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Résumé

Ce travail s’inscrit dans la perspective de la valorisation des extraits hydro-alcoolique et
aqueux des feuilles de Pistacia atlantica Desf par I’étude de leurs activités anti-oxydante et
screening phytochimique in vitro.

On a commencé notre travail par I’extraction et la caractérisation des extraits végétaux
extrait hydro-alcoolique (50% d’éthanol) et extrait aqueux de Pistacia atlantica. Le
rendement obtenu est intéressant pour 1’exploitation industrielle.

Les teneurs les plus élevées en flavonoides (14.29 +0.10 mg Eq Q/ g), ont été trouvées
avec ’extrait hydro-alcoolique par rapport 1’extrait aqueux.

Les extraits hydro-alcooliques montrent une activité antioxydante plus élevée (P < 0,05)
par rapport aux extraits aqueux avec les quatre méthodes (test du DPPH, piégeage du
peroxyde d’hydrogene, la capacité anti-oxydante totale et la méthode de FRAP), avec ICso de
9,45 £ 2,07 mg /ml, ICso de 82.69 + 10,96 mg /ml, ICso de 54.55 + 0.58 mg Eq AA/g d’extrait
et ICso de 8,55+ 0,54 mg/ml respectivement.

Mots clés : Pistacia atlantica Desf, extrait aqueux, extrait hydro-alcoolique, activité

antioxydante.



ABSTRACT

This work is in préparation for the recovery of hydro-alcoholic and aqueous extracts of
the leaves of Pistacia atlantica Desf by studying their antioxidant activities and
phytochemical screening in vitro.

We started our work by the extraction and characterization of plant extracts hydro-
alcoholic (50% of ethanol) and aqueous extracts of Pistacia atlantica Desf. The yield
obtained is interesting for industrial exploitation.

The highest levels of flavonoids (14.29 £0.10 mg Q Eq / g) were found with the hydro-
alcoholic extract relative to the aqueous extract.

The hydro-alcoholic extracts showed higher antioxidant activity (P < 0,05) compared to
aqueous extracts with four methods (test of DPPH, percentage of inhibition of the largest
peroxidation, total antioxidant capacity and method of FRAP) with ICso of 9,45 + 2,07
mg /ml, ICso 0f 82.69 + 10,96 mg /ml, 1Cso of 54.55 + 0.58 mg Eq AA/g d’extrait and ICso of
8,55 = 0,54 mg/ml respectively.

Keywords: Pistacia atlantica Desf, aqueous extract, hydro-alcoholic extract,

Antioxidant activity.
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Introduction

l. Introduction

Les espéces réactives oxygéneées et azotées ROS/RNS sont produites en continu dans
le corps humain et elles sont contrélées par les enzymes endogénes (superoxyde dismutase,
glutathion peroxydase, la catalase). Quand il y’a une surproduction de ces especes, suite a une
exposition a des substances oxydantes externes ou un désequilibre dans les mécanismes de
défense, les dommages aux biomolécules majeures (ADN, acides aminés, lipides, protéines)
peuvent survenir, ce qui donne lieu au stress oxydatif (Aruoma, 1998). C’est-a-dire d'une
situation ou la cellule ne contréle plus la présence excessive des radicaux oxygenés toxiques.
Actuellement, il est bien admis que méme si un stress oxydant n’est pas une maladie en soi, il
est potentiellement impliqué dans de nombreuses maladies comme facteur déclenchant ou
associe a des complications lors de leur évolution comme dans le cas du diabeéte, le cancer, les

maladies cardiovasculaires et neurodégénérative (Moon et Shibamoto, 2009).

L’utilisation des molécules antioxydantes de synthése est actuellement remise en cause
en raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales
d’antioxydants naturels sont recherchées. En effet, les polyphénols sont des composés naturels
largement répandus dans le régne végétal qui ont une importance croissante notamment grace
a leurs effets bénéfiques sur la santé. Leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus
d’intérét pour la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et
cardiovasculaires; ils sont également utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire,

pharmaceutique et cosmétique (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Des recherches scientifiques ont été¢ développées pour 1’extraction, I’identification et la
quantification de ces composés a partir des différentes sources telles que les cultures agricoles

et horticoles ou les plantes médicinales.

L’utilisation des plantes pour leurs vertus médicinales est une pratique trés ancienne.
Elle trouve ses origines dans les plus grandes civilisations de 1’orient et de 1’occident. Comme
en témoignent les textes rédigés plusieurs millénaires avant notre époque, les sumériens, les
égyptiens, les chinois et les indous, possédaient toute une panoplie de remédes a base de
plantes (Mazars, 2003 ; Clement ,2005).

De nos jours, nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs sont souvent liés
aux métabolites secondaires des plantes médicinales, qui sont largement utilisés en

thérapeutique.

-



Introduction

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des antioxydants naturels en
évaluant les propriétés antioxydantes des extraites polyphénols des feuilles de Pistacia
atlantica Desf (in vitro).

Notre choix est portée sur cette plante médicinale, car elle est tres répandue en Algérie
et largement utilisée en médecine traditionnelle. Notre étude est présentée en deux grandes
parties: bibliographique et expérimentale, la synthese bibliographique comporte la
présentation de la matiére vegétale : Pistacia atlantica, et la structure et propriétés des deux

classes de molécules : polyphénols et I’activité antioxydante.
Dans la partie expérimentale, notre étude vise plusieurs objectifs :

e 1’étude phytochimique basée principalement sur la préparation des extraits aqueux et
hydro-alcooliques

e la quantification des composés phénoliques et les flavonoides a partir des feuilles de
Pistacia atlantica

e FEvaluation qualitative et quantitative des propriétés antioxydantes des extraits
prépares.

<



Partie bibliographique Chapitre |

Chapitre I : Plante médicinale

1- Plante médicinale

Au cours des dernieres décennies ,les recherches scientifique les plus moderne n’ont fait
que confirmer le bien-fondé des vertus thérapeutique de la plus part des plantes médicinales
utilisées de facon empirique depuis des millénaires (carillon ,2000) ce savoir traditionnel
ancestral transmis de génération en génération est devenu aujourd’hui une mine d’information
extrémement précieuses pour tous les chercheurs de 1’industrie pharmaceutique (Fouché et

al.,2000).

Les traitements a base de plante reviennent au premier plan, car I’efficacité des
médicaments tels que les antibiotiques (considérés comme la solution quasi universelle aux
infections graves) décroit. Les bactéries et les virus se sont peut a peut adaptés aux
médicaments et leur résistent de plus en plus. C’est pourquoi on utilise a nouveau 1’absinthe
chinoise Artimisia annua et surtout son principe actif pour soigner la malaria lorsque les

protozoaires responsables de la maladie résistent aux médicaments (Iserin, 2001).

La plus part des especes végetales qui poussent dans le monde possédent des vertus
thérapeutiques, car elles contiennent des principes actifs qui agissent directement sur
I’organisme. On les utilise aussi bien en médecine classique qu’en phytothérapie : elles

présentent en effet des avantages dont les médicaments sont souvent dépourvus (Iserin, 2001).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I’¢laboration des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont
utilisés directement comme agents thérapeutique, mais aussi comme matiéres premieres pour
la synthése de médicaments ou comme modeles pour les composés pharmacologiquement
actifs (Decaux, 2002). La tubocurarine, le relaxant musculaire le plus puissant, est dérivée du
curare :chondrodendron tomentosum, la morphine, 1’analgésique le plus puissant, est tirée du
pavot a opium :papaver somniferum et la cocaine utilisée comme anesthésiants, est tirée du

coca Erythroxylum coca. (Fouché et al, 2000).

2-Plante médicinale étudiées : Pistacia atlantica Desf

Pistacia atlantica Desf est originaire d'Asie Centrale. Présent en Turquie depuis 7000
ans avant J. C., il a été introduit en Italie des le premier siecle avant J. C. et par la suite, sa
culture s'est étendue aux autres pays méditerranéens et aux USA en 1854 (Moghtader, 2010).

.
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Le pistachier de I'atlas est appelé en arabe local betoum, betouma, botma ou encore
boutmaia (en Afrique du nord) et boutmela au Proche-Orient, iggh en berbére (Mojause, 1980
et Hadjaissa, 2004).le nom commun de cette espéce ce rapporte aux montagnes d’atlas ou
cette espéce se développe (baba aissa, 2000 ; belhadj, 2003) a été décrit pour la premiere fois

par desfontaine en 1789, ¢’est une essence trés ancienne (Ait Said, 2011).

2-1- Habitat et repartition géographique

D’apres Zohary (1952, 1987) et Quézel et Médail (2003), cette espeéce est commune
dans deux régions de la méditerranée et de 1’irano-touranie. Cependant, Manjauze (1980) et
Ozenda (1983) la qualifie d’endémique de I’Afrique du nord (Belhadj et al., 2008). Cette
espece forestiere, dite de resquillage, s’accommode a tous les sols, excepté du sable (Yaaqobi,
2009). Elle se contente d’une faible pluviométrie de I’ordre de 150 mm et par fois moins
(Benhssaini et Belkhodja, 2004). Elle est essentiellement un arbre de 1’étage bioclimatique
aride et accessoirement de 1’étage semi-aride, il s’étend depuis les iles Canaries a 1’ouest
jusqu’au proche Orient vers I’est (Ait Said, 2011). En Algérie, on les trouve a 1’état de
groupement isolés d’Oran et Ain Sefra a I’ouest jusqu’a la Tunisie a I’est. Il est présent aussi

dans 1’ Atlas saharien.

Dans le secteur du Sahara septentrional et dans le Hoggar, il est associé dans le proche
orient a Quercus Ithaburensis et en Afrique du Nord a Zizuphus lotus (Ait Said, 2011). Elle se
régénére et pousse toujours a l'intérieur du Ziziphus lotus qui constituerait une bonne
protection aux jeunes pousses contre les vents et le paturage. En plus de cela, le sol ou les
feuilles du Ziziphus lotus tombent deviendrait acide et faciliterait la germination des graines
(Figure 1) (Belhadj, 2007).

I1 occupe une aire tres vaste englobant le Maroc, 1’ Algérie, la Tunisie, la Libye, la Syrie,
la Jordanie, Palestine, 1’Iran et I’ Afghanistan (Kaska et al., 1996 ; Khaldi et Khouja, 1996 ;
Sheibani, 1996).

g
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Figure 1 : Nouveau plant a I’intérieur de Zizuphus lotus,(Ait Said, 2011).

2-2- Description botanique

Le genre P. atlantica de la famille des Anacardiacées, peut étre classé en quatre sous-
espéces, a savoir mutica, cabulica, kurdica et atlantica (Benhssaini et Belkhodja, 2004). Tres
répandues dans la région Méditerranéenne et Moyen-Orientale (Tutin et al. 1968).

» L’arbre

Le Pistacia atlantica est un arbra de 12 a 15 m de haut, a la cime ample et touffue
(brosse, 2005) .le tronc est court avec un diamétre dépasser 1 m .sa croissance est trés rapide
et sa longévité est d plusieurs siecles (Monjauze, 1968 ;1982). C’est une espéce xérophile,
possédant un systéme racinaire pivotant qui peut descendre jusqu’a 5 m de profondeur.
L’¢écorce de I’arbre est d’abord rouge, puis grisatre assez claire avant de devenir un rhytidome
dur et crevassé, tessellé en profondeur, disposé en damier et noiratre comme celui du fréne
oxyphylle (Monjauze, 1980) c’est un arbre résineux. Le suintement du tronc d’arbre donnant

Iéencre rouge est utilisé dans la tannerie des peaux (Yousfi et al, 2003).

> Les feuilles

Elles sont composées, stipulées, a rachis finement ailé et a folioles lancéolées obtuses au
sommet (Fennane et al, 2007). Les feuilles sont caduques et chutent en automne, elles sont de

couleur vert pale et sont imparipennées, glabres et sessiles (Yaaqobi et al., 2009).

> L’inflorescence

Le Pistachier de I’Atlas a une inflorescence en grappe rameuse. La floraison qui

apparait juste avant la feuillaison débute la mi-mars (Yaaqgobi et al., 2009).
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> Les fleurs

Les fleurs males et femelles sont portées par des pieds différents. Mais quelques pieds
monoiques ont été observés dont les fleurs méles et femelles sont portées par des rameaux
différents. Aucun hermaphrodisme n’a été observé. Les fleurs sont petites en panicules
axillaires et sont apétales. Ce sont des fleurs régulieres avec une tendance a la zygomorphie
(Yaaqobi et al., 2009).

> Les fruits

Les fruits gros comme un pois sont appelés ELkhodiri par les populations locales en
raison de la prédominance de la couleur verte foncée a la maturité, ce sont des drupes (ne
dépassant pas le centimetre) légerement ovales quelque fois allongés a épiderme qui se ride en
séchant sur un endocarpe induré mais tres mince abritant deux cotylédons, riches en huile

dense tres énergétique (Monjauze , 1980 et Belhadj et al., 2008).

Les images de certains caractéres botaniques de cette espéce sont rapportées dans la

figure 2 :

v
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Figure 2: A: I’arbre, B : les feuilles, C L’inflorescence, D : Les fruits

2-3- classification botanique
La classification botanique du pistachier de 1’ Atlas est synthétisée dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Classification botanique de Pistacia atlantica. (Yaaqobi et al., 2009).

Regne Plantae
Embranchement Tracheobionta
Super-division Spermatophyta
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Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae

Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia

Espéce Pistacia atlantica

2-4- composition chimique

L’analyse phytochimique de différentes parties de la plante a été 1’objet de quelques
études. Les potentiels antioxydants des especes du Pistacia sont du en particulier a la présence
des flavonoides et des flavones (Topcu et al., 2007), des gallotannins (Zhao et al., 2005) et
des phénols simples tels que ’acide gallique et ’acide p-coumarique (Benhammou et al.,
2008). D’autres groupes chimiques caractérisent 1’huile des fruits du pistachier de I’ Atlas : les
triterpénoides, les acides gras insaturés tels les acides oléique (46 %), linoléique (27.5 %),
palmitique (24 %), palmitoléique (1.23-5.73 %), stéarique (1.48-2.61 %), linolénique (0.95-
1.5 %), et les stéroides et les triglycérides (Benhassaini et al., 2004; Yousfi et al., 2005).
Cependant, la composition chimique de I’huile essentielle d’oléorésine révele sa richesse en

a-pinéne (70 %) et B-pinene (1.94 %) (Delazar et al., 2004; Benhassaini et al., 2008).

Peu de travaux ont été consacrés sur 1’étude des teneurs en polyphénols et les propriétés
antioxydantes de différentes parties de Pistacia atlantica (Benhammou et al., 2007; Yousfi et
al., 2009). Les résultats de ces travaux ont montré la richesse de cette plante en composés
phénoliques et I’identification d’un nouveau antioxydant le 1 (méthyl 5-(3,4- 25
dihydroxyphenyl)-3-hydroxypenta-2,4- dienoate) (Yousfi et al., 2009). Une autre étude
réalisée par Adams et ses collaborateurs (2009) a mis en évidence une nouvelle substance
anti- Plasmodium falciparum, le flavone 3-methoxycarpachroméne dans 1’extrait d’acétate

d’éthyle de Pistacia atlantica.

-
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En outre, une étude plus récente sur les extraits phénoliques de cinq différentes parties
de 1‘arbre de Pistachier de 1I’Atlas a savoirs: les feuilles, les écorces, les gales, les fruits et la
parties dégradée de ’arbre (champignon). Les résultats ont montré que les différents extraits
sont riches en composés phénolique a I’exception des extraits des écorces. L’analyse de
I’activité antioxydante de ces derniers et 1’application des technique spectrale ont permis de
mettre en évidence deux produits a structure phénolique responsable de cette activité (Yousfi
et al., 2005).

2-5- utilisation traditionnelle de la plante

Les especes du genre Pistacia occupent une place appréciable dans la médecine
traditionnelle et pharmaceutique depuis 1’antiquité. Elles attirent 1’attention des chercheurs
grace a ces potentiels antioxydants et ces activités antimicrobienne, anti-inflammatoire,
antipyrétique, antidiabétique, antiradicalaire et cytotoxique (Hamdan et Afifi, 2004 ; Topcu et
al., 2007; Benhammou et al., 2007, Benhammou et al., 2008). Elles sont employées dans le
traitement d'eczéma, les infections de la gorge, la lithiase rénale, 1’asthme, 1’estomac et
comme un stimulant (Kordali et al., 2003). Il existe d’autre utilisation tel que: comme

antiseptique, antifongique et dans les maladies abdominales (Baba Aissa, 2000).

P. atlantica est une espéce principale de la production d’oléorésine (Delazar et al.,
2004). Cette résine qui est produit par I’écorce et exsudé naturellement de facon abondante
par temps chaud est utilisée comme antiseptique du systéme respiratoire (Duru, 2003) et aussi
pour d’autres usages médicaux (Belhadj, 2001). Chez les marocains, la décoction des feuilles
est largement employée pour traiter les infections de 1’ceil (El-Hilaly et al., 2003). Les fruits
trouvent leur application dans la cuisine et les pratiques médicinales algériennes en
particulier, dans la région de Djelfa, Laghouat et Ghardaia. L huile de ces fruits comestibles
est souvent mélangée aux dattes écrasées et peu étre consommé a toute heure de la journée
avec du petit lait. L huile a un gott trés proche de celui du beurre, elle est tres appréciée dans
la région. Les graines sont séchées, écrasées ou moulues et ramassées avec de 1’eau sucrée et
consommeées en boulettes ou bien séchées et croquées telles quelles comme des cacahuétes
(Belhadj, 2001).

-
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2-6- Aspects pharmacologiques et les effets biologiques

Activité antioxydante : Activité antioxydante des différentes parties ainsi que les
constituants des fruits et des feuilles de P. atlantica sont significativement plus élevées que
celles des antioxydants standards ( Farhoosh.,2009 , Farhoosh .,2011).

Activité antimutagéne : Huile essentielle et différents extraits de feuilles de P.
atlantica ont montré un effet inhibiteur significatif sur la mutagénicité in vitro ( Douissa et
al.,2005, Hayder et al.,2005).Acide gallique, acide digallique et 1,2,3,4,6-pentagalloylglucose,
polyphénols isolés a partir des fruits de P.atlantica, induit une activité inhibitrice contre la

mutagénicité et la génotoxicité dans les essais in vitro ( Bhouri et al.,2010).

Activité antimicrobien : la plus part des espéces de Pistacia ont montré des propriétés
antibactériennes significative contre une large variété des bactéries Gram positif et Gram
négatif, ’activité antimicrobienne de la gomme de Pistacia atlantica var. Kurdica et certains
de ses constituants majeurs tels que « -pinene et Pistacia vera a été montré pour étre

significative contre Helicobacter pylori (Sadeghi., 2014, Asgary.,2014).

Les activités antifongiques et antibactériennes: Les rameaux et feuilles de P.
atlantica et I'un de ses composant 3-méthoxycarpachroméne a montré une activité inhibitrice
contre Salmonella typhimurium, S. enteritidis et Staphylococcus aureus (Farhoosh.,2011) P.
atlantica var. Kurdica gum a été montré pour contréler la leishmaniose cutanée dans des

souris infectées par Leishmania major (Taran.,2010).

Activités analgésiques et anti-inflammatoires : Antinociception et des activités anti-
inflammatoires de certaines especes de Pistacia ont été révélées dans différentes formes
aigués et chroniques.

Modeles inflammatoires. Cependant ces effets n'ont pas été examinés pour P. atlantica
(Giner-Larza.,2001).

Activité antidiabétique : Une étude in vitro a montré que l'extrait de feuilles de P.
atlantica inhibe la a-glucosidase et la a-amylase a également montré une activité
antihyperglycémique postprandiale égale a celle du glipizide et de la metformine chez le rat et

une amélioration du glucose intolérance (Kasabri.,2011).
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Effet anticancéreux: L'extrait de fruit de P. atlantica sub. Kurdica a révélé une activité
inhibitrice sur des cellules de carcinome du colon humain identiques a la doxorubicine

(Rezaei.,2012).

Activité anticholinestérasique : Les extraits des feuilles de P.atlantica ont une forte
activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase. Le fruit du mastic a un effet diurétique et stimule
la période menstruelle. Pour le traitement de la diarrhée simple, la peau, I'anémie et douleurs

articulaires (Mohammed et al., 2015).
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Chapitre Il : stress oxydatif et antioxydante

1- Stress oxydant

Le Stress Oxydant (SO) est actuellement défini comme "un déséquilibre de la balance
entre les prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers (Sies et Jones, 2007). Ce
déséquilibre provient soit d’une production exagérée d’agents oxydants, soit d’une altération

des mécanismes de défense (Morena et al., 2002).

Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogeéne d’agents
prooxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une
exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons
gamma, rayons ultraviolets, herbicides, ozone, amiante, métaux toxiques) (Smirnoff, 2005).
L’accumulation les ERO non « détoxiquées » par le systéme antioxydant attaquent et
endommagent les macromolécules par une oxydation directement a leur contacte contenues

dans les cellules, notamment les lipides, les protéines et I’ADN (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies (favier ,2003).
Les maladie d’ Alzheimer (Smith et al., 1996 ; Smith et al., 2004), de Parkinson (Bolton et al.,
2000), de Creutzfeldt Jacob et de meningo-céphalites (Ali et al., 2008), les maladies
cardiovasculaires et déficience cardiaque (Jha et al., 1995), les cedémes et vieillissement

prématuré de la peau (Georgetti et al., 2003) et le cancer (Ali et al., 2008).

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, °*NO
Caroténoides

OXYDANTS
0., OH®, 0., H,0O,
*NO, ONOO
HOCL
_,_-,-; LOO", LOOH

Figure 3: Déséquilibre Antioxydant /Oxydant (Morena et al., 2002).
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2-Radicaux libres

L’oxygene est un ¢élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de 1’énergie en oxydant de la matiére organique. Mais nos cellules
convertissent une partie de cet oxygéne en métabolites toxique : les radicaux libres organiques
(lesgards, 2000).

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un électron non
apparié. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par I’acceptation d’un autre
électron ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Afonso et al.,
2007).Les espéces réactives de 1’oxygeéne (ERO) sont des radicaux libres issus de 1’oxygéne
moléculaire, elles représentent la plus importante classe d’espéces réactives générées dans les

organismes vivants a cause de I’importance du métabolisme aérobie (Valko et al., 2007).

On distingue les radicaux primaires a savoir : I’anion superoxyde (02%), le radical
hydroxyle (HO"), le monoxyde d'azote (NO"), le radical peroxyle (ROO") et le radical alkoxyle
(RO").

Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires telles que I’oxygene singulet 'O, le
peroxyde d’hydrogene (H20>) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces
radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).
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Figure 5 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de 1’oxygene
impliqué en biologie (Favier, 2003).
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3-Antioxydantes

L’organisme a développé des systemes de défense trés efficaces contre la production
des RL. Les molécules contrdlant cette production sont désignées par le terme "antioxydant".
Du point de vue biologique, les antioxydants sont toutes substances qui présentes a faible
concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retardent ou inhibent significativement
I’oxydation de ce substrat (Abuja et Albertini, 2001). Les antioxydants sont pour la plupart
synthétiques (hydroquinone, pyrogallol, acide gallique et gallate), et sont rajoutés aux huiles
dans l'industrie alimentaire. Ils peuvent par contre étre présents a I'état naturel dans les huiles
végetales (vitamine E, polyphénols de I'olivier et du chéne, flavonoides, certaines huiles
essentielles) (White, 1994).

Les systémes antioxydants peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur

localisation cellulaire et leur origine (exogenes ou endogénes) (Delattre et al., 2005).

3-1-Classification d’antioxydantes

3-1-1- Les antioxydants endogenes

La production physiologique des ERO est contr6lée au sein des cellules par les systemes

de défense enzymatiques et non enzymatiques (Matés et al., 1999).

3-1-1-1-Antioxydants enzymatiques

Ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes: Superoxyde dismutase (SOD),
Catalase (CAT) et Glutathion peroxydase (GPX) (Matés et al., 1999). Elaborés par notre
organisme avec 1’aide des certains minéraux. Elles sont présentes en permanence dans

I’organisme mais leur quantité diminue avec 1’age (Mika et al., 2004).

Leurs activités et leurs localisations dans la cellule sont complémentaires et assurent
I’élimination des anions superoxydes et du peroxyde d’hydrogene dans tous les

compartiments intracellulaires (Haleng et al., 2007).
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Chélateurs
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Glutathlon
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Figure 5: Action de I’antioxydant au cours du métabolisme des dérivés réactifs de

I’oxygéne (Cano et al., 2007).

» Superoxyde dismutase (SOD)

Il catalyse la dismutation de I’anion superoxyde en hydrogéne peroxyde (H20.) et en

oxygene selon la réaction suivant (Landis et Tower, 2005) :

SOD
205+ HY =5 H,0, + 0,

Chez I’homme, trois isoformes de 1I’enzyme SOD qui différent par leur structure et leur
localisation cellulaire ont été caractérisées de facon biochimique et moléculaire : La Cu/Zn-
SOD ou SOD1 cytosolique, et la EC-SOD ou SOD3 extracellulaire, utilisent le cuivre et le
zinc comme cofacteurs nécessaires a I’activité enzymatique (Afonso et al., 2007). Lorsque la
SOD2 ou (Mn-SOD) (Piquet et Hebuterne, 2007) mitochondriale, utilise le manganése
(Afonso et al., 2007).

> Catalase

La catalase est une enzyme responsable de la détoxification du peroxyde d’hydrogéne
produit dans la condition physiologiques (Niki et al., 2007).Elle est localisée essentiellement
dans les peroxysomes (Valko et al., 2006),et les hématies (Piquet et Hebuterne, 2007). Mais
aussi dans les mitochondries et le cytoplasme (pour les cellules qui ne possédent cette
organelle ex : érythrocytes) (Lindau-Sehpard et Shaffer, 1993).
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La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde d’hydrogene :
(Delattre et al., 2005).

2H202 —_— 2H20+02
» La glutathion peroxydase (GPx)

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice
mitochondriale (Valko et al., 2006). Qui peuvent réduire le peroxyde d’hydrogéne en eau, en
utilisant les capacités réductrices du couple glutathion /glutathion désulfite (GSH/GSSG)
(Matés et al., 1999 ; Lacolley et al., 2007).

Glutathion réduit
(2GSH)

NADP+ peroxyde

d'hydrogene
HzO:

G!utatlnon réductase Glutathion pemx ydase

J Rlboﬂamne Selenum [

e N b

Glutathion oxydé

Figure 6 : Cycle oxydo-réducteur du glutathion (Hagen et al., 1990)
3-1-1-2-Antioxydants non enzymatiques

L'action protectrice enzymatique est renforcée par celle de différents composes
réducteurs d’origine métabolique. Ces composés antioxydants sont produits dans les cellules
de I'organisme et parmi lesquels on peut citer le glutathion, 1’acide lipoique, L-arginine,
ubiquinone, 1’acide urique, la mélatonine, la transferrine (Pham-Huy et al., 2008),et

bilirubine (Algeciras-Schimnich et al., 2007),et Coenzyme Q10 (Haleng et al., 2007).

De tous ces composés endogenes synthétisés par les cellules, le plus important est sans
doute le glutathion qui protege, non seulement contre les radicaux oxygénés, mais aussi contre

les peroxydes ou le monoxyde d’azote (Favier, 2003).

3-1-2-Les antioxydants exogenes

L’organisme posséde une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres »

qui sont des composés pour la plupart apportés par 1’alimentation et dont le rdle essentiel est




Partie bibliographique

Chapitre 11

de neutraliser les effets toxiques des ERO, limitant ainsi toute atteinte de 1’intégrité cellulaire

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Tableau 2 : Principaux antioxydants exogenes et sources alimentaires associées (Koechlin-

Ramonatxo, 2006).

Principaux nutriments Antioxydants

Sources alimentaires

Vitamine C Agrumes, melon, brocoli, fraise,
Kiwi, chou, poivron

Vitamine E Huile : de tournesol, de soja, de
mais Beurre, ceufs, noix

[-carotene Légumes et fruits orangés, et vert
foncés

Sélénium Poissons, ceufs, viande, céréales,
volaille

Zinc Viande, pain complet, [égumes
verts, huitres, produits laitiers

Flavonoides Fruits, 1égumes, thé vert

Acides phénoliques

Céreales complétes, baies, cerises

Tanins

Lentilles, thé, raisins, vin

Métabolisme de cystéine, glutathion

Caséine, Lactalbumine (petit-lait),
produits laitiers Brocoli, chou ceufs,

poissons, viande

3-1-2-1- B caroténe

Le B caroténe appartient a la grande famille des caroténoides, constituée de plus de 600
pigments identifiés dans de nombreux fruits et légumes, qui possédent des propriétés anti
oxydantes. Le B-caroténe est notamment capable de piéger les radicaux hydroxyles HO® et
peroxyles ROO" et ainsi d’inhiber les chaines de peroxydations lipidiques, il neutralise
également I’oxygéne singulet 'O2. En outre le B-caroténe, tout comme I’a-caroténe et [-
cryptoxanthine, sont des caroténoides précurseurs de la vitamine A(ou rétinal) chez I’homme,

de sorte que le B- caroténe est une provitamine A (Beaudeux et Genevieve, 2011).
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3-1-2-2- Vitamine E

La vitamine E (figure 7) fait partie de la famille des tocophérols, cette famille comprend
4 substances (a, B, v, 8) (Cuvelier et al., 2003). La forme alfa tocophérol est la plus active
parmi les autres formes du cette vitamine (Mates, 1999). Il appelé aussi Vitamine E (Wang et
Quinn, 2006).

Figure 7: Structure chimique d’a-tocophérol (Mohammedi, 2013).

L’a-tocophérol a été largement étudiée comme complément alimentaire potentiellement
préventive dans les maladies cardiovasculaires. Il joue un réle dans l'atténuation du stress
oxydatif, dans les symptdmes des maladies neurodégénératives, et en particulier dans la
maladie d'Alzheimer qui a récemment recu un grand intérét. En conséquence, il entrave
I'adhérence des leucocytes aux cellules endothéliales, l'agrégation des plaquettes et la
formation consécutive des plaques d'athérome (Annahazi, 2007). Il joue un réle aussi dans le

développement des cancers et sur le vieillissement (Cheick Traore, 2006).

Cette vitamine est décrite comme étant le principal antioxydant liposoluble dans le
plasma et les érythrocytes chez I’homme, situé¢ dans les lipoprotéines et dans les membranes
Tocophérol, il est capable d’une part, de piéger chimiquement 1’oxygéne singlet en s’oxydant
en quinone, et d’autre part, de réagir avec le radical hydroxyle HO'. Mais son principal role
biologique est de réagir avec les radicaux peroxyles ROO" pour former un radical tocophéryle
(Dellatre, 2005).

R-00* + a-TOH —— R-O0OH® + a-TO*

R-0"+aTOH —__, R-OH" + a-TO"
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3-1-2-3- Vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique représentée par la figure 8 est une vitamine
hydrosoluble, sensible a la chaleur, aux ultraviolets et a I’oxygene. Aprés ingestion, elle passe
rapidement dans le sang puis diffuse de facon variable dans tous les tissus (Fain, O,
2004).Elle participe dans les réactions avec la vitamine E et I’enzyme glutathion peroxydase

pour neutraliser des radicaux libres (Cheick Traoure, 2006).

La vitamine C agit principalement en piégeant directement les ROS (majoritairement
I’O2" et ’ONOO) (Belkhiri, 2010). Elle joue un role antioxydant au niveau des tissus
oculaires, en particulier la rétine, ou elle participe a la dégradation du I’H20. (Ohla et al.
2005). Elle peut recycler 1’a-tocophérol pour aider a prévenir 1’oxydation des lipides
(Chandan et al, 1994). L’acide ascorbique peut agir en tant qu’un antioxydant seulement en

absence de métaux de transitions sous forme libre (Evans, 2000).

HO OH
g N

— 2
0=, o CH—CH,0

|

OH

Figure 8: I’acide L-ascorbique (Elise, 2008).
3-1-2-4- Polyphénoles

Les polyphénols sont des pigments végétaux dont les propriétés antioxydants, les plus
importants sont les flavonoides (Médard., 2009). Ils sont naturellement capables de piéger
’oxygéne singulet 02 et le radical anion superoxyde O~ en le dismutant en H,O, (Chen et
al., 2003). Leur effet protecteur est notamment connu dans le systeme cardiovasculaire ou ils
préviennent l’oxydation des protéines. Ils sont particulierement présents dans certaines
boissons (thé, vin rouge, bicre...) ou les fruits et légumes (agrumes, carottes...) (Lehucher et

al, 2001).Les polyphénols sont des métabolites secondaires (Havsteen, 2002).

Le terme métabolite secondaire est utilisé pour décrire une large gamme de composes
chimiques dans les plantes qui ne sont pas impliqués dans les processus biochimique de

accroissance et de la reproduction des plantes (Amlan et jyotisna, 2010).1ls ont un role
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important dans les interactions de la plante avec son environnement tel que la protection
contre les pathogenes, herbivores, la concurrence entre les plantes et le stress abiotique
comme dessiccation et radiation UV (Greathead, 2003).

3-1-2-4-1- classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques forment un tres vaste ensemble de substances; ils ont en
commun un cycle aromatique portant au moins un groupement hydroxyle (Chopra et al.
1986).

Selon le nombre d’unités phénoliques présents, on les classe en composés phénoliques
simples et polyphénols. Par abus, on les appelles indifféremment composés phénoliques ou
polyphénols et comprennent essentiellement les phénols simples, les acides phénoliques, les
stilbénes, les flavonoides, les tanins, les coumarines, les lignanes, les lignines et les
xanthones. (Stalikas, 2007).

3-1-2-4-1-1- Les phénols simples

Ce sont des dérivés en C6 du noyau benzénique, rare a 1’état naturel et issus de la
décarboxylation de I’acide shikimique. L’hydroquinol, le pyrocaténol et le phloroglucinol

sont classés parmi les phénols simples (Chira et al. 2008).

3-1-2-4-1-2- Les acides phénoliques

Les acides phénoliques constituent un groupe important dans les composés organiques
naturels avec un large spectre d'activités pharmacologiques, ils possedent des propriétés non
seulement antioxydants, mais également des propriétés antivirales et antibactériennes.
L'activité anti-oxydante phénolique est généralement combinée avec des groupes hydroxyles
trouvés danseurs molécules (Caze, 2005).

Les acides phénoliques sont les dérivés hydroxylés de I’acide benzoique et de I’acide
cinnamique, ils sont présents dans un certain nombre des plantes agricoles et médicinales
(Psotova et al. 2003).

Nous pouvons citer par exemple : 1’acide caféique, 1’acide protocatechique, 1’acide

vanillique, I’acide ferulique, 1’acide sinapique et I’acide gallique (Hale, 2003).
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3-1-2-4-1-3- Les stilbenes

Les stilbénes font partie d’un groupe trés vaste des polyphénols, celui des dérivés de
I’acide cinnamique (phénylpropanoides). Ils sont présents dans toutes les sources végétales
(Leray, 2010). La structure chimique de base des stilbénes est composée de deux cycles
aromatiques joints par un pont méthyléne (C6-C2-C6). Les deux formes isoméres des
stilbénes (cis et trans) ont des propriétés chimiques et biologiques différentes (Collin et
Crouzet, 2011).

R4
R1 NS
R3
R2
roges
R2 R4

Figure 9: structure de base des stilbénes (trans ou cis) (Collin et Crouzet, 2011).

IIs jouent un réle important dans les mécanismes de défense constitutifs et inductibles, y
compris des activités antibactériennes et antifongiques. Les stilbénes possedent un large
spectre d'effets pharmacologiques et thérapeutiques tels que l'effet antiépileptique,
antioxydant, anticancéreux, les activités anti-athérosclérose. En plus ils possédent un effet

cardioprotecteur, hépato-protecteurs et des effets neuroprotecteurs (Ahuja et Ramawat, 2014).

3-1-2-4-1-4-les xanthones C6-C1-C6

Le xanthone terme dérivé du grec (Xanthos), ce qui signifie jaune (Khan et Mather,
2006).un xanthone est constituée d’un systéme cyclique conjugué composé de carbone 1-4
(cycle aromatique A) et de carbone 5-8 (cycle aromatique B) (Kuete,2013), et d'un systeme a
trois anneaux qui contient plusieurs groupes fonctionnels comprenant l'isoprene, le groupe
méthoxy et les groupes phényles, ainsi que des protons aromatiques, des groupes hydroxyle

phénoliques, des protons hydroxyle, et les anneaux dihydrofuranne (Gongbo et al., 2013).
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Les xanthones peuvent étre brievement classés en cing groupes dont : xanthone simples
oxygéné, prényle, glycosides xanthone, xanthonolignoids et divers xanthones (Tiwari et
al.2013), la diversité structurale et les propriétés chimiques des xanthones peuvent jouer un
réle majeur dans la prévention, y compris les activités anti-inflammatoires, antioxydants, et

anticancéreuses (Gongbo et al., 2013).

10
5
O
3 43 102
Oa - 8a 7

O

Figure 10: Structure de xanthone (Kuete, 2013).
3-1-2-4-1-5- Les coumarines
Les coumarines sont des composés aromatiques naturels, largement distribués dans le

regne végétal, ils inhibent la croissance et la sporulation des champignons et autres

microorganismes qui sont pathogenes pour les plantes (Edardes, 2008).

Les coumarines qui sont aussi les dérivés de C6-C3, appartiennent aux groupes
décomposés connus par des benzo-a-pyrone (O’Kennedy et Thornes, 1997) et toutes sont
substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou bien
combiné avec des sucres. Elles sont responsables de I'odeur caractéristique du foin (Cowan,
1999).

Figure 11 : structure de coumarine (Bruneton, 2009).
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3-1-2-4-1-6- Les lignanes et les lignines
Sont un groupe des phytonutriments largement distribués dans le regne végétal (Imran
et al., 2015).
> Les lignanes

Les lignanes phénoliques se trouvent dans la plupart des plantes riches en fibres, y

compris les graines de citrouille, graines de sésame, les céréales, les fruits et les légumes
(Imran et al. 2015).

Sont possédent un certain nombre des propriétés utiles pour les humains, certains
protégent contre l'apparition de divers cancers, tandis que d'autres sont antimitotiques,
antivirales, antibactériennes, et antifongiques (Costa et al., 1999).

CHs;

CHs

Figure 12: Structure de lignane (Jost et Jost - Tse, 2016).

> Les lignines

Les lignines constituent des classes importantes dans les produits naturels dans le regne
vegétal et seraient formés par polymérisation oxydative de trois monolignols qui sont les

alcools p-coumarique, coniferique et sinapique (Sakagami et al. 2005).

‘ Alcool p-coumarylique ‘ | Alcool comférylique | | Alcool sinapylique ‘
CHZOH CH2OH CH,OH
OCHS5 H3CO OCH5
OH OH OH

Figure 13 : principaux constituants de la lignine(Hopkins,W.G.2003)
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La lignine est une trés grande polymére, insoluble dans 1’eau et dans la plupart des
solvants organiques, il est donc impossible de I’extraire sans lui faire subir d’importantes
dégradations. De plus les trois monomeéres de bases peuvents’assembler de multiples facon

formant une structure tridimensionnelle tres ramifiée (Sakagami et al., 2005) .

HO—, on
Ligmm—— o >
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Figure 14 : structure d’une lignine (Hopkins,W.G.2003).

3-1-2-4-2-7-Les flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. (Tsimogiannins et Oreopoulou,
2006).Flavonoides sont des composés avec une les activité anti-oxydante Prononcée (Hodek,
et al., 2002).

Les flavonoides expriment les propriétés anti-oxydantes par : Le piégeage direct des
espéces réactives de I’oxygéne (ERO), La suppression de la formation des ERO par
I’inhibition de quelque enzyme ou par chélation des ions métalliques, impliqués dans leur
production, La protection des systemes de défense antioxydants de 1’organisme (Boudiaf,
2006).

Tous les flavonoides possédent la méme structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent
quinze atomes de carbone dans leur structure de base: deux cycles aromatiques A et B a six
atomes de carbones liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non étre une

partie d'un troisieme cycle C (Tapas, et al., 2008).
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Figure 15: Structure de base des flavonoides (Tapas, et al., 2008).
3-1-2-4-1-8- Les tanins

Le terme tanin dérive de la capacité de tannage de la peau animale en la Transformant
en cuir par le dit composé (Bravo, 1998). On distingue chez les végétaux superieurs deux

groupes: les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Ghestem et al. 2001).

> Les tanins hydrolysables :(esters de glucose) comprennent ’acide gallique pour le
groupe des gallos tanins et 1’acide ellagique pour le groupe des ellagitanins. Ces tanins
subissent facilement une hydrolyse acide et basique; ils s’hydrolysent aussi sous
I’action enzymatique (Ghestem et al. 2001).

> Les tanins condensés : sont des polyphénols de masse moléculaire élevée. lls résultent
de la polymérisation oxydative ou enzymatique des unités de flavan -3-ol et/ou de
flavan-3,4-diol (Bruneton, 1999).

4-Mécanismes d’action d’antioxydantes

Dans I’organisme, il existe plusieurs types de molécules a activité antioxydante dont les
mécanismes d’action sont différents (Benhamou, 2012). Incluant le captage de I’oxygene
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de

radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).

Selon leur mode d’action, les antioxydants sont classés en deux catégories (Buettner,

1993) Tableau 3 :
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Tableau 3 : Principaux modes d’action de quelques antioxydants (Pastre, 2005).

Nature

Mode d’action

Systéme de défense

primaire

Superoxyde dismutase

Catalyse la dismutation de
I’anion superoxyde

Catalase Métabolise

Catalase Métabolise

Meétabolise H202

Glutathion peroxydase

Action réductrice sur H,0»

et les hydro peroxydes

Systéme de défense

secondaire

Vitamine E

piéger des radicaux libres

Vitamine C

piéger des radicaux libres

Béta carotene

Fixation des métaux de
Transition piégé des
radicaux libres

piéger des radicaux libres

acide urique

piéger certains radicaux

libres
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Chapitre | : Matériel et méthodes

La partie expérimentale (in vitro) a été réalisée au niveau de Laboratoire de biochimie
de Département de Biologie, Faculté des sciences de la nature et de la vie et des sciences de la

terre, Université Djilali Bounadma, Khemis Miliana, Algérie.

1-MATERIEL
1-1- Matériel vegétal

Les feuilles de Pistacia atlantica. Ont été récoltées au mois de Mars 2018 dans la région
Boumadfaa (Latitude: 36°20'42.049"N, Longitude: 2°31'11.255"E, Altitude =263 m).Wilaya
de Ain Dafla. Apres séchage a une température ambiante et a I'abri de la lumiére solaire, le

matériel végétal est fragmenté figure 16.

Figure 16 : les feuilles de Pistacia atlantica fragmenté

2- METHODES
2-1- Préparation des extraits
2-1-1- Préparation d’extrait aqueux

Les extraits aqueux sont des préparations aqueuses a partir des plantes médicinales
entieres ou de parties de celles-ci, convenablement divisées pour étre plus facilement

pénétrées par l'eau.

Cet extrait est obtenu a partir de I’infusion de 10 g de poudre des feuilles dans 100 ml
d’eau distillée, pendant 72 h, ensuite une filtration rapide sur papier filtre a été effectuée.
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Les filtrats obtenus ont été concentrés par évaporation dans une étuve portée a 40 °C

pendant 48 h, jusqu’a 1’obtention d’un résidu sec dont la quantité est exprimée en mg

conserveé a - 4°C.

Figurel? : Préparation d’extrait aqueux

2-1-2- préparation des extraits hydro-alcoolique

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. C’est une extraction qui

se fait & température ambiante (Zian, 2014).

La préparation de ’extrait hydro-alcoolique a été effectuée par macération de 10g de
matiere végétale dans une solution hydro-alcoolique a 50%. Apres 72 heures de contact, puis

une filtration rapide sur papier filtre (Peixoto et al.,2011)

Les filtrats obtenus ont été concentrés par évaporation dans une étuve portée a 40 °C
pendant 48 h, jusqu’a 1’obtention d’un résidu sec dont la quantité est exprimée en mg

conservé a - 4°C.

.
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10 g de Matériel végétale + 50% d’éthanol

J

Macération a température pendant 72 h

!

Filtration

l

Evaporation 40 °C pendant 48 h

Figurel8 : Préparation d’extrait hydro-alcoolique (Peixoto et al.,2011).
2-2-Détermination de rendement d’extraction

Le rendement des différents extraits obtenus est définit comme étant le rapport entre la
Masse de I’extrait sec obtenue et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est calculé

par 1’équation (Harborne ,1980):

R(%)= (Me /Mv) x 100 J

R(%) : Rendement en %.

Me :Masse de I’extrait apres I’évaporation du solvant.

Mv : Masse de la matiére végétale utilisée pour I’extraction.

2-3- Screening phytochimique des extraits

Dans le but de caractériser les extraits préparés a partir des feuilles de Pistacia
atlantica, des analyses qualitatives et quantitatives ont été effectuées.
2-3-1- Les analyses qualitatives

Cette étude permet de mettre en évidence la présence des déférents groupes chimiques
(polyphénols, flavonoides, tanins...... etc.) dans les extraits. Ces essais permettent d’avoir des

informations préliminaires sur la composition chimique.
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2-3-1-1- Les tanins

Dans un tube a essai, introduire 5 ml d'extrait a analyser et ajouter 1 ml de solution
aqueuse de FeClz a 1 %. En présence de tanins, il se développe une coloration verdatre ou
bleu-noiratre (Karumi et al, 2004).

2-3-1-2- Les Flavonoides

1 ml d'extrait a tester, ajouter 1 ml ALCLa3, est reste 30min, Les flavonoides donnent
généralement avec le magnésium en présence d'acide chlorhydrique une coloration rose ou

rouge (Karumi et al, 2004).

2-3-1-3- Composeés terpéniques: Stérols et triterpenes

Evaporer a sec 10 ml de la solution a analyser, dissoudre le résidu dans 5 ml
d'anhydride acétique puis 5 ml de chloroforme. A l'aide d'une pipette ajouter | ml de H2SO4
concentré a la paroi du tube sans agiter. Laisser reposer 30 minutes. La formation d'un anneau
rouge brunatre a la zone de contact des deux liquides et une coloration violette de la couche

surnageant révelent la présence de stérols et triterpénes (Edeoga et al, 2005).

2-3-1-4- Les saponosides : Indice de mousse

Dans un bécher, on ajoute 100 ml d’eau distillée a une quantité de 2 g de matériel
végétal sec, puis la solution est portée a ébullition pendant 30 min. Aprés refroidissement, on
filtre la solution, et on ajuste le filtrat 8 100 ml avec de I'eau distillée. Une série de 1 a 2 ml de
filtrat est placée dans 2 tubes a essai et additionnée de 10 ml d’eau distillée. Une agitation
violente et horizontale a été faite pendant 15 secondes pour chaque tube. Aprés 15 mn de
repos on mesure la hauteur de mousse résiduelle (en cm) dans chaque tube. La présence des
saponines est indiquée par un indice de mousse supérieur a 100. Ce dernier est calculé selon la

relation (1) :
| = La hauteur de la mousse dans le 9éme tube x 10/0,09 (1)

On note que Saponaria officinales est utilisee comme témoin positif (Deepa et
al.,2013).
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2-3-1-5- les alcaloides

2ml de chaque extrait est additionnée a 2ml de réactif de Wagner (2g d’iodure de
potassium KI* 1,27¢g d’iode I, +100 ml d’eau distiller). L’apparition d’un précipité blanc

jaune indique la présence des alcaloides ( Benzahi, 2001 ;Chaouch,2001).

2-3-1-6- Les composées reducteurs

Introduire 2 ml d'extrait dans un tube, ajouter 2 ml de liqueur de Fehling (1ml reactif A

et 1ml réactif B), incuber I'ensemble 8 min dans un bain marie bouillant.

L'apparition d'un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs
(Elaloui.,2014).

2-3-2- Les analyses quantitatives

2-3-2-1-Dosage des flavonoides
- Principe

La méthode utilisée pour I’estimation des taux de flavonoides est celle décrite par
Mbaebie et al.,(2012). La coloration jaunatre donnée dans cette méthode est due a la
formation d’un complexe entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygene présent sur

les carbones 4 et 5 des flavonoides (Lagnika, 2005).
- Mode opératoire

Iml de chaque extrait est ajout¢ a 1 ml d’une solution éthanolique de chlorure
d’aluminium (AICI3) a 2 % et laisser incuber pendant 1h & une température ambiante. Les
absorbances sont mesurées par un spectrophotomeétre UV-visible a 420 nm.

Les mémes opérations sont été effectuées pour la quercétine a des différentes
concentrations pour tracer la courbe d’étalonnage.

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits sont calculées a partir de
la courbe d’étalonnage obtenue et elles sont exprimées en milligramme équivalent de

quercétine par gramme d’extrait (mg Eqg/g extrait).
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3-Etude de Pactivité anti-oxydante des extraits in vitro

Nous avons étudié 1’activité anti-oXydante en utilisant quatre méthodes
3-1-Test au DPPH

Ce test est basé sur la mesure de ’aptitude d’un antioxydant a exercer un « effet
scavenger » sur le radical stable DPPH (2,2diphényl-1-picrylhydrazyl) Kazeem et al. (2012).
C’est un test de décoloration (violette au jaune) qui évalue la diminution de 1’absorbance de la
solution du DPPH a 517 nm, dont I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la
capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Siddhuraju et Becker,
2007).

Pour la préparation de la solution du DPPH dont la concentration de cette solution est de
0,004%,250ul de diverses concentrations de chaque extrait (10,25,50,et 100 mg/ ml ),ou du
standard (1’acide ascorbique ) ont été ajoutés a 1ml de la solution du DPPH préparée .Apres
I’incubation a I’abri de la lumiére a température ambiante pendant 30 min, 1’absorbance est lu

a 517nm contre un blanc qui contient du méthanol pur (Deepa et al.,2013).

L’¢évaluation de ’activité antioxydante en utilisant la méthode DPPH est exprimée en

pourcentage selon la relation suivante :

% de l’activité antioxydante: [ AbS (contrdle) — AbS (Echantillon) / AbS (contrﬁle)] X 100 J

Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuite par la valeur de la ICs, sachant
quel’ICsq est la concentration nécessaire pour 1’obtention de 50% de la forme réduite du
radical DPPH. Elle est calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [%
inhibition= f (concentrations)].

3-2-Détermination de la capacité antioxydante totale par la méthode de
phosphomolybdate

Le test de phosphomolybdate d’ammonium est aussi utilisé pour déterminer la capacité
antioxydante totale ; il est basé¢ sur la réduction d’ions MOQO®*en ions MO®* par les

antioxydants contenus dans [’extrait. Par conséquent, il y a formation d’un complexe
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phosphate-MO®* de couleur verdatre, en milieu acide, dont ’intensité est proportionnelle a la

concentration en antioxydants (Bouslimane et Yahiaoui.,2013)

Le protocole expéerimental est celui décrit par Meot-Duros et al., (2008). 2000 ul de
réactif de molybdate (molybdate d’ammonium a 4 mM, phosphate de sodium a 28 mM et
acide sulfurique a 0,6 mM) sont ajoutés a 200 pl d’extrait. Apres 90 min d’incubation a 95°C,

[’absorbance est mesurée a 695 nm.
3-3-Méthode de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

La méthode FRAP consiste a mesurer la capacité d’un échantillon a réduire le complexe
ferrique tripyridyltriazine au tripyridyltriazine a un faible pH. Ce complexe de
tripyridyltriazine ferreux a une couleur bleu intense mesurée par un spectrophotométre a 593
nm (Benzie et Strain.,1996).

Le réactif FRAP a été préparé en mélangeant du tampon acétate de sodium (300 mM,
pH 3.6), une solution de 10 mM TPTZ dans 40 mM HCI et 20 mM de FeCI3 en raison de
10:01:01 (v / v/ v). 200 ul de chaque extrait ont été ajoutes & 3 ml de réactif de FRAP. Apres
incubation dans l'obscurité a 37 °C pendant 30 min, I'absorbance a été mesurée a 593 nm
contre le blanc (Le réactif FRAP) (Deepa et al.,2013).

3-4-Activiteé scavenger de peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogéne est un agent oxydant faible et peut inactiver quelques
enzymes directement généralement par 1’oxydation des groupes essentiels de thiol ("SH).il
peut traverser les membranes cellulaires rapidement .Une fois a I’intérieur de la cellule, le
H202 peut réagir probablement avec les ions Fe?* et éventuellement les ions de Cu?* pour

former le radical hydroxyle.

La capacité des extrais de plantes & éliminé le peroxyde d’hydrogene peut étre estimée
selon la méthode de Ruch et al.,(1989) une solution de peroxyde d’hydrogéne (40 mM) est
préparée tampon phosphate (50mM pH 7.4). 4 ml de chaque extrait avec une concentration
de 10mg /ml est mélange avec 0,6ml de la solution de H2O2 aprés une incubation de 10 min,
I’absorbance est mesurée a 230nm 1’acide ascorbique a été utilisé comme un témoin positif
(Nagulendran et al.,2007)
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Le pourcentage d’inhibition est calculé par 1’équation suivante :

Le pourcentage d’inhibition (%)= [Abs (controle)— ADS (Echantillon) /ADS (contrale) ] X 100 J

Etude statistique :

Les analyses de la variance ont été réalisees par le logiciel statistique XL Stat Pro 7.5.
La détermination des taux de signification est effectuée par ANOVA suivie du test de Tukey.

Les différences ont été considérées statistiguement significatives a P < 0,05.
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Chapitre 11 : Résultats et discussion

1-Rendement d’extraction

Aprés I’extraction des feuilles de Pistacia atlantica, ont été obtenus I’extrait hydro-
alcoolique et ’extrait aqueux, Les rendements des différents extraits sont définis comme étant
les rapports de la quantité de substances végétales extraites sur la quantité de matiére végétale

utilisée.

Les rendements trouves avec les extraits hydro-alcoolique est significativement (P <
0,05) le plus élevée par rapport au 1’extrait aqueux avec des valeurs de 45,5 % et 26,9 %

respectivement.

Nos résultats sont plus proches aux résultats établis par Ziane,(2014), qui montre le
rendement d’extraction le plus élevée a été obtenus avec 1’extrait hydro-alcoolique (46,57 %),

alors que le plus faible a été enregistré avec I’extrait aqueux (27,41 %).

D’aprés les résultats obtenus, on constate que la méthode d’extraction et le type des

solvants utilisés jouent un réle trés important dans les rendements des extraits.
2- Screening phytochimique
2-1-Analyses qualitatives

Le screening phytochimique permis de mettre en évidence la présence des métabolites
secondaires au niveau des feuilles de P.atlantica, la détection de ces composés est basé sur
des essais de solubilité des constituants, des réactions de précipitation et de turbidité et un

changement de couleur spécifique. Les résultats sont présentés dans tableau 4.

La mis en évidence de présence des alcaloides est confirmée par 1’apparition d’un
précipité blanc jaune avec le réactif de Wagner. Ces alcaloides sont fortement a tres fortement

présents dans I’extrait aqueux, et relativement absence dans 1’extrait hydroaloolique.

Une fort présence pour les flavonoides et tanins dans les déférents extraits, concernant

la présence composes réducteurs et Stérols et triterpénes 1’extrait aqueux est considéré comme
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L’extrait le plus riche. Alors que ’extrait hydroalcoolique présenté des teneurs modérément
faible. Le tableau 4 montre que les deux extraits renferment les saponines avec des teneurs
tres faibles.

Tableau4 : résultats d’analyses phytochimique des feuilles P.atlantica :

Tests
tanins composes flavonoides | Stérolset | saponines | alcaloides
Extraits réducteurs triterpenes
E .aqueux | +++ +++ +++ +++ + ++++
E.hydr- +++ ++ +++ ++ + -
alcoolique

> ++++: tres forte présence.

» +++: une forte présence

> ++:une présence faible

» +:une présence trés faible

> - :une présence nulle

Nos résultats ressemblent & ceux trouvés par Peksel,(2008) qui indique que I’extrait

aqueux et I’extrait hydroalcoolique sont riches aux tanins et flavonoides tandis que les
alcaloides sont absents.

2-2- Analyses quantitatives
2-2-1-Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICI3) Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits sont calculées a partir
de la courbe d’étalonnage obtenue et elles sont exprimées en milligramme équivalent de

quercétine par gramme d’extrait (mg Eq/g extrait).
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Figure 19 : courbe d’étalonnage de quercétine

L’extrait hydro-alcoolique a présenté significativement (P < 0,05) la teneur en
flavonoides la plus élevée (14.29 +0.10 mg Eq Q/ g), par rapport a I’extrait aqueux (11.12
10.22 mg Eq Q/ g), d’apres les analyses statistique, on constate qu’il y a une déférence

significative entre 1’extrait hydroalcoolique et I’extrait aqueux (P <0,05).

16

14 -

12 4

10 -

Extrait Extrait aqueux
hydro-alcoolique

Figure 20 : Les teneures des flavonoides dans les extraits des feuilles de

P.atlantica

Nos résultats sont plus proches aux résultats établis par Ziane,(2014), qui montre que
les teneurs en flavonoides de I’extrait hydro-alcoolique et aqueux sont de 14.52 + 0.94 et
12.11 £ 0.55 mg Eq Q/ g respectivement.
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Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie car
I’utilisation de différents solvants et de différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité

d’une comparaison entre les études.

Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur en composés phenoliques ; des études
récentes ont montré que les facteurs extrinseques (tels que des facteurs géographiques et
climatiques), les facteurs génétiques, mais également le degré de maturation de la plante et la
durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en composés phénoliques (Park et al.,
2003; Ebrahimzadeh et al., 2008 ; Falleh et al., 2008).

3-Evaluation de I’activité antioxydante

Plusieurs méthodes ont été utilisées, dans des travaux précédents, pour déterminer
I’activité¢ antioxydante des plantes. Dans ce travail, quatre méthodes différentes ont été
impliquées pour évaluer I’activité antioxydante des feuilles de Pistacia atlantica .Ces quatre
méthodes sont basées sur quatre mécanismes antioxydants différents : le piégeage du radical
libre DPPH, la réduction du fer, la capacité antioxydante totale et le piégeage du peroxyde
d’hydrogene H20o.

3-1-Test du piégeage du radical libre DPPH

Le radical DPPH a une coloration violette foncée qui va se transformer en jaune péle
lorsqu'il est réduit par les composés antioxydants en lui donnant un proton ou un électron, ce
qui diminue son absorbance a 517nm (Guessan et al., 2007). Les résultats indiqués dans la
figure 21 représentent les ICso des différents extraits. Plus cette concentration est faible plus

I'effet antioxydant est trés élevé (Atoui et al., 2005).

Les résultats présentés dans la figure 21 ci-dessous montrent que parmi les deux extraits
testés 1’extrait aqueux est significativement représente 1’extrait le plus élevé (p < 0.05) avec
une ICsp de 25,79 £ 1,13 mg /ml suivi par I’extrait hydroalcoolique avec ICso de 9,45 + 2,07

mg/ml.
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Figure 21: histogramme représentant le pouvoir d’inhibition des différents extraits des

feuilles de Pistacia atlantica

En comparaison avec I’antioxydant standard (I’acide ascorbique) qui significativement
supérieur (p < 0.05) aux autre extraits avec une 1Csp de 4,91 £ 1,66 mg/ml. On constate que

les extraits testés sont moins actifs par rapport a 1’acide ascorbique.

Ces resultats sont en accord avec les travaux réaliseés sur les huiles essentielle des
feuilles de Pistacia atlantica, en effets selon Gourine et al.,(2009) qui montre 1’ICso obtenue
pour 1’acide ascorbique 4,76 + 0,72 mg/ml utilis¢é comme un molécule de référence, est bien
plus inférieur a des huiles essentielle 1Cso de 9,29 + 0,70 mg/ml , aprés comparaison avec
antioxydants synthétiques , il a été constaté que 1’huile essentielle de feuille Pistacia atlantica

a une faible activité en termes de piégeage DPPH radicaux libres.
3-2-Réduction de Fer

Le potentiel antioxydant des extraits testés a été déterminé par la méthode de FRAP
basée sur I’aptitude des antioxydants présentés dans les extraits a réduire le TPTZ-Fe (I11) a

TPTZ-Fe (11).Les résultats ont été exprimés en moles de Fe?*/ g d’extrait.

Le potentiel antioxydant des extraits des feuilles Pistacia atlantica est mesure par la

courbe d’étalonnage de sulfate de fer (FeSos) exprimé en (mM/ml) figure 22.
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Figure 22 : Courbe d’étalonnage de sulfate de fer.

Les résultats obtenus montre que le potentiel de fer est presque la méme pour les deux
extraits hydroaloolique et aqueux sont pas significativement différentes (p < 0.05) avec des
ICs0 de 8,55 £ 0,54 mg/ml et 8,18 £ 0,76 mg/ml respectivement.

N o0 ©

Acide Extrait Extrait
ascorbique aqueux hydroalcoolique

Figure 23: les valeurs d’ICsg pour la réduction du fer

Il existe une différence significativement (p < 0,05) entre les deux extraits et 1’acide
ascorbique qui est employé dans cette méthode comme un contrble positif , a montré un

pouvoir réducteur plus faible une ICso de 2,19 + 0,07 mg/ml.

40
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Nous résultats est similaire avec Gourine et al., (2009), qui montre la pouvoir réducteur
pour I’huile essentielle des feuilles de Pistacia atlantica 1’ICso de 8,58 + 0,61 mg/ml, les
résultats indiquent que les huiles essentielle ont une capacité antioxydant relative a

I’antioxydant de 1’acide ascorbique de référence 1Cso de 2,49 + 0,40 mg/ml.

Benhamou,(2012) montre que le pouvoir réducteur de 1’extrait méthanolique des fruits
de P.atlantica I’ICso de 0,137 + 0,001 mg/ml avec 1’acide ascorbique ICso de 0,063 = 0,002

mg/ml. Ces résultats ne concordent pas avec les notres.
3-3- Capacité antioxydante totale (teste phosphomolybdate)

La capacité anti-oxydante totale a été mesurée par un spectrophotometre en utilisant la
méthode de phosphomolybdate qui est basée sur la réduction de Mo (VI) en Mo (V) en
présence des antioxydantes et la formation d’un complexe phosphate/ Mo (V) d’une couleur

verte mesuré a 695 nm.

La capacité antioxydante totale des extraits étudie est exprimée en nombre
d’équivalents d’acide ascorbique a partir d’une courbe d’étalonnage (y=0.0042x + 0, 0295 ;
R2 = 0,9912). (figure24). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide

ascorbique par g de I’extrait sec (mg EAA/1g EXS).

1 -
|
£ ‘ y =0,0042x+ 0,0295
0,8 - P
= R*=0,9912
n
3 |
e 0.6
@
<9
& 04
=
-
20,2 -
0@ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 250
Acide ascorbique (pg/ml)

Figure 24 : courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique
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La capacité antioxydante totale de I’extrait hydro-alcoolique des feuilles de P.atlintica
est significativement represente I’extrait le plus élevé (p < 0.05) ICso de 54.55 + 0.58 mg Eq
AA/g d’extrait, suivi La capacité antioxydante totale de I’extrait aqueux est ICso de 52.78 +

0.72 mg Eq AA/g d’extrait.
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Figure 25 : Les valeurs d’ICso pour la capacité antioxydante totale.

D’aprés les résultats obtenus de la capacité antioxydante totale des extraits a montré une

variabilité en fonction de la nature du solvant (1’eau, éthanol) utilisé pour I’extraction.

3-4- Activité de piégeage du peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogéne lui- méme n’est pas trés réactif. Mais il peut parfois toxique
par les cellules .puisqu’il peut donner lieu a des radicaux hydroxyles a I’intérieur de la cellule

(Halliwellm,1991).

Le peroxyde d’hydrogéne de I’extrait aqueux est significativement supérieur (p < 0,05)
ICso de 60.18 + 5.52 mg/ ml tandis quelle pourcentage d’extrait hydro- alcoolique est de
82.69 £ 10.96 mg / ml.

On compare avec ’acide ascorbique qui est significativement supérieur (p < 0,05) par

rapport aux extraits avec ICso de 5,35 + 1,14 mg / ml ces résultats obtenus dans la figure 26.

47
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Figure 26 :L’ICso de peroxyde d’hydrogene des 1’extraits des feuilles de Pistacia atlantica.

Nos résultats est similaires avec les résultats étudiée par Benhammou,(2012) qui montre
que. Les fractions butanolique et acétate d’éthyle des fruits de P.atlantica ont une activité

avec ICsp égalent a 64.42+0,20 et 82.41+0,27 mg / ml respectivement.

a3
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Les résultats trouvés montrent que la propriété antioxydante varie selon le solvant

d’extraction.

D’aprés les résultats trouvé en screening phytochimique et a partir 1’évaluation de
’activité antioxydante par différant méthode, nous avons confirmé que les extraits des feuilles
de pistacia atlantica contiennent des métabolites secondaire telles que : les flavonoides et

tanins.

Daprés les resultats, on conclue que I'effet piégeur augmente avec l'augmentation de la
concentration des composes phénoliques dans I'extrait, ce qui méne a suggérer que l'effet

antioxydant d'un extrait de plante est en relation avec la quantité des phénoliques y présents.

L’effet antioxydant d'un extrait peut aussi différer selon la qualité des polyphenols y
présents tel les flavonoides qui ont montrés des activités antioxydantes (Wang et Mazza.,
2002) .

Ce mécanisme de la réaction entre l'antioxydant et le radical DPPH dépend de la
conformation structurale de I'antioxydante (Kouri et al., 2007). Quelque composé réagit trés
vite avec le DPPH en réduisant un nombre de DPPH égale a celui des groupements
hydroxyles de I'antioxydant (Bondet et al., 1997). La configuration spatiale et le nombre de
groupement OH des structures flavonoidiques peuvent avoir une influence sur les différents

mécanismes antioxydants (Hein et al., 2002).

En effet, les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont
reconnus comme des substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les
especes radicalaires et les formes réactives de 1’oxygene, 1’effet scavenger des flavonoides
(FLOH) est attribué a leur faible potentiel redox qui les rend thermodynamiquement capable
de réduire les radicaux libres (R") par un transfert d’atome d’hydrogéne a partir des
groupements hydroxyle. Cette réaction donne naissance au radical aroxyle (FLO") et a la
molécule radicalaire rendu stable (RH), le FLO" subira par la suite un réarrangement
structurale permettant la redistribution de I’électron célibataire sur le cycle aromatique et la

stabilisation de radicaux aroxyle (Javanovic et al., 1994)

Le pouvoir réducteur des extraits de la plante est probablement di a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur
d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants (Bougandoura et Bendimerad, 2012).




Partie experimentale Chapitre 11

La variabilité des teneurs en pholyphénols chez les feuilles de P. atlantica est du
probablement & la composition phénoliques des extraits (Hayouni et al., 2007), aux facteurs
génotypiques (ElI-Waziry, 2007), les conditions biotiques (espéce, organe et 1’étape
physiologique) et abiotiques (facteurs édaphiques) (Ksouri et al., 2008), la nature du sol et le

type du microclimat (Atmani et al., 2009)

Le role des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de

leurs propriétés antioxydantes (Fleuriet et al., 2005).

Contrairement aux antioxydants synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA) et
le butylhydroxytoluene (BHT) et 2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), les polyphénols

n’ont aucun effet nuisible sur la santé humaine.

Les polyphénols sont également utilisés dans 1’industrie agro-alimentaire comme

additif, colorant ou agent de conservation (Bruneton, 1999).




Conclusion

CONCLUSION

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus

parleurs propriétés thérapeutiques.

Le screening phytochimique réalisé sur les deux extraits des feuilles de Pistacia
atlintica a révélé la richesse de cette plante en métabolites secondaires. Nous avons mis en
évidence la présence des flavonoides, des tanins, des stérols, des saponosides et des

triterpenes, des alcaloides, et des composes réducteurs.

La préparation des extraits des feuilles de Pistacia atlintica permis I’obtention des deux
extraits : I’extrait hydro-alcoolique, 1’extrait aqueux dont les rendements respectifs sont
45.5% et 26.69 % alors le rendement le plus important a été obtenu avec 1’extrait hydro-

alcoolique.

L’étude de I’activité antioxydante de nos extraits par la méthode de réduction de fer
(FRAP) a mis en évidence le pouvoir a réduire le fer ferrique en fer ferreux .L’extrait hydro-
alcoolique et 1’extrait aqueux est révélé le méme pouvoir réducteur de 8.55 £0.54 mg/ml et
8.18+0.76 mg /ml

En effet, la capacité antioxydante totale (CAT) est plus importante dans extrait hydro-
alcoolique avec une ICso de 54.55+ 0.58 mg Eq AA /g suivi par 52.72+ 0.72 mg Eq AA/g

Le peroxyde d’hydrogene de I’extrait hydro-alcoolique est la plus importante par
rapport aux I’extrait aqueux sont ICsp de 82.69 + 10.96 et de 60.18 +5.52 mg / ml

respectivement.

Sachant que notre pays possede une biodiversité végétale immense, qui reste a
découvrir et une grande partie de cette flore est constitué par des especes médicinales, dont
chaque plante se caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec
des caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particuliéres qui demandent d’étre
exploitées par les recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose d’identifier
clairement les molécules impliquées dans l'effet antioxydant qui pourront répondre aux

différents problémes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.




Conclusion

Enfin, nous recommandons :

e Reéalisé d’autre étude de I’activité antioxydante in vivo, in vitro.
e Détermination de la composition chimique des extraits phénoligues.

e Evaluation d’autres activités biologiques des extraits.
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Annexes

Figure 27 : Filtration des extraits

A : Extrait hydroalcoolique, B : Extrait aqueux.

AW W e

Figure 29 : Les résultats de test de DPPH

A : Extrait hydroalcoolique, B : Extrait aqueux
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Figure 30 : Les résultats de la capacité antioxydante totale

A : Extrait hydroalcoolique, B : Extrait aqueux.

Figure 31 : Les résultats de test H20:

A : Extrait hydroalcoolique, B : Extrait aqueux.

Figure 32 : Les résultats de la méthode de FRAP

A : Extrait hydroalcoolique, B : Extrait aqueux.
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Figure 33 : La balance de précision Figure 34 :L’étuve

Figure 35 : Centrifugeuse Figure 36 : Bain marie
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Appareils et produits chimique

- Appareillage

Balance de précision
Plaque chauffante

L’ ¢étuve
Spectrophotometre
Bain marie
Centrifugeuse
Boites pétri en verre
Les tubes secs
Micropipette

Papier filtre

Tubes a essai

-Les réactifs chimique et solvants

L’acide Ascorbique
Molybdate D’ammonium
Phosphate De Sodium
Acide Sulfurique

Chlorure D’aluminium
TPTZ

HCL

FeCL3

Tampon Acétate De Sodium
NaoH

NaHPO4

Na>COs

KH2PO4

Anhydride Acétique

Réactif De Wagner (2gde IK et 1.27g del,)
Chloroforme

Liqueur De Fehling

Ethanol
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= H,0,(30%)
= DPPH
= Tampon Phosphate De Sodium
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	 Superoxyde dismutase (SOD)
	Il catalyse la dismutation de l’anion superoxyde en hydrogène peroxyde (H2O2) et en oxygène selon la réaction suivant (Landis et Tower, 2005) :
	2,𝑂-2-∗−.+, 𝐻-+. ,,SOD..,𝐻-2.,𝑂-2.+,𝑂-2.
	Chez l’homme, trois isoformes de l’enzyme SOD qui différent par leur structure et leur localisation cellulaire ont été caractérisées de façon biochimique et moléculaire : La Cu/Zn-SOD ou SOD1 cytosolique, et la EC-SOD ou SOD3 extracellulaire, utilisen...
	 Catalase
	 La glutathion peroxydase (GPx)
	Figure 6 : Cycle oxydo-réducteur du glutathion (Hagen et al., 1990)
	3-1-2-2- Vitamine E
	Figure 7: Structure chimique d’α-tocophérol (Mohammedi, 2013).
	3-1-2-3- Vitamine C

