistre I’ activité la plus faible (72,62+2,20%) mais qui reste supérieure a celle des
deux standard la quercetine et laBHA (p<0,05).

Ces résultats sont différents de ce qui est obtenu au niveau des fractions issues de
I’ extrait du chloroforme ol un puissant effet scavenger contre le NO est localise au niveau de

lafraction F1 avec 81,64+0,51%, qui est supérieure a celui de toutes les autres fractions et les
molécules de référence mis a part I’ acide gallique (p<0,05). Alors que, la plus faible activité
est figurée dans la fraction F2 avec 69,62+3,47% supérieure aux taux exhibés par la
guercetine et laBHA (p<0,05).

Encore une fois, les fractions issues de I'extrait acétate d éhyle exposent un autre
comportement vis-avis du radical, en effet, dans cet extrat, la fraction F4 a polarité
moyenne €luée par un systéme incluant le méthanol, note |'effet scavenger le plus
remarguable (87,56t 0,59%), similaire a celui de |’ acide gallique, suivie par les deux fractions
F2 et F3 qui se sont avérées également plus actives par rapport aux autres fractions et
molécules de référence avec 82,02+2,67% et 83,79+0,47%, respectivement. Par ailleurs, la
fraction F6 la plus polaire (eau: acide acétique) avec un pourcentage d’inhibition de

32,38+2,37%, margue le taux le plusfaible.
Pour ce qu'est de I'activité anti-'NO des fractions des extraits actifs des graines, il

apparait selon la figure (N°51) qu’ elles enregistrent de bonnes activités similaires a celles de
leurs extraits correspondants et a celle les fractions des extraits actifs de feuilles.
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Figure N°51: Effet anti-radicalaire contre le monoxyde d’ azote des fractions des extraits actifs; (A) éthanolique,
(B) : agueux acétate d' éthyle, (C) : chloroforme, des graines de Pistacia lentiscus et certaines molécules de
référence a 100 ug/ml._F : Fractions 1-6, A- Caf : Acide cafeigie, A-gal : Acide gallique, Quer : Quercetine.

Selon les résultats obtenus (figure N°51), il existe une large diversité concernant le
pouvoir antiradicalaire entre les fractions des extraits organiques et celles de |’ extrait aqueux
acétate d éthyle, puisque au niveau des extraits organiques notamment, |'extrait brut et
I’extrait du chloroforme, les pourcentages d'inhibition les plus élevés se localisent au niveau
des trois dernieres fractions de nature polaire alors que ceux de I’ extrait aqueux se situent aux
niveau des trois premieres fractions apolaires. Cette différence de comportement contre ce
radical peut sSexpliquer par la polarité des molécul es responsables de cette activité ou elles ont
été recupérées par des systemes polaires dans les extraits organiques et par des systémes
apolaires dans |’ extrait aqueux.
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Concernant |'extrait brut, on constate que |I’ensemble des molécules de référence
montre un effet scavenger deNO plus puissant que celui de toutes les fractions (P<0,05), et

sur six fractions récupérées, trois d’ entre elles a caractere polaire ; F4, F5 et F6 exhibent des
activités similaires (56,57+5,46%, 57,40+ 3,13% et 55,30+5,50%, respectivement), jugées
plus élevées par rapport aux trois premieres fractions (F1, F2 et F3), égaement caractérisées
par des activités similaires (p<0,05).

Le méme profil de variation de I’ activité entre les fractions d’ extrait du chloroforme

est noté (figure N°51C), ou I’augmentation de la polarité est accompagnée par celle de
I’activité scavenging deNO. En outre, les trois derniéres fractions exhibent des taux

d'inhibition alant de 70,56% a 78,60% nettement supérieurs a celui de I'extrait natif
(56,96+8,04) a 100pg/ml. Néanmoins, ces résultats appuient ceux obtenus en fonction de
concentration de cet extrait dans la mesure ou ces activités sont proches de celles obtenues
dans I’intervalle de concentration (6,25 -12 ,5 et 25ug/ml). (paged0). De ce fait on peut dire

gue le fractionnement a abouti a distinguer |es fractions responsables de cette grand activité

anti- NO.

Pour ce qui est de I’ activité des fractions issues du fractionnement de I’ extrait agueux
acétate d’ éhyle, on note qu’' elle est proportionnelle a I’ augmentation de la polarité au niveau
des trois premieres fractions apolaires enregistrant ainsi le taux le plus éevé par lafraction F3
avec 68,86+0,64% proche de celui de son extrait natif (70,64+2,06%). Alors que, cet effet est
inversement proportionnel a la polarité au niveau des autres fractions les plus polaires qui
exhibent de trés faibles activités (12,99+0,12%) pour lafraction F4, voire méme nulles pour
les deux autres fractions F5 et F6. La seule explication pour ce résultat peut étre, que la
guasi-totalité des molécules actives contre le 'NO présentes dans I’ extrait agqueux acétate
d’ éthyle sont éluées par lestrois premiers systemes utiliseés.

En résumé, il ressort de I’ensemble des résultats obtenus par les différents tests
antioxydants des fractions chromatographiques des extraits actifs des graines et feuilles que

plusieurspoints asignaler :
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v La locaisation des fractions les plus actives au niveau des premieres fractions éluées
par les systemes moins polaires pour tous les extraits actifs de graines et de feuilles avec une
nette distinction entre ces deux parties de P. lentiscus dans les trois tests notamment le
pouvoir réducteur, test anti-ABTS™ et anti-O,~, présume la nature des composés responsables
de ces activités qui peuvent étre soit des tannins condensés ou des flavonoides connus pour
leur grande activité antioxydant ;

A I'inverse de ces résultats, ceux obtenus dans le test anti-‘NO des fractions des
extraits actifs des deux parties montrent que toutes les fractions se sont avérées actives contre
ce radical avec une divergence dans la localisation des fractions les plus actives entre les
extraits que ce soit dans ceux des feuilles ou ceux des graines, ce qui explique I’implication
des composes phénoliques de polarité différente dans cette activité ;

v La variation dans I’ activité antioxydant entre les molécules de référence et quelques
fractions pourrait étre interprétée, par la pureté des standards, ou par la présences d'une
gamme de composés potentiellement actives qui par un effet synergique entre ces constituants

marquent des activités plus puissantes que celle des standards ;

v 1l yalieu auss d gjouter que les fractions dont le potentiel antioxydant est faible
comparativement a leurs extraits natifs, agissent en synergie. Alors que I’ apparition des
fractions plus actives que leurs extraits natifs explique la présence dans ces derniers du
phénomeéne d encombrement stérique qui masque le vrai effet des composés actifs sous

|’ effet de la concentration des molécules actives et inactives alafois.

[11.6. Caractérisation des fractions actives des extraits de Pistacia lentiscus

Apres I’ évaluation quantitative du contenu en composés phénoliques des extraits de
cette plante par dosage des phénols totaux, flavonoides et tannins, une analyse qualitative des
extraits et leurs fractions actives a été entreprise, en utilisant la chromatographie sur couche
mince (CCM).

Etant donné que la combinaison des solvants induit une excellente reproductibilité des
résultats et la distribution réguliere des R (Males et a 1998), deux systémes d’ élution ont été
utilisés:

e le systeme (A): acétated éthyle, acide formique, acide acétique, eau, avec les

rapports (100 :11 :11 :26, v/v/viv) (Andriambelson et al. (1998)

e le systeme (B) : acétate d’ éthyle, hexane, acide formique avec les rapports (50:45:5,

VIVIV).
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I11.6. 1. Caractérisation desfractions actives des extraits des feuilles
[11.6. 1. 1. La caractérisation del’extrait ethanolique et de ses fractions actives

L’utilisation du systeme d’éution (B) : hexane, acétate d’ éhyle, acide formique en
premier lieu nous a permis une séparation des composés de |’ extrait ethanolique des feuilles

de Pistacia lentiscus et de ses fractions ( figure N°52).
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Figure N°52 : Chromatogrammes des fractions de |’ extrait ethanolique de feuilles de P. lentiscus lentiscus (A) :

alalumiéredu jour, (B) : révélés par lavanilline sulfurique, avec le systéme de séparation (EA -Hex - AF) E :
Extrait ethanolique, F : Fractions 1-6, AG : Acide gallique, Q :Quercetine, Cat : Catéchine, Lut : Lutéoline

Lafigure ci-dessus a révélé cinq sous-fractions visibles ala lumiére du jour au niveau
de I'extrait brut, de colorations bien distinctes, alors que presgue aucune tache n'a été
remarguée au niveau des fractions (F3-F6), cela peut étre expliqué par la faible concentration
de ses composes dans ces fractions. En effet, un sillon de coloration jaune- vert a été obtenu
tout au long du traget de migration dont deux sous fractions qui se distinguent par une
coloration foncée, due probablement ala présence de flavonoides.

Par ailleurs, il a été observe au niveau de la fraction 3 uniquement |’ apparition d' une
tache dont la couleur est similaire a celle de I’acide gallique et dont le R; est le méme que
celui de la sous fraction (T1 ) de I’ extrait brut. De méme, la sous fraction T2 de ce dernier
partage le méme R; et la méme couleur que celle de I'acide gallique laissant présager la
présence de ce composé dans I’ extrait brut. Une tache de coloration marron foncée n’ ayant
pas migré a été observée au niveau des chromatogrammes de I’ extrait éthanolique et de ses
fractions 2, 4 et 6. Ce qui en se référant a Meller-Harvey (2001), pourrait correspondre a un
tannin condensé de poids moléculaire élevé.
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La pulvérisation par la solution de la vanilline sulfurique a éé préparée selon la
méthode préconisée par Eloff et al. (2005), qui a permis de mettre en évidence d’ autres sous
fractions invisibles a la lumiére du jour, ce révélateur a spectre large permet la détection des
terpnoides, des dérivés de type phenylpropane et des phénols. Ce dernier est tres utilisé par
différents auteurs dans la révélation des composés phénoliques en développant plusieurs
couleurs caractéristiques de chaque composé ( Iwalokun et al., 2007; Glavnik et al., 2009;
Tokoudagba et al., 2010) .

Lafigure (N° 52B) révéle la présence d’ une tache rouge foncée au niveau du dépét de
I’ extrait brut de la méme couleur que celle du standard catéchine, cela pourrait correspondre a
des formes complexes de haut poids moléculaire de nature tannins condenses (Meller-Harvey,
2001; Tokoudagba et al., 2010). La fraction 2 et |’extrait brut partagent une sous fraction
(T1) bien séparée de coloration violette claire ayant le méme Ry= 0,18, suggérant |a présence
des terpenes (Dohou et al., 2003). De méme, un tel spot (T2) est bien visible juste au niveau
de I’extrait aun Ry = 0,4 mais de coloration tres claire au niveau de la fraction 1 et 2, cela est

dd probablement ala faible concentration de ce composé au sein de ces fractions.

Une teinte rose violacée claire est apparue a un R; de 0,65 au niveau de |’ extrait
ethanolique seulement. De plus, une série de quatre sous fractions a été observée aussi bien
dans I’extraits brut que dans la premiere fraction, dans le méme ordre avec les mémes
intensités de colorations rose —violacée, dont la T6 montre la coloration la plus foncée (Ri=
0,8), qui selon Dohou et al. (2003) révéerait les composés de nature triterpénique.

Afin d avoir plus de renseignement sur la nature des composes qui caractérisent cet
extrait et ses fractions entre I'intervalle de R (0 et 0, 5), un autre systéme plus polaire a é&é

appliqué. Les résultats des chromatogrammes ont été représentés dans la figure (N°53).

On remarque qu'il n ya pratiquement pas de taches visibles au niveau des
chromatogrammes observés a la lumiere du jour, a I’exception de T1 présentant une

coloration jaune claireet laT2 qui est partagée entre |’ extrait et lafraction 1(figure N°53a).
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Figure N°53: Chromatograrnl('ﬁe)as desfractions de I’ extrait ethanolique de feuill&e(c?e) P. lentiscus (A) : ala
lumiére du jour, (B) : révélés par la vanilline sulfurique, avec le systéme de séparation (EA- AF- AAc- H,0). E :
Extrait ethanolique, E : Fractions1-6, AG : Acide gallique, Q :Quercetine, Cat : Catechine, Lut : Luteoline.

Selon La figure (N°53B), le traitement chimique de cette plague par la pulvérisation
avec la vanilline sulfurique a permis de visualiser un profil chromatographique similaire pour
I’extrait ethanolique et ses fractions F2 et F3 avec des colorations claires pour cette derniére.
En effet, une succession de spots sous forme d’ un sillon de coloration jaune claire s’ est étalée
entre la sous fraction O et la sous fraction 1.

Au niveau des rapports frontaux de 0,4, et 0,5, deux sous fractions de coloration rose-
violacée (foncée et claire respectivement) ont été déterminées, supposées correspondre a des
terpénes (Dohou et al. (2003). L’ extrait brut partage avec safraction 2 les sous T4 (jaune et Ry
=0,57), T5, T6 et T7 (violette foncée) ains que latache T7 qui a exhibé une couleur similaire
aceledel’ acide galique et partageant avec ce dernier le méme Rs ( 0,89). Ce composé adéja
été détecté par Topcu et al. (2007) au niveau des feuilles de P. lentiscus.

D’autre part, aucune migration n’a été révélée pour les autres fractions F4, F5et F6,
d’ou I’ apparition d’ une tache de coloration rouge —marron foncée au niveau du dépét de ces
dernieres, qui pourrait étre expliquée par la condensation et la concentration des composés de
haut poids moléculaires non séparés par ce systeme. Comme cela a été observé dans le
résultat précédant (figure53a), la TO de I extrait brut présente une coloration rouge similaire a
celle de la catéchine, une récente étude réalisée par Glavnik et ses collaborateurs (2009) ont
rapporté gqu’ une coloration rouge est obtenue suite a la réaction de la vanilline avec (+)-
catéchine et (—)-epicatéchine), encore une fois cela témoignerait de la richesse de cet extrait

en tannins condensés.
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De ce qui précede, on peut dire que ces deux systemes sont complémentaires étant
donné que chacun amis en évidence une gamme de compose de coloration et Ry différents, ce
qui confirme la diversité des composes et larichesse de cet extrait et de ses fractions.

[11.6. 1. 2. La caractérisation des extraits aqueux et de leursfractions actives

Il a éé rapporté par plusieurs éudes que le systeme (A) est le systéme adéquat pour la
séparation des composés des extraits agueux, vue sa polarité éevée, qui permet une meilleure
séparation (Males et al., 1998; Maeset al., 2006; Ciesla et al., 2011; Dongmo et al., 2011).

ol k.

EAqQAE F2 F3 EAqCh F2 F3 AC AG Q CAT Lt EAqQA F2 F3 EAqCh F2 F3 AC AG Q CAT wrt

(A) (B)

Figure N°54. Chromatogrammes des fractions des extraits agueux de feuilles de P. lentiscus (A) : alalumiére
dujour, (B) : révélés par lavanilline sulfurique, avec le systéme de séparation (EA- AF- AAc- H,0). E Ag AE :
Extrait aqueux d’ acétate d’éthyle, F2 : Fractions 2 de |’ extrait aqueux d' acétate d’ éthyle, F3 : Fractions 3 de
I’ extrait aqueux d’ acétate d’ éthyle , E AQChl : Extrait agueux de chloroforme, F2 : Fractions 2 de I extrait
aqueux de chloroforme, E3 : Fractions 3 de I’ extrait aqueux de chloroforme, AC : Acide caféique,, AG:
Acide gallique, Q :Quercetine, Cat : Catéchine, Lut : Lutéoline

L’ observation alalumiere du jour des chromatogrammes des deux extraits agueux et
de leurs deux premiéres fractions (F2 e F3) a permis de détecter des profils
chromatographiques presque identiques avec des colorations plus intenses pour I’ extrait
aqueux du chloroforme et ses fractions (figure N°54).

Selon la figure ci- dessus, toutes les sous fractions issues de la séparation ont acquis
deux teintes; grises et jaunes correspondantes essentiellement a I'acide gallique et aux
flavonoides, respectivement. En effet, la tache T2 de I’ extrait aqueux du chloroforme et les
taches (T1, T3 et T5) de sa fraction F3 partagent uniguement la méme coloration de I’ acide
gdlique, aors que la tache T6 de I’extrait aqueux acétate d'éthyle, de I’ extrait aqueux du
chloroforme et de ses deux fractions F2 et F3 (étant plus claire), partagent la méme couleur et
le méme rapport frontal que I’ acide gallique.
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Par ailleurs, laderniére sous fraction T7de |’ extrait aqueux d’ acétate d’ éthyle et de ses
deux fractions F2 et F3, exhibent |es mémes caractéristiques chromatographiques que celle de
I’acide caféique. De ce fait, il serait probable que I’ acide caféque soit présent au niveau de

cet extrait et de ses fractions.

En outre, une tache de couleur marron foncé au niveau du dép6t de I’ extrait agueux
acétate d’ éhyle a été détectée, indiquant la nature complexe des composés contenus dans cet
extrait qui n'ont pas pu étre dués par ce systeme. D'aprés Meller-Harvey (2001) ces
COmposes pourraient étre des tannins condensés. Effectivement, I’ apparition d’ une coloration
rouge foncée similaire a celle de la catéchine au niveau de ce dépdt, suite a la pulvérisation
avec la vanilline sulfurique confirmerait I’ appartenance de ces composés a la famille des
tannins condensés (Kandil et al., 2000; Glavnik et al., 2009 ). De méme, cette observation a
été remarqueée au niveau des dépdts de la F3 issue de I’ aqueux acétate d’ éthyle et de I’ extrait
aqueux de chloroforme a des intensités plus faibles, suggérant ainsi |a richesse de ces extraits
et leurs fractions en tannins moins condenses et moins polymériseés, ce qui a facilité leur

migration.

L’ absence de cette coloration dans les autres dépbts expliquerait I’ hydrolyse de ces
COMPOSES en sous unités ayant un poids moléculaire réduit favorisant leurs migration. En fait,
selon Andriambelson et ses collaborateurs (1998), ce systéme d' é@ution permet la migration
des composes issus de I’ hydrolyse acide des formes complexes (tannins) suite, a I’action de

I’ acide acétique et de I’ acide formique.

La comparaison des chromatogrammes (N°54a) et (N°54b), révéle la présence
d’autres bandes aprés exposition a la vanilline sulfurique, une coloration jaunétre a éé
détectée, en faveur de I’ existence de flavonoides au niveau de la sous fraction T1 de I extrait
aqueux acétate d’ éthyle ( Maeset al ., 2006).

Par ailleurs, il est a noter que ce systéme a mis en évidence des profils
chromatographiques similaires entres les deux extraits et leurs fractions, ou les taches T2, T3
et T4 de colorations jaune, violette foncée et rouge respectivement sont retrouvees dans les
deux extraits et les fractions F2, suggérant que ce systeme a séparé les mémes composes qui
corresponderaient , a des terpénes (T3) (Dohou et al., 2003), a des flavonoides (T2) ( Maes et
al ., 2006 ) et alacatéchine (T4) (Kandil et al., 2000; Glavnik et al., 2009).
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Seule latache T5 de coloration jaune similaire a celle de la quercetine a été retrouvée
en commun entre |’ extrait aqueux acétate d’éthyle, sa deuxiéme fraction F2 (intensité est
claire), I’agueux du chloroforme et dans ses deux fractions. Le grand potentiel antioxydant
exhibé par ces deux extraits aqueux et leurs fractions pourrait étre attribué en partie a la

présence des dérivés de ce compose retrouve en T5.

La sous fraction T6 (Rs=0,72) de I’ extrait aqueux d acétate d’ é&hyle partage la méme
coloration que celle de I'acide gallique, aors que la T6 et T7 dans |’extrait agqueux du
chloroforme et sa fraction 2 exhibent la méme teinte que la molécule de la quercétine. Le reste
des sous fractions exhibent la méme coloration (T8, T9) et le méme R; (T8) que ceux de
I"acide gallique. Un tel nombre de sous fractions de différentes colorations et de rapports
frontaux détectées, témoigne de larichesse et de la diversité des composes des extraits agueux

desfeuilles de Pistacia lentiscus et de leurs fractions.

[11.6. 1. 3. La caractérisation des extraits organiques (acétate d’ éthyle, chlorofor me) et
leursfractions actives

[11.6. 1. 3.1. Extrait organique acétate d’ éthyle et sesfractions actives

Les chromatogrammes observés a la lumiére du jour pour |’ extrait organique acétate
d’éthyle et ses fractions dans le systéme (B), montrent une meilleure séparation surtout au
niveau de |’ extrait et les deux fractions F1 et F2, qui se sont scindés en taches distinctes.

E F1 F2 F3 F4 F5 F6 AG Q CAT it

F5 F6 AG Q CAT Wt

(A) (B)
Figure N°55 : Chromatogrammes des fractions de |’ extrait acétate d’ éthyle de feuilles de P. lentiscus (A) : ala
lumiére du jour, (B) : révélés par la vanilline sulfurique, avec le systéme de séparation (EA- Hex- AF). E :
Extrait acétate d' éthyle F : Fractions1-6, AG : Acide gallique, Q :Quercetine, _Cat : Catéchine, Lut :
Luteoline
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En effet, le méme profil chromatographique a été obtenu entre I'extrait acetate
d ethyle et sa premiere fraction excepté pour les deux sous fractions 1 et 2, qui sont présentes
juste au niveau de I’ extrait, caractérisées par une coloration grise similaire a celle de I’ acide
gdlique. De méme, cette couleur est mise en évidence dans les deux spots de la F3.
Cependant, toutes les autres sous fractions en commun entre |’ extrait et sa premiére fraction
sont de couleur jaune-verdétre. La tache TO, présente dans |’extrait et ses fractions est
supposee correspondre a des formes complexes de composés phénoliques de haut poids

moléculaire qui N’ ont pas pu étre éluées par ce systéme.

Larévéation avec la vanilline sulfurique de ces chromatogrammes a permis de mettre
en évidence d'autres fractions non visibles a la lumiére du jour qui apparaissent sous
différentes couleurs. C'est le cas des deux taches T; et T, de |’ extrait et de lafraction 2 ainsi
gue les trois sous fractions (4, 5 et 6) retrouvées uniquement au niveau de |’ extrait acétate
d éthyle et de sa premiére fraction, présentant une coloration violette a intensité variable. Cela
expliquerait que ce systéeme aurait séparé les mémes composes de I’ extrait et de ses fractions.
Latache T3 est partagée entre |’ extrait et ses deux premiéres fractions 1 et 2 caractérisée par
une coloration intense pour |'extrait et la fraction 1 et tres claire pour la fraction 2. Cela

pourrait étre expligué par la différence de concentration de ces composés dans cette derniére.
[11.6.1. 3.2. Extrait organique de chloroforme et sesfractions actives

Concernant la séparation des composeés de I extrait organique du chloroforme et de ses
fractions, un mélange de solvant (B) a été utilise comme éluant étant donné que ce fut le
meilleur systéme de séparation pour les extraits organiques par rapport au systéme A vue sa
composition abase d’ hexane et d' acétate d' éthyle.

Les résultats alalumiére du jour des chromatogrammes (figure N°56a) se résument a
deux sillons de coloration jaune-verdatre localisés uniquement au niveau de I’ extrait et de sa
premiere fraction, avec des dépdts caractérises par la présence de taches de coloration marron
foncé qui n'ont pas migrés en raison de la complexité et du poids moléculaire élevé des
COmpOosEs concentrés au niveau de cette ligne du dépdt de I’ extrait et de ses deux fraction F2
et F3.
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Figure N°56 Chromatogrammes des fractions de I’ extrait organique du chloroforme de feuilles de P. lentiscus
(A) : alalumiéredu jour, (B) : révélés par lavanilline sulfurique, avec le systéme de séparation (EA- Hex- AF).
E : Extrait du chloroforme, E : Fractions1-6, AG : Acide gallique, Q :Quercetine,_Cat : Catechine, Lut :
Luteoline

La comparaison des chromatogrammes de la figure (55b) et (56b) des extraits

FA F5 F6 AG Q CAT LuT

organiques ont donné les mémes taches non seulement dans le méme ordre mais aussi dans la
méme coloration. Nous pouvons dire que ce systeme d’ élution a séparé les mémes composées
et a mis en évidence la similitude du contenu moléculaire de ces deux extraits et de leurs
fractions qui a été confirmeée par la pulvérisation avec la vanilline sulfurique.

[11.6.2. Caractérisation desfractions actives des extraits des graines
[11.6. 2. 1. La caractérisation del’extrait ethanolique et de sesfractions actives
La méme procédure appliquée sur celui des feuilles a éé entreprise pour la

caractérisation des composés de I’ extrait ethanolique des graines et du ses fractions actives.

Comme le montre clairement la figure (N°57a), aucune tache correspondante a une
separation de |’ extrait brut et ses de fractions n’a éé observée ala lumiére du jour au niveau
de cette plague, cette observation a été rapidement contredite apres pulvérisation avec la
vanilline sulfurique, en effet, selon la figure (N°57b), une série de spots (SF1-9) a bien été
séparée par ce systéme, de coloration violette, obtenue au niveau de I’ extrait brut, ou la sous
fraction (T1) de R; 0,17 est présente dans la fraction F2 et son extrait correspondant.
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|

e

E F1 F2 F3 FA F5 F6 AG Q CAT LT = F1 F2 F3 FA F5 F6 AG Q CAT LuT
(A) (B)
Figure N°57. Chromatogrammes des fractions de |’ extrait ethanolique de graines de P. lentiscus (A) : ala

lumiére du jour, (B) : révélés par la vanilline sulfurique, avec le systéme de séparation (EA- Hex- AF). E :
Extrait ethanolique, E_: Fractions 1-6, AG : Acide gallique, Q : Quercetine, Cat : Catéchine, Lut : Luteoline

De méme une autre tache SF3 plus intense a été détectée dans les fractions F1 et F2
qui partage le méme profil chromatographique que celui de leur extrait natif avec une moindre
intensité. Toutes ces sous fractions de coloration violette correspondraient selon Dohou et
collaborateurs (2003) a des terpenes.

Par ailleurs, I’ apparition d'un sillon marron fonceé tout au long du trajet de migration
indique la richesse des fractions (F1 et F2) en oligoméres de tannins condenses, présents
également dans les fractions F3 et F4 mais a de faibles concentrations (Meller-Harvey, 2001).
Une tache s'individualise aussi au niveau de la fraction F3 a une distance de R¢ (0,61) qui
pourrait correspondre a un flavonoide autre que la quercétine et la de lutéoline en raison de la

différence deI’intensité de la coloration jaunétre et des rapports frontaux.

Le résultat obtenu de la plague de CCM dans le systéme (A) (figure N°58), est
similaire a celui obtenu en appliquant le systeme (B). En effet, |’observation alalumiére du
jour dans le systeme aqueux n’a révélé aucune tache au niveau de I’ extrait brut des graines et
de ses fractions, cependant, la révélation avec la vanilline sulfurique a permis de mettre en
évidence cing sous fractions TO,T1, T2, T3 et T4
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E F1 F2 F3 F4 F5 F6 AG Q CAT LuT E F1 F2 F3 F4 F5 F6 AG Q CAT LUT
(A) (B)
Figure N°58. Chromatogrammes des fractions de |’ extrait ethanolique de graines de P. lentiscus (A) : ala

lumiere du jour, (B) : révélés par la vanilline sulfurique, avec le systéme de séparation (EA- AF- AAc- H,0). E :
Extrait ethanolique, E_: Fractions 1-6, AG : Acide gallique, Q : Quercetine, Cat : Catéchine, Lut : Luteoline

Les fractions F1 et F2 présentent e méme profil de séparation sous forme d’un sillon
de coloration marron-violacée foncé a I’ exception d une tache SF2 localisée au niveau de la
fraction 2, cette derniére partage avec |’ extrait la méme intensité de coloration violette et le
méme (R=0,7). Deux autres sous fraction T1 (R=0,21) et T3(R;=0,87) de la méme intensité
de coloration sont localisées uniquement au niveau de |’ extrait. La sous fraction T4 des F1 et
F3 de teinte marron violacée foncé et partage le méme R=0,95 que celle de I’ extrait de
coloration violette.

Il yalieu aussi d'gjouter que comme le systeme (A), le systéme (B) a séparé la sous
fraction jaune au niveau de la fraction 3 ave la méme intensité mais de Ry différent, vu la
différence de polarité des deux systemes. En effet, cette sous fraction partage |le méme R; que
laquercetine et lalutéoline révélant ainsi I’ appartenance de cette tache a1’ un des dérivés de la
guercetine ou de lalutéoline.

118

Rf= 1

Rf=0,5



Résultats et discussion

[11.6. 2. 2. La caractérisation del’extrait aqueux acétate d’ éthyle et de sesfractions
actives

T3

T2

To

E (=il F2 F3 F4 AC AG (0] CAT  LWT AT E F1 F2 F3 F4 AC AG O CAT LWt AT

(A) (B)
Figure N°59. Chromatogrammes des fractions de I’ extrait agueux acétate d' éthyle de graines de P. lentiscus
(A) : alalumiéredu jour, (B) : révélés par lavanilline sulfurique, avec le systéme de séparation (EA- AF- AAc-
H,0). E : Extrait aqueux acétate d' éthyle, E : Fractions 1-4, AC :Acide caféique, AG : Acide gallique,
Q :Quercetine, Cat : Catéchine, Lut : Lutéoline, AT : Acidetannique.

L’application du systeme d éution (A) sur I'extrait aqueux d acétate d’éthyle des
graines de P.lentiscus et de ses quatre fractions actives, a montré des résultats intéressants
aprés la révéation avec la vanilline sulfurique, sachant qu’ aucune tache n’ a été détectée a la
lumiére du jour (figure N°59(a)). Les chromatogrammes (figure N°59(b)) ont revelé deux
sous fractions de coloration violette, I’ une étant (T,), commune entre I’ extrait aqueux acétate
d éthyle et les fractions F2 et F3 ayant un (Ri=0,75), |’ autre etant (T3) retrouvée uniguement
entre lafraction F2 et son extrait correspondant (R=0,93).

Au niveau des dépbts de I'extrait et celui de sa troisieme fraction, on abserve
I’ apparition de taches de teinte marron foncé, n’ayant pas migrées, soupconnées étre des
composés de nature complexe. Par ailleurs, la F3 s'individualise par une bande de quelques
millimétres (Ry=0,19) de coloration rouge claire similaire a celle de la catéchine,
probablement issue d une hydrolyse acide suite a I’action de I’acide formique et de I’ acide
acétique contenus dans le systéme d’ élution appliqué. En effet, selon Andriambelson et ses
collaborateurs (1998), ce systeme de polarité importante permet une hydrolyse acide des
composés complexes de haut poids moléculaire tel que les tannins, en sous unités facilitant

ainsi leur migration.
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Une troisiéme tache a été détectée au niveau de la F3, caractérisée par une coloration
rouge similaire a celle de la catéchine ayant un R (0,97) proche de cette derniere mais
similaire acelui de la quercetine. De ce fait, la nature de cette bande pourrait correspondre a
un composé appartenant a I'un des dérivés de ces deux standards la quercetine ou la
catéchine.

[11.5. 2. 3. La caractérisation del’extrait organique du chloroforme et de sesfractions
actives

E F1L F2 F3 F4 F5 F6 AG Q CAT LT E F1L F2 F3 F4 F5 F6 AG Q CAT Wt
(A) (B)

Figure N°60. Chromatogrammes des fractions de |’ extrait organique du chloroforme de graines de P. lentiscus

(A) : alalumiéredu jour, (B) : révélés par lavanilline sulfurique, avec le systéme de séparation (EA- Hex- AF).

E : Extrait organique du chloroforme, F : Fractions 1-6, AG : Acide gallique, Q :Quercetine, Cat : Catéchine,

Lut : Lutéoline.

Selon la figure (N°60a), aucune séparation n’a été observée pour toutes les fractions

et leur extrait natif n'est visible a la lumiére du jour, a I’exception d’'une seule tache qui
apparait au niveau de la quatrieme fraction ayant le méme Rs (0,15) que celui de la catéchine.
En effet, cette sous fraction, apres révélation avec la vanilline sulfurique partage la méme
coloration que la catéchine (figure N°60b). D’ ailleurs, il a été rapporté par Kandil et al., 2000
et Glavnik et al., 2009, que cette coloration est une caractéristique de la catéchine et de ses
dérivés, suggérant de ce fait, que cette sous fraction appartiendrait a la famille des composés
des dérivés de la catéchine.

Egaement en observant ces chromatogrammes, une sous fraction de coloration
violette claire a été séparée par ce systeme uniquement au niveau de I’ extrait, caractérisée par
un rapport frontal de 0,14. Alors qu’' une autre sous fraction a été révélée dans I’ extrait et ses
deux premiéres fractions dont la coloration jaune est plus intense au niveau de I’ extrait, par
référence a Males et al. (2006), cette derniére pourrait correspondre a |’un des dérivés de la
quercetine.
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D’aprés tous les résultats obtenus dans cette partie, plusieurs remarques sont

importantes arelever :

v’ L’application des systémes A et B dans la séparation des composés des extraits
ethanolique des feuilles et des graines, ansi que leurs fractions actives, a réevélé une
complémentarité dans les résultats des deux séparations, en détectant un nombre élevé de
sous fractions de colorations différentes qui confirme la richesse de cette plante en

métabolites secondaires comme cela a été rapporté dans la partie bibliographique.

v' Concernant les extraits organiques ainsi que leurs fractions, on peut conclure d’une
part, que le systeme adéquat pour la séparation est celui a base d acétate d’ éthyle, hexane et
acide formique, vu la meilleure séparation obtenue au niveau de toutes les plaques CCM par
rapport a celle obtenue avec le systéme A (résultats non représentés dans cette partie).
D’autre part, le systéme B a pratiquement séparé les mémes composés dans e méme ordre
avec la méme intensité de coloration au niveau de tous les extraits et de leurs premieres
fractions (figures N° 521b, 455b et 56b).

v' L’absence de sous fractions au niveau des derniéres fractions issues de tous les
extraits, caractérisés par CCM dans cette étude, n’ affirme pas la pauvreté de ces fractions en
composés actifs vu le potentiel antioxydant qu’ elles ont exhibé, cela pourrait étre expliqué
d une part, par le fait que le comportement des fractions n’'est pas différent de celui des
extraits. De ce fait, | application des autres systémes de séparation permettraient d’ avoir des
profils chromatographiques et de révéler d autres molécules qui n’ont pas été separées par
les systemes A et B. D’autre part, I’ utilisation d’ autres révélateurs que la vanilline pourrait
révéler la présence de molécules non détectées par cette derniére a cause de leur structure.
En effet, il aété rapporté par plusieurs auteurs que ce révélateur réagit avec laposition 6 et 8
des flavonoides (catéchine), proanthocyanidines...etc qui sont activées par la présence des
groupements OH et |’ engagement de ces groupement dans la polymérisation induit la non
réaction avec lavanilline ( Riberau-Gayon, 1968; Tomaino et al., 2010)

Cette gamme de spots mise en évidence par |'analyse chromatographique (CCM),
appliquée sur les extraits et fractions des feuilles et des graines de P.lentiscus, nous laisse
supposer I'implication de ces composes dans les diverses activités biologiques rapportées

dans lalittérature, et appuie son utilisation en médecine traditionnelle.
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Conclusion et perspectives

Ladiversité des métabolites secondaires déja isolés laisse présager |' ampleur de ce qui
reste a découvrir. En effet, la nature nous offre un clavier de molécules originales a priori
infini, on considere que jusgu’ a ce jour, moins de 10% des espéces vegétales qui occupent la

planéte ont été explorées pour leurs propriétés chimiques et biologiques.

Cette étude réalisée avait pour objectifs d'une part le dosage des composés
phénoliques présents dans les extraits des feuilles et des graines de Pistacia lentiscus et
I’évaluation de leurs pouvoirs antioxydant ainsi que celui des fractions issues des extraits
actifs. D’autre part, la caractérisation par chromatographie sur couche mince (CCM) des
fractions actives.

L es résultats obtenus des dosages quantitatifs des composés phénoliques des feuilles et
des graines de P. lentiscus indiquent la richesse des feuilles en composés phénoliques
comparativement aux graines avec une répartition hétérogéne de ces composes entre les
solvants d’ extraction utilisés. En effet, les extraits éhanolique et agueux du chloroforme des
feuilles semblent étre plus riches en substances actives (phénols totaux et flavonoides), a
I’ exception des tannins qui marquent des teneurs élevées dans les extraits organiques acétate
d éthyle et chloroforme. De méme, les extraits de graines exhibent des teneurs élevées en
tannins avec 192,20 et 139,37mg EQAT/g par les dextraits brut et chloroforme,
respectivement, alors que, tous les autres extraits exhibent des teneurs trés faibles en phénols
totaux et flavonoides. Ces résultats peuvent confirmer que Pistacia lentiscus est riche en
différentes classes de composés phénoliques de polarité variable.

L’ estimation du pouvoir réducteur des extraits des feuilles et des graines de Pistacia
lentiscus, par la méthode FRAP, a montré une faible activité réductrice de tous les extraits des
fruits par rapport & ceux des feuilles qui ont manifesté un tres grand pouvoir réducteur,
essentiellement les phases aqueuses.

Le suivi de la cinétique, pendant 6 minutes, de I'effet scavenger des extraits de
Pistacia lentiscus contre le radical cationique ABTS™, révéle une stabilité de |’ absorbance de
I’ABTS™ de tous les extraits de feuilles et des standards a I’ exception de la quercetine, la
catéchine et les extraits de graines apres la premiére minute de réaction.
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Ains, les deux standards cités exhibent des activités de 96,50% et 95,93%,
respectivement plus élevées que celles de tous les extraits, dont les meilleurs ont été les
extraits ethanolique et les deux extraits aqueux des feuilles. Ces derniers ont enregistre, a
100ug/ml, des activités similaires qui dépassent les 90% et 181,74 mmol trolox/g d’ extrait en
terme de TEAC, manifestant de ce fait les ICsg les plus faibles ( <Sug/ml). Les extraits des
graines quant a eux enregistrent de faibles activités dont la plus forte est de 46,58% ou 10,74

mmol trolox/g d’ extrait exhibée par I’ extrait agueux d’ acétate d’ éthyle.

De méme, les extraits aqueux des feuilles ont exhibé les activités les plus élevées contre
I’anion superoxyde avec des ICso de 37,99 et 114,84 pug/ml. A une concentration de
100ug/ml, I’ extrait aqueux d’ éthyle acétate a révélé un effet scavenger de 64,86 %, largement
supérieur a celui de I'acide caféque (50,59%) et I’acide ascorbique (40,09%). L’extrait
aqueux du chloroforme, pour sa part, a démontré une activité avoisinant les molécules de
références avec 44,50%. Alors que, des résultats négatifs ont été obtenus par tous les extraits

des graines.

Quant a I’évaluation de I’ activité scavenging de monoxyde d’ azote les extraits de
graines ont montré d’ excellents résultats a 100ug/ml dont les taux d'inhibition alant de 56,96
% a 80%. Aingi, I’extrait agueux acétate d’ éthyle et |’ extrait ethanolique manifestent les 1Cs
les plus faibles (1,56 et 2,42 ug/ml), respectivement par rapport a celles de toutes les
molécules de référence ains que celles de tous les extraits des feuilles. Ces derniers exhibent
également des activités scavenging élevées dont les meilleures sont représentées par les
extraits organiques de chloroforme et d acétate d’ éhyle, avec des valeurs des |Csy de 2,71 et

4, 40ug/ml, respectivement.

Les résultats obtenus des différents tests antioxydants (a 100pg/ml), des fractions
chromatographiques sur colonne des extraits actifs des graines et feuilles, ont révélé que les
mol écules actives responsables de |’ activité réductrice, d’ effet anti ABTS™ sont localisées au
niveau des deux premieres fractions F1 et F2 pour I’ extrait ethanolique et au niveau des F2 et
F3 pour les extraits aqueux avec une nette distinction entre les activités des graines et des

feuilles en faveur de ces dernieres.
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D’autres part, ces fractions issues des extraits actifs des feuilles ont exhibé un effet
pro-oxydant contre I’anion superoxyde. De tres bonnes activités scavenging de monoxyde
d azote ont été enregistrées pour toutes les fractions de chaque extrait fractionné, excepté les
deux derniéres fractions F5 et F6 issues de |’ extrait acétate d’ éhyle des feuilles avec des taux
d’inhibition de I’ ordre de 32% et celles de I'aqueux d’ acétate d éthyle des graines qui n’ont
exhibé aucune activité.

Le criblage par CCM de toutes ces fractions actives a permis de visualiser différents
spots de coloration et Ry variables en utilisant les deux systemes d éution a polarités
différentes. Ces résultats ont éé appuyes par la révélation avec la vanilline sulfurique d’ou
I” apparition de plusieurs taches ayant partagé les mémes profils chromatographiques que ceux
des molécules de référence utilisées, notamment I’acide gallique, I'acide caféique, la
catéchine, la quercetine et la luteoline, témoignant de ce fait la richesse des extraits de cette
plante en métabolites secondaires dont les composés phénoliques et les terpenes qui sont a
I’origine de diverses activités bhiologiques précédemment rapportées par les études

scientifiques.

L’ ensemble des résultats obtenus au fil de cette éude n’est qu’ une étape préliminaire
dans la recherche des molécules bioactives de Pistacia lentiscus, ains plusieurs perspectives
découlent au terme de ce travail en vue d’une application expérimentale complémentaire sur

les extraits de cette plante :

» Détermination des concentrations minimales d’inhibitions (ICsq) des fractions actives par
les méthodes appliquées dans cette étude.

» Isolement et identification des substances actives dans ces fractions, par des techniques
plus performantes (HPLC, RMN.... etc).

» Evaluation de I’ activité antioxydant in vitro par d’autre tests complémentaires tels que
I’ activité scavenging de I'anion superoxyde généré par un complexe enzymatique( la
xanthine oxydase), le test de peroxynitrite ONOO’, HOCL, '0,, mais auss il est
intéressant de tester |’ activité chélatrice des métaux (Fer, cuivre...€etc).

» Evauation de I’ activité biologique in vivo des extraits de cette plante sur des animauix
présentant des pathologies inflammatoires, diabétiques....etc et de vérifier également

|" absence d’ effets cytotoxiques.
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Annexe2. Courbesd’ étalonnage
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Figure N°2 : Courbes d étalonnage : (a) dosage des phénols totaux réalisée avec la catéchine (b)
dosage des flavonoides réalisée avec larutine (c) dosage des tannins réalisée avec |'acide tannique
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Annexe 3
Corréations entre le pouvoir réducteur et les teneurs en phénols totaux, les flavonoides et
tannins:
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Figure N°5: Corréation entre I’ activité antioxydants (FRAP) la teneur en phénol totaux des
extraits de feuilles de Pistacia lentiscus (a) en équivalent acide ascorbique (b) en équivalent acide
caféique.
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Figure N°6 : Corrélation entre I’ activité antioxydant (FRAP) et lateneur en flavonoide des extraits
de feuilles de Pistacia lentiscus en équivalent (a) acide ascorbique (b) en équivalent acide caféique

r=-0,38

©
3

% (b)

a o~
338
&
*
&
N W A U

= N

888888
o

»/

(mg Eq/ gd'extrait)

8

N W
33
o

/
*

pouvoir réducteurmg
(mg Eq/ g d'extrait)
D
8
Pouvoir réducteurmg

Al

0 100 200 300 400 100 200 300 400
Tanninsmg Eq AT/ g d'extrait Tanninsmg Eq AT/ g d'extrait

o

o

Figure N°7: Corrdation entre I'activité et la teneur en tannins des extraits de feuilles de Pistacia
lentiscus en équivalent (a) acide ascorbique. (b) en équivalent acide caféique.



Annexes

Pouvoir réducteurmg
(mg Eq/ g d'extrait)

20

15

10

5

0

7 r=093

0 10 20 30
Phénols totaux mg Eq Cat/g d'extrait

(@

40

=
w

w

Pouvoir réducteurmg
(mg Eq/ g d'extrait)
o)

=
oo
)

N
o

r=093 (b)
(4
10 20 30 40
Phénols totaux mg Eq Cat/g d'extrait

Figure N°8:Corrdation entre |’ activité antioxydants (FRAP) lateneur en phénol totaux des extraits
de graines de Pistacia lentiscus (a) en équivalent acide ascorbique. (b) en équivalent acide caféique.
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Figure N°9: Corréation entre I’ activité antioxydant (FRAP) et lateneur en flavonoide des extraits
de graines de Pistacia lentiscus en équivalent (a) acide ascorbique. (b) en équivalent acide caféque
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Figure N°10: Corrélation entre |'activité et lateneur en tannins des extraits de graines de Pistacia
lentiscus en équivalent (a) acide ascorbique (b) en équivalent acide caféique.
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Figure N°11: Corrélation entre I'activité scavenging du radical cationique ABTS™ et lateneur
(a) phénal totaux (b) en flavonoide et (c) en tannins des extraits de feuilles de Pistacia lentiscus
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Figure N°12: Corrélation entre |'activité scavenging du radical cationique ABTS™ et lateneur
(a) phénoal totaux (b) en flavonoide et (c) en tannins des extraits de graines de Pistacia lentiscus .
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Figure N°13: Corrélation entre |'activité scavenging de I’ anion superoxyde et |a teneur (a) phénol
totaux (b) en flavonoide et (c) entannins des extraits de feuilles de Pistacia lentiscus
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Figure N°14:Courbes de corré ation entre |'activité scavenging de monoxyde d’ azote et lateneur (a)
phénol totaux (b) en flavonoide et (c) entannins des extraits de feuilles de Pistacia lentiscus
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Figure N°15: Corrélation entre |'activité scavenging de monoxyde d’ azote et lateneur (a) phénol
totaux (b) en flavonoide, c) entannins des extraits de graines de Pistacia lentiscus
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Figure N°16: Corrélation entre les activité scavenging du radical cationique ABTS et pouvoir
réducteur (FRAP) en équivalent (a) acide ascorbique, (b) acide caféique des extraits de feuilles de

Pistacia lentiscus.
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Figure N°20: Corrélation entre I’ activité scavenging de |'anion superoxyde et le pouvoir réducteur

(FRAP) en équivalent (a) acide ascorbique,
lentiscus

(b) acide caféique des extraits de feuilles de Pistacia
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Figure N°21: Corrélation entre I’ activité scavenging de I’ anion superoxyde et le pouvoir réducteur
(FRAP) en équivaent (a) acide ascorbique, (b) acide caféique, des extraits de feuilles de Pistacia

lentiscus
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Figure N°22: Corrélations entre les activités des extraits de feuilles; (). effets scavenger de anion
superoxyde et effets scavenger de I’ ABTS™ (b) effets scavenger de anion superoxyde et effets

scavenger de monoxyde d’ azote.
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Figure N°17 : Corrélations entre |es activités scavenging du radical cationique ABTS™
et de monoxyde d'azote (@) des extraits de feuilles (b) des extraits de graines de Pistacia lentiscus
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Figure N°18: Corrélation entre les activités scavenging du radical cationique ABTS™ et pouvoir
réducteur (FRAP) en équivalent (a) acide ascorbique, (b) acide caféique des extraits de graines de

Pistacia lentiscus
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Figure N°19: Corréation entre |’ activité scavenging de monoxyde d’azote et le pouvoir réducteur

(FRAP) en équivalent (a) acide ascorbique,

|entiscus

(b) acide caféique des extraits de graines de Pistacia



Résumé

Ce travail a pour objectif d'évaluer I’ activité antioxydant des extraits et fractions des feuilles et des graines d'une plante médicinale
locale, il s agit de Pistacia lentiscus. Les résultats du dosage des composés phénoliques de ces extraits a révélé une richesse de ceux des
feuilles en phénols totaux, flavonoides et tannins, aors que ceux des graines n’ont montré que des teneurs appréciables en tannins. Les
extraits aqueux des feuilles ont exhibé les meilleures activités antioxydant ou I'extrait aqueux du chloroforme enregistre un pouvoir
réducteur de 657,86 mg Eq A Asc/g d'extrait, et la meilleure activité antiradicalaire contre I' ABTS™ (IC50 = 1 pg/ml ), aors que |’ extrait
aqueux d'acétate d’ éthyle présente I’ effet scavenger le plus élevé contre I’ anion superoxyde (1C50=37,99 pg/ml ). Les extraits des graines
enregistrent de faibles pouvoir réducteur et scavenging du radical ABTS™ dont le meilleur effet est de 46,58%, exhibé par |’ extrait aqueux
d’ acétate d’ éthyle, cependant, aucun effet contre le O,™ n'a été obtenu par les extraits de graines. Quant a |’ activité scavenging du ‘NO, les
extraits de graines ont montré d’excellents résultats a 100ug/ml, I’ extrait aqueux acétate d'éthyle et I’ extrait ethanolique manifestent les
meilleures activités (1Csy = 1,56 et 2,42 pug/ml, respectivement), comparativement a celles des molécules de référence utilisées. Pour les
feuilles, les extraits organiques de chloroforme et acétate d’ éthyle enregistrent les valeurs d'1Csy de 2,71 et de 4,40ug/ml, respectivement.
L’ évaluation de I’ activité antioxydant des fractions chromatographiques sur colonne des extraits actifs des graines et des feuilles arévélé les
mémes fractions actives pour tous les tests antioxydant al’ exception du test anti-NO, ayant révélé une bonne activité plus au moins proche
entre toutes les fractions que ce soit celles des extraits de feuilles ou celles des graines. La caractérisation des fractions actives par CCM, a
révélé leur diversité en métabolites secondaires dont les composés phénoliques et les terpenes, qui sont a I’ origine de diverses activités

biologiques.
Mots clés : Pistacia lentiscus, pouvoir réducteur (FRAP), activité anti- radicalaire (ABTS™, O,", '"NO), fractions, caractérisation, CCM

Abstract

This study aimed to evaluate the antioxidant activity of extracts and chromatographic fractions leaves and seeds of Pistacia lentiscus, a
local medicinal plant. Results concerning the content of phenolic compounds reveal that the leaves extracts are the richest in total phenols,
flavonoids and tannin, whereas those of seeds showed only appreciable amounts of tannins. Leaves agueous extracts exhibited the best
antioxidant activity, when agueous chloroform extract register reducing capacity of 657.86 mg Eq A Asc/g extract, and the best antiradical
activity against ABTS™ (IC50=1 pg/ml), Moreover agueous extract of ethyl acetate showed the highest scavenging effect against O,7(
IC50= 114,84 pg/ml), Whereas seeds extracts have a weak reducing activities and no scavenging effect against O,”, aqueous extract of
ethyl acetate exhibited the best scavenging activity against ABTS™ with 46,58%. Seeds extracts showed excellent scavenging activity against
‘NO(' 100pg/ml), where agueous of ethyl acetate and ethanolic extracts showed lower 1Csy (1,56 et 2,42 pg/ml) than standards. In the
meantime, leaves organic extracts of chloroform and ethyl acetate register 1Cs 2,71 and 4, 40ug/ml, respectively. Fractionnation of active
extracts allowed the isolation of fractions responsible for antioxidant activity. The characterization of the active fractions by TLC, revealed

their diversity of secondary metabolites such as phenolic compounds and terpenes, involved in  various biological activities.

Keywords: Pistacia lentiscus, reducing power (FRAP), antiradical activity (ABTS™, O,", 'NO), fraction, characterization, TLC
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