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“Tu dis oui a ton projet et tu l'interromps avec un « mais » .ce petit mot est souvent toute la
distance qui sépare la réussite de l’échec, car il signifier que tu ne veux pas vraiment ce que

tu dis vouloir. Ou qu’il ya autres choses que tu veux avec plus de force.”’

Alain HOUEL
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Introduction

Les espéces réactives de l'oxygéne sont indispensables a la vie, car elles sont
impliquées dans plusieurs processus physiologiques tel que la signalisation cellulaire
(Fernandez et al., 2013, Melo-Silveira et al., 2011). Quand la génération de ces espéces
excéde les niveaux du mécanisme antioxydant d'un systtme biologique, elle méne aux
dommages oxydants des tissus et des biomolécules (les lipides, les protéines et les acides
nucléiques) (Janakiraman and Jeyaprakash, 2015). L’effort oxydant via son état augmenté
aboutit aux états de maladies chez I’homme, en particulier les maladies dégénératives, la
toxicité, le cancer et diabéte (Chahmi et al., 2015, Melo-Silveira et al., 2011). Ces notions ne
sont toutefois pas nouvelles, puisque ,vers le milieu des années 50, Gerschman et Hartman
avaient déja évoqué la toxicité de 'oxygene et la notion de «free radical theory» pour

expliquer le processus de vieillissement (Haleng et al., 2007) .

En 1969, les Ameéricains Mc Cord et Fridovich ont isolé & partir de globules rouges
humains, un systéme enzymatique antioxydant, la superoxyde dismutase, capable d’éliminer
’anion superoxyde, démontrant ainsi pour la premiére fois, que notre organisme produit des
radicaux libres. Cette découverte sera le point de départ, dans le monde entier, de nombreuses

recherches sur le stress oxydant et les antioxydants (Haleng et al., 2007).

Les antioxydants ont récemment attiré une attention considérable en raison de leur
potentiel en tant qu’extracteurs d'espéces réactives d’oxygéne. Ainsi, beaucoup d'antioxydants
ont été identifiés pour l'usage comme additifs. Le butyle hydroxy toluéne, le
butyle hydroxyanisole et le gallate propylée ont été employés comme antioxydants dans
I’industrie alimentaire (Melo-Silveira et al., 2011). En revanche, l'utilisation de ces molécules
synthétiques est actuellement remise en cause en raison des risques toxicologiques potentiels

(Bougandoura and Bendimerad, 2013, Jun et al., 2011).

Désormais, de nouvelles sources végétales d’antioxydants naturels sont recherchées en
alternative (Barros et al., 2007). En effet, les polyphénols sont des composés naturels
largement répandus dans le régne végétal qui ont une importance croissante notamment grice
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 and Bendimerad, 2013, Jun et al., 2011).



Introduction

L’intérét majeur de ce travail est de valoriser et de mettre en évidence les activités
biologiques des extraits de Pinus halepensis Mill. et Dittrichia viscosa, issues du screening de
plantes traditionnellement utilisées en Algérie.

Dans un premier temps nous nous focaliserons sur I'extraction et le dosage des
composés phénoliques (phénols totaux, flavonoides), par la suite sur I’étude de I’activité
antioxydante des différents extraits en utilisant plusieurs méthodes expérimentales [le test de
(2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH) ; effet scavenger contre le radical hydroxyle et le
pouvoir réducteur (FRAP)]. Des tests d’évaluation de I’activité anti hémolytique ont été
également menés.

Cette étude comporte deux parties :
» La premiére partie, est consacrée a une synthése bibliographique sur le stress oxydant,
les plantes étudiées et 1'intérét des composés phénoliques.
» La seconde décrit la partie expérimentale
e Une présentation des techniques  d’extraction, des  dosages
spectrophotométriques, des tests antioxydants et anti hémolytique.

o Une présentation des résultats et discussion.
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Chapitre I Stress oxydant

I.1. Physiologie de I’oxydation

L’oxygéne moléculaire est un élément crucial pour la vie des organismes aérobies.
Toutefois, il peut former des espéces partiellement réduites et fortement toxiques appelées les
radicaux libres ou les espéces oxygénées réactives (EOR) (ou ROS, pour réactive oxygen
species) et les espéces réactives de I’azote ERN) (Pincemail et al., 2002). A faibles doses, les
EOR sont trés utiles pour ’organisme, ils jouent des rdles importants dans divers mécanismes
physiologiques tels que la transduction du signal, l'entretien et le fonctionnement de

I’organisme, et du mouvement cellulaire.

Les ERO participent a la signalisation cellulaire (Koechlin-Ramonatxo, 2006) et a la
régulation de nombreux facteurs de transcription tels que I’AP1 (Activator protein-1) et
HSF1 (heat shock factor 1) qui activent des génes dits «Protecteur pour la cellule ». Ces
génes régulent ’expression de molécules de défense telles que les « antioxydants » ou les «
HSP » (Heat Shock Protein) contribuant aux processus de réparation et régénération
cellulaire. Ces espéces participent aussi dans 1’élimination des produits toxiques et la défense
contre l'invasion des microbes et des virus, de méme que contre les cellules tumorales.

Le radical oxynitrique (NO") joue un rdle dans la protection cardiaque, l1a régulation
de la pression artérielle. L’anion superoxyde (O:.) le peroxyde d’hydrogéne (H.0») ,
interviennent aussi dans la maturation, I’hyper activation des spermatocytes et leurs fusions
avec I’ovocyte (Seifried et al., 2007). Les espéces réactives oxygénées et azotées participent
aussi dans la différentiation cellulaire I’apoptose, 'immunité et la défense antimicrobienne.
Ces espéces chimiques sont trés instables, elles jouent un rdle dans 1’action de certains

traitements anticancéreux (Fekikh, 2015) .

1.2. Physiopathologie de I’oxydation

Les EOR deviennent néfastes et toxiques pour organisme a des doses excessives.
Cette surproduction des EOR au-dela des capacités antioxydantes des systémes biologiques,
donne naissance au stress oxydant. Le stress oxydatif est impliqué dans I’apparition de
plusieurs maladies allant de 1’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies
inflammatoires, les ischémies et le processus du vieillissement les maladies cardio-vasculaires

enfin la plupart des maladies dégénératives (Fendri et al., 2006) (Nagmoti et al., 2012).



Chapitre 1 Stress oxydant

1.3. Balance Oxydants /Antioxydants et stress oxydant

Les EOR ont des roles physiologiques trés importants en agissant, a faibles
concentrations (Berger, 2006). Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses
antioxydantes sont capables de faire face et détruire les radicaux produits en excés. On dit que
la balance Oxydants /Antioxydants est en équilibre. Mais dans certaines situations, en raison
d’une surproduction radicalaire (tabac, alcool, pollution, ...) (Ouellet et al., 2007) et/ou d’une
diminution des capacités antioxydantes (insuffisance d’apports des micronutriments
antioxydants, inactivation enzymatiques), un déséquilibre entre la production de radicaux
libres et le systéme de défense est a ’origine d’un état redox altéré de la cellule appelée stress
oxydatif (Bacot, 2004) .

1.4. Radicaux libres et Stress oxydatif
L.4.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (molécules ou atomes) ayant un ou
plusieurs électrons non appariés. Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de leur
tendance a se ré-apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules voisines. L’espéce agressée
devient a son tour radicalaire en initiant un processus de réaction en chaine. Les EOR sont
dotées d’une durée de vie qui est extrémement trés courte de la nano a la milli seconde
(REMILA ,2015) ce qui rend difficile leur mise en évidence au niveau des différents milieux
biologiques (Fontaine et al., 2002). Les ERO sont électriquement neutres ou chargés
(ioniques) , incluent les radicaux libres de I'oxygéne proprement dit et certains dérivés
oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tel que le peroxyde
d’hydrogéne (H203) et le peroxynitrite (ONOQO®) (Bartosz, 2003, Nadour, 2015).



Chapitre I Stress oxydant

Tableau I: les espéces réactives oxygénées ERO (Fontaine et al., 2002, Nadour, 2015).

Espéces réactives oxygénées (ERO)

Radicalaires Non radicalaires
*OH radical hydroxyl H 202 pyroxyde d’hydrogéne
RO -Radical alkyl ROOH pyroxyde organique

ROO - Radical peroxyl
O2 Anion superoxyde
NO - Radical oxynitrique 10 2 oxygéne singulet

HOCI acide hypochloreux

ONOO" peroxynitrite

1.4.2. Stress oxydatif

Le stress oxydatif référe a une perturbation dans la balance métabolique cellulaire
durant laquelle, la génération d’oxydants accable le systéme de défenses antioxydantes, que
ce soit par une augmentation de production d’oxydants et/ou par une diminution des défenses
anti oxydantes (Fontaine et al., 2002).Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, citons la
surproduction endogéne d’agents prooxydants d’origine inflammatoire, un déficit nutritionnel
en antioxydants ou méme une exposition environnementale (Ardaillou, 2004),a des facteurs
pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets, herbicides,
ozone, amiante, métaux toxiques) (Berger, 2006). Les mécanismes d’oxydation des composés
insaturés biologiques , sont souvent des réactions radicalaires avec I’oxygéne moléculaire, ils
présentent trois phases principales ; provoquant enfin une perturbation de la cellule vivante
(Seifried et al., 2007) .
a-Une phase d’initiation : intervention d’un radical a2 ’exemple de I’hydroxyle OH en
arrachant un atome d’hydrogéne. Cette réaction est facilitée par la chaleur, les rayonnements
ou les catalyseurs (métaux tels que Cuy, Fe, Co...... ) (Remila, 2015);
b-Une phase de propagation: formation d’un radical peroxyde (ROOe) en présence
d’oxygéne qui déstabilise une deuxiéme molécule d’acide gras polyinsaturés AGPI et conduit
a un hydroperoxyde lipidique (ROOH) et 4 un nouveau radical, assurant ainsi la propagation
du processus dit en cascade (Remila, 2015)
¢-Une phase de terminaison, recombinaison de différents radicaux formés pour aboutir a des

composés stables (Remila, 2015).
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L5, Nature et sources cellulaires des ERO

Les ERO se forment d’une maniére parasitaire dans les réactions biochimiques
comportant le transfert d’électrons ou la participation de I’oxygéne. Des cellules et des tissus
donnent naissance aux ERO soit par des réactions enzymatiques par auto-oxydation au cours

de leur métabolisme normal ou suite & une réponse a un stimulus spécifique (Serafini, 2006).

L.5.1. Le radical anion superoxyde

L’oxygéne moléculaire est un radical qui posséde deux électrons non appariés avec
des spins paralléles, lui attribuant une stabilité relativement grande. Cependant, dans
’organisme, une partie de cet oxygéne peut capter d’une maniére univalente un électron
conduisant a la formation du radical superoxyde (O2*") ; chef de fil des EOR (Afonso et al.,
2007).

O+ ¢ » O~

(Afonso et al., 2007).

La source principale de ce radical est la chaine respiratoire au niveau du complexe I (NADH

/ubiquinone oxydoréductase) et du complexe III (ubiquinol /cytochrome c oxydoréduction).

D’autres chaines de transport d’électrons (peroxysomes et microsomes) contribuent
pareillement a la production du O2* dans les cellules en aérobiose. Les cytochromes P450 et
b5 de la chaine de transport d’électrons des microsomes peuvent produire des EOR quand ils
interrompent le cycle redox normal et détournent le flux d’électrons vers (Aissat, 2015) la
poussée respiratoire (respiratory burst) des polynucléaires neutrophiles constitue une source
cellulaire importante de I’anion superoxyde qui est produit au niveau de la NADPH oxydase.
Cette enzyme s’active lorsque la cellule phagocytaire est stimulée pour produire le O2*". Cette
production est a I’origine de la synthése de molécules de digestion phagocytaire comme le
peroxyde d’hydrogéne (H20:2) ou I’hypochlorite (C10®) (Fontaine et al., 2002) .

NADPH+20: NADPH oxydase . NADP*+H + 201~

Le systéme enzymatique xanthine/xanthine oxydase intervient aussi dans la production du

superoxyde au cours de ’oxydation de la xanthine en acide urique selon la réaction suivante :

Xanthine+202 +H20 xanthine oxydase Acide urique +202" +2H*
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D’autres molécules peuvent étre des substrats de réactions d’auto-oxydations (non
enzymatique), comme le glucose, les monoamines (dopamine, noradrénaline, adrénaline)
I’hémoglobine, conduisant également & la formation du superoxyde (Aissat, 2015, Bartosz,
2003).

I.5.2. Le peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogéne (H:z0:) se forme par la dismutation spontanée ou
enzymatique du radical superoxyde, catalysé principalement par la superoxyde dismutase
(SOD):

20~ +2H * (SOD) = O:+H:0: (Seifried et al., 2007)

b

A c6té de la SOD, il existe d’autres enzymes produisant HZO comme les oxydase

5 »
présentées particuliérement dans les peroxysomes. Cependant, certaines de ces oxydases
comme la glycoxylate oxydase, la D-aminoacide oxydase peuvent catalyser directement la
réduction divalente de I’oxygene moléculaire produisant ainsi le peroxyde d’hydrogéne sans
formation du radical superoxyde, le foie est 'organe central de cette production. Les

microsomes sont responsables dans 80% de la concentration d’H 2O2 généré in vivo dans les

sites hyperoxiques (Aissat, 2015).

L’absence de charge a sa surface rend cette EOR trés lipophile et peu réactif en milieu
aqueux, le peroxyde d’hydrogéne peu néanmoins étre considéré comme un dérivé réactif de
I’oxygéne potentiellement toxique car sa faible réactivité associée a sa capacité de traverser
les membranes biologiques fait qu’il peut se retrouver a une grande distance de son lieu de
production, il peut alors participer a la biosynthése du radical hydroxyle (Gardés-Albert et
al., 2003).

L.5.3. Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (OH.) est formé principalement par la dégradation du H O, en
présence de métaux de transition sous leur forme réduite, ainsi H202 associé a du fer ferreux

conduit a la réaction de Fenton (Aissat, 2015) .

Fe?* + H2 O2 » Fe* + OH + OHe
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B s

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

L ]
production du OH , selon la réaction d’Haber et Weiss.

0~ +H: 02 Fe(I1I)/Cu(ll) 0: +OH~+ OH" | (Aissat, 2015)

[ ]
D’autres voies de formation du OH sont : la décomposition de |’acide peroxonitrique et la
-,
réaction de I’acide hypochloreux avec 02 Avec une demi vie de I’ordre de la nanoseconde,

le radical hydroxyle est le plus réactif de toutes les espéces dérivées de I’oxygéne, il réagit
avec de nombreuses espéces moléculaires se trouvant dans son voisinage (protéine, lipide,
ADN), il apparait comme |’espéce réactive ayant une responsabilit¢é majeure dans Ia

cytotoxicité des radicaux libres (Gardes-Albert et al., 2003).

[.5.4. L’oxygéne singulier

Pour I’oxygéne moléculaire, 1’état triplet (bi radical} est plus stable que I’état singulier,
ainsi I’oxygéne singulier fait partie des EOR. Il peut étre produit par plusieurs réactions
biochimiques d’oxydation incluant la peroxydase et la lipooxygénase, par la réaction entre
diverses EOR ou en présence de la lumiére, d’oxygéne et de photo sensibilisateur comme la

porphyrine, tel est le cas de la porphyrie erythropoétique- congénitale (Nadour, 2015) :

302 lumiére + photosensibilisateur 'Oz
' +M(n+l)+ > 102 + Mot
H20: +ONOO" » 102 +NO* +H: 0

H20: +CIO- > 02 +CI +H20

I.6. Nature et sources cellulaires des espéces réactives de ’azote (ERN)

Les espéces réactives de |’azote renferment principalement le monoxyde d’azote

(NO"), le péroxynitrite (ONOQ"), le dioxyde de nitrogéne (NO?") et le nitrosyl hydride (HNO).
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I.6.1. Le monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO ) est produit chez les organismes supérieurs par
I’oxydation de I'un des atomes N terminaux de {a L-arginine, cette réaction est catalysée par

I’oxyde nitrique synthase (NOS) selon la réaction suivante :

02 + Arginine + NADPH oxyde nitrique synthase NO"+ Citrulline + H2 O +NADP*

Cette production est physiologique, joue un rdle majeur dans la neurotransmission, la
régulation de la pression sanguine, mécanisme de défense, relaxation des muscles lisses, et la

régulation immune. Mais 4 forte concentration, le NO devient délétére pour les cellules

[ T3
notamment en réagissant avec le O2 pour former un puissant oxydant le peroxynitrite
{(ONQO ) qui peut secondairement se décomposer en d’autres oxydants comme le NO2 et le

OH . Il est formé dans les tissues biologiques par la nitrique oxyde synthase « NOS » qui
oxyde I’arginine en citrulline.

Le NO’ est un oxydant faible, sa durée de vie est trés courte, et la voie de transformation la
plus dangereuse du NO® est sa réaction avec l’anion O;~ , cette réaction conduit a la
formation de péroxynitrite ONOO - (Aissat, 2015, Bartosz, 2003, Migdal and Serres, 2011).

1.6.2. Le péroxynitrite (ONOO")

Il réagit avec les fonctions thiols, les lipides, les bases nucléiques et les protéines.
C’est un agent nitrant actif qui agit sur les cycles aromatiques (tyrosine et tryptophane).
Quand il est protoné, il conduit a la formation des oxydants trés forts comme le *OH et le
NO: + (RIOUX, 2009).
A c6té des sources cellulaires des ROS et ERN il existe des facteurs exogenes qui peuvent
participer directement ou indirectement dans la génération de ces espéces réactives dans les
systémes biologiques, parmi lesquels les radiations ionisantes et non ionisantes, les gaz
toxiques comme !’ozone O, les toxines, les drogues, les pesticides, les métaux lourds,
certains conservateurs alimentaires comme le dioxyde de sulfure, le tabagisme, les alcools
(Favier, 2003) .
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I.7. Implications pathologiques du stress oxydatif

En raison de leur réactivité élevée, les espéces réactives interagissent avec toute une
série de substrats biologiques conduisant a [’altération de I’homéostasie cellulaire de
Iorganisme (Ardaillou, 2004). Le dysfonctionnement des syst¢tmes de régulation de
I'oxygéne et de ses métabolites est a 'origine de phénomeénes du stress oxydant dont
I’importance dans de nombreuses pathologies comme facteur déclenchant ou associé a des
complications lors de leur évolution est maintenant largement démontré. En fait, de
nombreuses études, tant épidémiologiques que cliniques, indiquent que le stress oxydant est
potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une centaine de pathologies
humaines différentes :I’athérosclérose, le cancer les maladies métaboliques,(Ardaillou, 2004)
tel que le diabéte (le phénomeéne de glyco-oxydation est trés important chez les diabétiques et
contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine). La Cataracte, sclérose
latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme pulmonaire,
vieillissement accéléré (Migdal and Serres, 2011), la maladie d’ Alzheimer, les thumatismes et
les maladies cardiovasculaires, maladie de Parkinson, les inflammations gastro-intestinale,
ulcéres, les cedémes et vieillissement prématuré de la peau (Afonso et al., 2007, Berger,
2006).

L.8. Cibles biologiques de radicaux libres
L’accumulation des EOR a pour conséquence I’apparition de dégits cellulaires et
tissulaires souvent irréversibles dont les cibles biologiques les plus vulnérables sont les

protéines les lipides et I’acide désoxyribonucléique (Halliwell, 2006) .

h1i]
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Figure 1 : Cibles biclogiques et endommagement oxydatifs induits par les EOR
(Sounougou,2012).

1. Les lipides
Les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont la cible privilégiée des EOR en raison de leurs
hydrogénes bis allyliques facilement oxydables. Comme ces derniers sont les lipides majeurs
des membranes cellulaires et des lipoprotéines, on comprend leurs vulnérabilités particuliéres.
Les produits d’oxydation formés peuvent participer en tant que second messager a la
régulation de fonctions métaboliques, de l’expression des génes et de la prolifération
cellulaire. Ils peuvent aussi, et surtout, se comporter comme des substances toxiques
responsables des dysfonctionnements et d’altérations cellulaires ( diminution de la fluidité
membranaire, modification de I’'activité des enzymes et des récepteurs membranaires ,
libération du matériel & partir du compartiment subcellulaire (Edmond, 2003, Nadour, 2015) .
2. Les protéines
Les acides aminés des protéines sont la cible des EOR, soit au niveau de leur chaine
latérale, avec formation de produits d’oxydations, soit au niveau de la liaison peptidique,
entrainant la fragmentation de la chaine. Si la majorité des acides aminés peuvent étre oxydés
par les EOR, les acides aminés soufrés (cystéine et méthionine) et aromatiques (tyrosine,
tryptophane) sont les plus sensibles. L’oxydation des acides aminés génére des groupements
hydroxyles et carbonyles sur les protéines mais peut également induire des modifications
structurales plus importantes comme des réticulations intra /intermoléculaires, ce qui affecte

leurs fonctionnements, antigéniques et leurs activités. Les protéines modifiées deviennent

11
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généralement plus sensibles a I’action des protéases et vont subir une dégradation
protéolytique (Favier, 2003, Nadour, 2015) .
3. Les acides nucléiques

Les bases puriques, pyrimidiques et le désoxyribose sont la cible privilégiée des EOR, ils
sont alors transformés en produits de fragmentations et en bases oxydées (Afonso et al.,
2007). Les EOR ont une grande affinité de réaction avec certaines bases constitutives de
I’ADN. La guanine est ainsi facilement transformée en 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-
dG) qui est normalement éliminée par des enzymes de réparation de I’ ADN qui peuvent, elles
aussi, étre victimes de l’action des radicaux libres. Si ces systémes de protection sont
débordés ou défectueux, les altérations du matériel génétique s’accumuleront au sein de
I’ADN représentant ainsi la premiére étape impliquée dans la mutagenése, la carcinogenése et
le vieillissement (Nagmoti et al., 2012, Valko et al., 2006).

L.9. Les antioxydants

Pour limiter les effets délétéres des espéces réactives radicalaires et non radicalaires et
leurs conséquences physiopathogiques, 1'état redox intracellulaire est équilibré par des
systémes antioxydants. Ces systémes antioxydants sont soit des molécules qui captent
rapidement les espéces réactives, soit des systémes enzymatiques qui catalysent la conversion
des molécules pro-oxydantes en molécules stables. Donc selon le mode d’action de ces
systémes, nous distinguons deux classes d’antioxydants enzymatiques et non enzymatiques.
(Laguerre et al., 2007).

Tableau 1I : Les différentes types d’antioxydants (Sounougou,2012).

Antioxydants Exemples
Caroténoides B -caroténe, lycopéne, lutéine
Enzymes SOD, catalase , GPx
Glutathion Glutathion
Minéraux Zinc, sélénium, cuivre
Les composés phénoliques Quercétine, catéchine

Vitamines a —tocophérol,acide ascorbique

12
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1.9.1. Antioxydants enzymatiques

L'un des systémes de défense antioxydants enzymatiques est constitué de trois
enzymes : le superoxyde dismutase SOD, la glutathion peroxydase GSH-Px et la catalase. Ces
enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du superoxyde et
du peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalement a la formation d’eau et d’oxygeéne

moléculaire (Afonso et al., 2007) .

0:
. NAD(P)H
X0 Mitochondrie TR
-P-450
0,
2 GSH NADP*
GSR
GSSG NADPH

Figure 2: Sources métaboliques de production et d’élimination des radicaux libres

(Afonso et al., 2007) .

Il existe de nombreuses autres enzymes antioxydantes comme les peroxyredoxines, I'héme
oxygénase, le glutathion transférase, les thiorédoxines réductases ou les thiorédoxines
peroxydases. La plupart de ces enzymes, de méme que les enzymes de réparation des
dommages oxydants, vont utiliser un donneur d’équivalent réducteur, l¢ NADPH, qui
constitue avec le glutathion les plaques tournantes de la défense antioxydante (Favier, 2003,
Seifried et al., 2007).

13
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1.9.2. Antioxydants non enzymatiques

Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et I’organisme par |’apport

d’antioxydant secondaire (vitamine C, E, caroténoides, polyphénols).

Figure 3 : Structure chimique de tocophérol {vitamine E ) (Hubert, 2006) .

Ces composés sont capables de réagir directement ou indirectement avec les ERO. Le
mécanisme indirect implique la chélation des métaux de transition ce qui empéche la
production du radical hydroxyle, hautement toxique. Certains composés antioxydants comme
les vitamines E (tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides
apportés par les aliments, agissent en piégeant les radicaux et en captant ['électron célibataire,
les transformant en molécules ou ions stables. La vitamine C piégeuse va devenir un radical,
puis elle sera soit détruite, soit régénérée par un autre systéme. Ainsi, la vitamine E est
régénérée par la vitamine C qui est & son tour régénérée par des enzymes, les ascorbates
réductases. Ce type d'antioxydant est appelé piégeur « scavenger. De trés nombreux composés
alimentaires peuvent aussi avoir ce comportement : polyphénols, alcaloides .... Il existe de
plus des composés endogénes synthétisés par les cellules et qui jouent le méme role ; le plus
important est le glutathion réduit qui protége non seulement contre les radicaux oxygénés,
mais aussi contre les peroxydes ou le NOs. Elles peuvent stabiliser les membranes en
diminuant leur perméabilité et également une capacité de lier les acides gras libres (Laguerre

et al., 2007, Serafini, 2006, Sounougou, 2012) .

14



Chapitre 1

- I E—

Stress oxydant

0: Arginine
oxygine
monoxyde
anion -;upernx) de d’aznte
superoxyde dlSmlll"ISLIC“zn I"*“— L
supcroxyde dismutasc Mn s
H;O, ONOOH
permc)de d’hy rogene peroxinitrite
uwtathion peroxydase  |ge | T
gl PeTORY Se |~ —=~ sélénoprotéine PlSe ||
catalase =
llnun.duxmL puuxyd.uu, pfii— = 0

20
P radlcnl hydroxyle
thiorcdoxine I‘LdUL‘In\L |Sc | I / é \

ADN oxydés Lipides oxydés

Protéines oxyddées

Figure 4 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs

cofacteurs métalliques (Favier, 2003).
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I1.1. Pinus halepensis Mill.

I1.1.1. Origine et description botanique

Le pin d'Alep (Pinus halepensis), décrit par Miller en 1768 (Cheikh-Rouhou et al.,
2006), est une espéce pionniére et expansionniste (Fernandez et al.,, 2009)
circummeéditerranéenne (Maestre et al., 2003). Pinus halepensis Mill. appartenant a la famille
des Pinacées (Cheikh-Rouhou et al., 2006). Ce genre comprend 120 espéces dans le monde
(Fekikh, 2015) .C’est un arbre qui atteint 6 & 20 m de hauteur (Kadn, 2014) , appelé Tayda
(Fekikh, 2015) ou encore Snober (Khabbach et al., 2012).

L’écorce est grise-argenté puis rougedtre, & bourgeons non visqueux. Les feuilles sont
de 2 dans chaque gaine, longues de 5-10 ¢m les cones oblongs-coniques aigus, longs de 8-12
cm, rouge-brun, a pédoncule trés épais, constamment réfléchis écailles 4 écusson presque
plane, faiblement caréné. La graine est ovoide bombée a trois angles, de couleur grise de 0,6
cm de long appelée "Zkoukou" dans les régions d’Afrique du Nord C’est I'organe de
reproduction (Kadri, 2014) .

Figure 5: Pmus halepens:s Mill.
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I1.1.2. Taxonomie

Tableau III: systématique de Pinus halepensis Mill (Kadri, 2014).

Classification Espéce
Embranchement Phanérogames
Sous ~Embranchement Gymnospermes
Ordre Pinales
Famille Pinaceaes
Genre Pinus
Sous- Genre Diploxylon
Espéce Halepensis

I1.1.3. Répartition géographique

Le pin d'Alep domine les écosystémes forestiers dans les zones semi-arides (Bak3ic et
al., 2017) , séches et I'némisphére sud 4 cause d’une grande rétention de ’eau (Guedira et al.,
2012, Maestre et al., 2003) avec 6 ,8 millions d'ha au monde (Bak3i¢ et al., 2017) .

En plus de son aire de répartition naturelle, cette espéce a été largement utilisée dans les
projets de boisement au cours du XXéme siécle (Maestre and Cortina, 2004) .1l écarte le
bassin méditerranéen comprenant des iles. Sa gamme continentale s'étend d‘Afrique du nord
(Maroc, Algérie, Tunisie et Libye) et de moyen-est (Turkey ,Syrie, du Liban, de la Jordanie,
de Palestine), jusqu'a I'Europe méditerranéenne méridionale (Gréce, Croatie, Italie , France
orientale et Espagne orientale) (Djerrad et al., 2015, Rathgeber, 2002).En Algérie , il se
répartie sur 900 000 hectares (Kadri et al., 2015).
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Figure 6: Répartition de Pin d’Alep dans le bassin méditerranéen (Fekikh, 2015) .

11.1.4. Composition chimique

> Racine et aiguille
Dans les extraits de racine et daiguille de P.halepensis , 59 composés ont été identifiés
appartenant aux différents groupes phytochimiques : composés phénoliques (50%), acides
gras (44%), monoterpénes (5%), et sesquiterpénes (1%) (Fernandez et al., 2009).

» Graines
L’étude de la composition de la graine de P. halepensis est menée et plusieurs composés de
ont été identifiés.

Tableau IV : La composition chimique des graines de pin d’Alep (Kadn, 2014).

Composition Pourcentage %
Protéines 22,7
Huile 433
cendres 8.3
Potassium, Magnésium et Calcium 1

carbohydrates totaux 3,7
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IL.1.5. Utilisation de P. halepensis Mill.

Ces produits occupent une place importante dans I’économie surtout le bois. Ils sont
utilisés dans la menuiserie, la charpente ordinaire, la caisserie, des emballages et du coffrage
(Hamrouni et al., 2011) sans oublier de rappeler la bonne aptitude du bois aux utilisations
papetiéres et a la fabrication de panneaux de particules (Kadri, 2014). En plus de ces
produits, il existe une trés grande demande en graines de pin d’Alep (Hamrouni et al., 2011) .
Une source importante de la résine qui est considérée comme étant le plus ancien des
produits forestiers non ligneux, appelée « produits de Navals Stores » (Ghanmi et al., 2007) .

Des pignons d'Alep sont traditionnellement employés dans I'ensemble de la Tunisie, et
d'autres pays islamiques, pour préparer un pudding doux des pignons moulus, sont appelés le
‘Assida- Zgougou '. Récemment, il a été également utilisé comme ingrédient en glaces et en
sucreries (Fekih et al., 2014, Cheikh-Rouhou et al., 2006) .

Il est également employé dans le fourrage, assaisonnement en nourriture et en
boissons. Néanmoins, les graines de cette espéce présentent de nombreuses vertus culinaires
ou elles agrémentent les pains traditionnels, les salades, le riz et les poissons (Rathgeber,
2002).

Cette espéce est plus souvent utilisée en cosmétique pour ses aiguilles aromatiques
riches en huiles essentielles entrant dans la fabrication parfumerie et savonnerie (Fekih et al.,
2014, Rathgeber, 2002).La térébenthine est huile essentielle qui entre aussi dans la production
des produits de nettoyage (Fekih et al., 2014).

Le pin d’Alep est exploité récemment dans le domaine agricole ainsi il a fait I’objet de
plusieurs projets de boisement contre ’érosion dans le monde tel que le barrage vert en
Algérie (Maestre and Cortina, 2004) .

Pinus halepensis Mill. est riche en mati¢re organique 89.7%, ainsi une teneur élevée
en Carbonne 51.9 % , grande capacité de changement cationique et une grande conductivité
électrique donc peut étre utilisée comme chambre de culture pour la multiplication des
végétaux surtout des espéces exigeantes afin de produire des plantes de trés haute qualité
morpho-physiclogiques (Ghanmi et al., 2007).

La résine de pin, depuis on extrait l'essence de térébenthine qui est un rubéfiant et
balsamique, efficace dans les catarrhales du systéme respiratoire : la grippe, la sinusite et les
rhumatismes (Fekikh, 2015) .
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I1.1.6. Propriétés biologiques du genre Pinus

Les propriétés bénéfiques de ce genre en général se rapportent principalement aux
propriétés pharmacologiques de leurs composés a savoir: les activités anti-inflammatoires
antioxydants antinéoplasiques et immunomodulatrices (Kadri, 2014) . Les graines comme un
reméde naturel pour plusieurs maladies incluant un effet sur la fatigue et le vieillissement
(Kadri et al., 2014). Il a été aussi démontré qu’il est un puissant antiseptique ; recommandé
dans toutes les infections des voies respiratoires, les infections urinaires, les calculs biliaires
{Gonzalez-Tejero et al., 2008).

Les études menées sur des extraits d’aiguilles ont démontré plusieurs activités biologiques :
antifongiques, anti bactériennes et anti-inflammatoires ainsi anticancéreuses, ou cette derniére
étant plus intense pour les extraits récupérés a partir des cones (Kadri et al., 2013).

L’activité anti-oxydante de deux espéces (Pinus koraiensis) et (Pinus sibirica Du
Tour) a été évaluée par I’inhibition in vitro des radicaux libres (DPPH, OH- et O2-) ainsi la
viabilité cellulaire (Kadri et al., 2013). L’activité anti-oxydante in vivo des polyphénols des
graines de Pinus koraiensis a été également déterminée, I'extrait peut inhiber fortement le
vieillissement des souris en renforgant ’activité de la SOD, en diminuant le MDA contenu et
en augmentant le contenu en GSH. Il a été constaté aussi que l’extrait peut inhiber
puissamment les dommages oxydant induits par les rayons (Kadri, 2014).

Les lipides neutres, glycolipides et les phospholipides des graines de P. halepensis
Mill. peuvent lutter contre le cancer en empéchant I’angiogenése tumorale (Kadri et al.,
2014).

Il est aussi utilisé soit en tant qu'additif alternatif en nourritures, pharmaceutiques et
antioxydants et dans des préparations de produit de beauté (Djerrad et al., 2015) .

La térébenthine est une huile essentielle issue de P. halepensis Mill. largement
employée dans diverses industries de peinture, chimie, pharmacie et alimentation et la
colophane (Ghanmi et al., 2007) .

Une étude de |’effet de la térébenthine au Maroc a montré son efficacité contre les
bactéries extrémement pathogeénes telle que Staphylococcus aureus et les champignons tel que
Aspergillus niger ceci grice a sa richesse en pinénes (Fekih et al., 2014, Ghanmi et al., 2007).

Les huiles essentielles de P.halepensis Mill d’ Algérie étudiées ont montrés un pouvoir

antioxydant élevé (Djerrad et al., 2015) .
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L’huile de pin ‘Alep est une source potentielle appliquée comme antimicrobien dans
les industries alimentaires contre Listeria monocytogenes ,Enterocccus faecalis , Pseudomonas
aeruginosa ,Acinetobacter baumanii,Citrobacter freundii et Klebsiella pneumoniae (Fekih et
al., 2014).Utilisée aussi dans la prévention des accidents cardiovasculaires et du cancer, un
potentiel protecteur et thérapeutique en pathologies dommage-connexes oxydantes (Cheikh-
Rouhou et al., 2006) .

Les lipides de graine étudiée sont riches en acide linoléique, qui a un salutaire effet sur
des lipides de sang, abaissant la tension artérielle et le cholestérol. Ils constituent une bonne
alternative source des acides gras essentiels et ont pu contribuer a la combinaison d’ingestion
diététique des éléments minéraux {Cheikh-Rouhou et al., 2006) peuvent étre aussi nécessaire
pour un régime alimentaire équilibré (Kadri et al., 2015) .

Une activité antiinflammatoire sous l'effet des principes actifs présents dans les
graines sur Dactivité de la cyclooxygénase, la production de prostaglandine E2 et sur la
synthése d'oxyde nitrique. Il a été démontré aussi que les graines de pin ont un effet sur la
régulation du cancer liés aux protéines Ces actions pharmacologiques attribuées aux graines
de pin sont liées a la présence a la fois des substances bioactives lipophiles et hydrophiles : les
terpénes, les acides gras et triacylglycérides, des vitamines, des polyphénols, des acides

aminés et des macro/oligoéléments (Kadri, 2014) .

11.2. Inula viscosa

I1.2.1. Origine et description botanique

Inula viscosa (synonyme Dittrichia viscosa ) viendrait du grec : Ino qui signifie : je
purge et Viscosa signifie : visqueuse. Dittrichia viscosa appelée magramane en Afrique de
nord ,appartenant a la famille des Compositae (Hemnandez et al., 2007), ce genre renferme 100
espéces (Chahmi et al., 2015).

C’est une herbacée annuelle, vivace,glanduleuse a odeur forte et ligneuse dans sa
partie inférieure. Elle apparait sous forme de buissons de 0.5 & 1 métre de hauteur et présente
de nombreux capitules & fleurs jaunes au sommet de la tige (Side Larbi, 2016). Les feuilles
sont simples, dentées et Souvent couvertes de glandes sécrétant une substance collante
(Danino et al., 2009) .La floraison est en automne. Les fruits sont des akénes (Side Larbi,

2016).
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Figure 7:Dittrichia viscosa

I1.2.2. Taxonomie
Tableau V : Systématique de Dittrichia viscosa (Side Larbi, 2016).

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes
Classe Dicotyledones
Sous-classe Gamopetales
Ordre Campunulales
Famille Compositae
Genre Inula
Espéce viscosa L. Aiton
Synonyme Dittrichia viscosa L.

11.2.3. Ecologie et répartition géographique
Cette plante cosmopolite est trés répandue dans tout le bassin méditerranéen surtout

dans le nord d’Algérie, poussant aux bords des cours d’eau, sur les prairies humides et sur les

sols salés (Wang et al., 2004).
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I1.2.4. Composition chimique

Un grand nombre d’espéces appartenant au genre d '/nula ont fait {’objet d’études de
leur composition chimique ot se sont identifiés de nombreux métabolites secondaires a savoir
les terpénes particuliérement lactones, les flavonoides, les glycolipides et des dérivés d’acides
anthraniliques (Chahmi et al., 2015) .

Parmi les composés présents dans cette espéce, nous retenons les sesquiterpénes et la
tomentosine (Mamoci et al,, 2011), les triterpénes, les esters de monoterpeéne, les esters
phenylethanoides, (Mafez et al., 2007). Egalement trois flavonoides ont été isolés la
rhamnocitrine, 7 O — méthylaromadendrine et 3 O - acetylpadmatine ; et un glycosyl-
diacylglycérol (Hernandez et al., 2007, Mafiez et al., 2007) .

I1.2.5. Utilisation et propriétés biologiques

Dittrichia viscosa est utilisée en partie ou en totalité sous plusieurs formes, poudre,
infusion, tisane et cataplasme.

Dans la région du bassin méditerranéen, elle était pour longtemps utilisable comme un
anti-inflammatoire, antiseptique (Hernandez et al., 2007), antipyrétique et antiphlogistiques
(Askin Celik and Astantiirk, 2010). En Espagne elle est utilisée pour le traitement de désordre
gastroduodénal {(Chahmi et al., 2015) et un antiulcérogéne (Wang et al., 2004). En Jordanie et
dans le moyen orient, la médecine traditionnelle attribue & D.viscosa plusieurs utilités telles
que : antihelminthique, expectorant, diurétique, traitement de bronchite (Haoui et al., 2015).
Aussi utilisée contre la tuberculose, I’anémie et les douleurs rhumatoiques ainsi que pour
mirir les abcés. Elle est aussi connu comme sédatif de la toux et des spasmes bronchiques ;
elle corrige I’atonie de I’estomac et de I'intestin et abaisse la fieévre (Chahmi et al., 2015) .

La partie aérienne de cette plante est utilisée sous la forme de décoction dans le
traitement du diabéte (Chahmi et al., 2015), ’hypertension et la néphropathie. Elle est aussi
prescrite comme un agent promoteur dans l’induction de I’avortement et la stérilité des
femelles (Wang et al., 2004).

Les racines de D. viscosa sont employées en régime alimentaire améliorant 1'appétit
(Haoui et al., 2015) .

Les études menées sur les différents extraits de D. viscosa ont montrées la présence

d’une activité biologique variable citant :
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L’activité anti-inflammatoire sous |’action de certains sesquiterpénes : 1’Inuviscolide
de lactone et I’acide salicylique inhibent la sécrétion des enzymes pro-inflammatoires telles
que I’élastase, la cyclooxygénase-1 et la phospholipase sécréteuse A2 (Hemndandez et al.,
2007). En outre, il réduit l'infiltration et la dégranulation de leucocyte de peau. Ils agissent
aussi sur biosynthése de leucotriénes et commandent les interactions neuroniques entre les
glucocorticoides (Herndndez et al., 2001) (Mafiez et al., 2007).

Elle est aussi connu peur son pouvoir antifongique et antibactérien sur des bactéries
Gram+ et Gram- (Wang et al., 2004) .Une lactone de sesquiterpéne a été isolé de D. viscosa
et identifié s'est avéré trés active contre: Microsporum canis, Microsporum gypseum et
Trichophyton entagrophytes,Aspergillus spp. En outre ,le meilleur effet est signalé sur la
germination de Microsporum laxa et Mioicrosporum fructigena (Mamoci et al., 2011) .

Les terpénoides de cette plante ont un effet inhibiteur sur les micro-organismes
phytopathogéne (Stavrianakou et al., 2006) . Comme il a été démontré possédant un pouvoir
abortif due a I’inhibition de {’implantation de zygote et une activité aulétique (Al-Dissi et al.,
2001, Askin Celik and Aslantiirk, 2010).

Les activités cytotoxiques, génotoxique et antivirale de cette plante ont été mise en
évidence (Abad et al., 2000)

La quercétine naturelle isolée de cette espéce est prometteuse en tant qu'agent
anticancéreux et antimicrobiens (Talib et al., 2012) .

Les extraits de leur feuilles ont ét€ examinés pour leur activité sur les nématodes
quoique l'extrait formulé ait été efficace dans les expériences de lutte conte les poux (Mamoci
etal.,, 2011).
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IIL.1. Matériels utilisés

Matériels et methodes
T R T — =T B ——

Matériels

Verrerie

-Eprouvettes
-Erlenmeyer
- Béchers
-Fioles
-Tubes a essai

-Flacons

Autres

-Micropipette réglable
-Barreaux magnétiques
-Spatule

-Tubes coniques
-Papier aluminium
-Pissette

-Pince

-Portoirs

Appareillage

Marque

pH mettre

Balance analytique
Agitateur magnétique
Bain marie

Hotte
Centrifugeuse
Spectrophotométre
Autoclave
Réfrigérateur
Etuve

Vortex
Ultrasonicateur

Microonde

HI2211ph10RP meter
OHAVS

Hot plate stirrer
nuve batch/20nb
CRURA670

EZ Swing 3K
Sp-3000nano
Wise clave
Maxipower
venticell

Nahita

25



Chapitre 11T Materiels et méthodes

[ s —

II1.1.2. Réactifs et consommables

Le 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH) , acide gallique , méthanol, éthanol
,bicarbonate de sodium (NaxCo3) , chlorure d’aluminium (AICl3), Folin-ciocalteau , catéchine,
quercétine, butyl hedroxytoluéne (BHT), férricyannure de potassium ( K3 Fe(CNs) ), acide
trichloroacétique (TCA ), trichlorure de fer (FeCls), eau oxygénée(H;0;), sulfate de fer
(FeSO4) ,eau distillée ,hydrogénophosphate disodique (Na:HPos4), sodium dihydrogéno
phosphate (NaH2PO4) , chlorure de potassium (KCl), hydroxyl de sodium (NaOH).

I11.1.3. Matériel biologique

Le sang a été récupéré du centre de transfusion sanguine de I’hépital de Mohamed
BOUDIAF, Bouira a partir des volontaires sains et qui ne présente aucune maladie ou un
déficit en facteur de coagulation. Le sang a été recueilli dans des tubes héparinés puis a été
transporté directement au laboratoire dans une glaciére puis conservé a 4 °C jusqu’a

utilisation.

II1.1.4. Matiére végétale
I11.1.4.1. Présentation de la zone d’étude

Le parc notionnel de Djurdjura a été créé le 23 juillet 1983, il s’écarte sur 18 550 ha.
Ce parc renferme 1 242 espéces végétales, essentiellement de belles futaies millénaires de
cédre de I’Atlas. On y trouve également des peuplements endémiques notamment de pin noir
(Boutabia et al., 2015).

Figure 8: Carte géographique de la wilaya de Bouira.
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IIL.1.4.2. Préparation des échantillons

Le choix des deux plantes s’explique d’une part, par leur originalité peu ou presque
pas d’études menées sur leur activité biologique particuliérement antioxydante et anti-
hémolytique et d’autre part, par leur efficacité dans la médecine traditionnelle vis-a-vis
différentes maladies.

Les feuilles de Dittrichia viscosa ont été récoltées durant le mois de janvier d’Ah-el
kser wilaya de Bouira, quant aux cones de Pinus halepensis Mill. ils ont été récoltés du Parc
national de Djurdjura entre les mois de Février et Avril. Leur identification botanique a été

effectuée par un Botaniste de I’université de Bejaia et un autre de I’université de Bouira.

Les cones P. halepensis Mill. ont été mis dans de 1’eau chaude pour faire dissoudre la
résine en provoquant |’ouverture des cdnes ce qui permettra la récupération des graines.
Ensuite, les échantilions ont été lavés pour éliminer les impuretés. Tandis que le séchage a été
effectué en deux étapes, un prés séchage a I’air libre et a I’abri de la lumiére pour éliminer
I’excés d’eau et un autre dans I’étuve ventilée a 40 C° pendant 48 heure. Puis, elles ont été
broyées et tamisées pendant 10 min. Une fine poudre homogéne de 125 pm de diamétre a été

récupérée et stockée a sec.
I11.2. Méthodes

II1.2.1. Extraction des polyphénols totaux

L’extraction a été faite au laboratoire de recherche de biochimie, biomathématique,
biophysique et scientométrie (3BS), université Abdrrahmane Mira de Bejaia. La suite des tests
a été effectuée au laboratoire département de biologie a I'université d’AKEI Mouhand
Oulhadj, Bouira

Dans notre étude trois méthodes ont été sélectionnées et effectuées selon le protocole
de (Dahmoune et al., 2015) pour D.viscosa (figure 9) et une extraction par macération pour
P.halepensis Mill. selon le protocole de (Ferreira et al., 2006) (figure 10) avec certaines

modifications.
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HI.2.1.1.Extraction conventionnelle (EC)

Dans un erlenmeyer de 250 ml, 2 g de poudre de D. viscosa ont €t¢ solubilisées avec
100 ml d’éthanol a 50% (v/v), puis a été placé dans un agitateur magnétique a 110 g pendant
2ha60°C.

HI1.2.1.2.-Extraction assistée par micro-onde (MAE)

Dans un ballon conique de 250 ml, 2g de poudre de D. viscosa ont été mélangées avec
90 ml de la solution d’éthancl & 45% (v/v) puis placé dans un micro-onde pendant 60

secondes. Le ballon contenant I’extrait a été refroidi & température ambiante pendant 5 min.
I11.2.1.3. Extraction assistée par ultrasons (UAE)

Dans un ballon conique de 250 ml, 2g de poudre de D. viscosa préalablement
solubilisée dans 60 m! de la solution d’éthanol a 30% (v/v) puis placé dans |'ultrasonicateur
pendant 14 min. Le controle de la température est ainsi effectué en plongeant un

thermocouple  I’intérieur de ballon (27°C).
I11.2.1.4. Macération

20 g de poudre issue de la graine de P. halepensis Mill. ont été mélangés avec 200 ml

d’eau distillée, a 60 C° pendant 15 min.

Les extraits ont été filtrés par un papier Wattman de 45. Les filtrats de D. viscosa ont
ensuite suivies une €vaporation dans une étuve ventilée pendant 2 a 4h afin d’éliminer
1’éthanol. Puis les quatre filtrats ont subi une lyophilisation pour avoir des extraits en poudre

et ont été conserves jusqu’a leur utilisation.

» Calcul de rendement d’extraction

r=m /M *100

m : masse d’extrait aprés lyophilisation.

M: masse prise d’essal.
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——

2 g de poudre

.

[ Extraction ]

!

4 v Y
Conventionnelle Micro-onde Ultrasons
A ™
100 ml d’éthanol 90 ml d’éthanol 60 mi d’éthanol
i 50 % 245 % 230 %
W

><

Evaporation

Lyophilisation

Figure 9: Schéma général de I’extraction des polyphénols de D.viscosa (Dahmoune et al.,
2015)
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20 g de poudre

200 ml d’ean
distillée

4

Filtration

1

Lyophilisation

———

Mateériels et methodes

15 min

60 C°

Figure 10: Schéma général d’extraction de P. halepensis Mill (Ferreira et al., 2006).

Remarque

Pour la suite ces abréviations indiquent :

DvMAE : D.viscosa axtraction assistée par microonde
DvUAE : D.viscosa axtraction assistée par ultrason
DvEC : D.viscosa axtraction conventionnelle

PH : P.halepensis Mill
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II1.2.2. Criblage phytochimique

I11.2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

» Principe

Le dosage des polyphénols a été réalisé par le réactif de FolinCiocalteu en suivant le
protocole de (Singleton and Rossi, 1965). Le Folin Ciocalteau est un acide de couleur jaune
constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3 PWI12 040) et d'acide
phosphomolybdique (H 3 PMo 12 O 40). Il est réduit, lors de l'oxydation des phénols, en un
mélange d'oxydes bleus fauchant de tungsténe et de molybdéne. Ce mélange présente un
spectre d’absorption 4 760 nm dont 1’intensité de la couleur est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans I’extrait (Aissat, 2015).
» Mode opératoire

500 uL de chaque extrait (DvMAE, DvUAE, DVEC et PH) préparé a 100 pg/ml ont
été mélangés avec 2,5 ml de Folin Ciocalteau a 1/10. Incuber 2 min a 1’obscurité ensuite 2 ml
de bicarbonate de sodium (NaCo3) 4 7,5 % ont été ajoutés. Finalement une incubation a 50 C°
pendant 15 min a été achevée puis la lecture de la densité optique (DO) a 760 nm a été

réalisée.

Une courbe d’étalonnage a été établie en utilisant 1’acide gallique comme standard 4
différentes concentrations (10 - 80 pg/ml) en suivant les mémes conditions. La teneur en
polyphénols a été exprimée en mg équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait selon

la formule suivante :

TP (mg/g) = x (mg)*D /m essai

TP :taux de polyphénols totaux

X : masse de I’extrait calculé a partir de la courbe d’étalonnage
D : facteur de dilution

m: masse prise d’essai
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I11.2.2.2. Dosage des flavonoides
» Principe

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode du chlorure d’aluminium
(AlICl3) suivant le protocole de (Kadri, 2014). Les flavonoides forment des complexes
chromogénes avec le chlorure d’aluminium qui donne a la solution une coloration jaunatre

dont I’absorbance maximale est a 430 nm.

» Mode opératoire

2 mi de chaque extrait (DvMAE, DvUAE, DvEC et PH) 4 300 mg/L ont été mélangées
avec 1 ml d’Alcls 4 2 %. Les solutions ont €té ensuite incubées pendant 10 min a température

ambiante puis la lecture des DO 4 430 nm a été réalisée a 1’aide d’un spectrophotométre.

Une courbe d’étalonnage a été établie dans les mémes conditions réactionnelles en
utilisant la catéchine comme standard i des différentes concentrations (10- 80 pg/ml). La
teneur de I’extrait en flavonoides a été déterminée en mg équivalent de catéchine par gramme

d’extrait selon la formule suivante :
TF mg/g =x (mg) *D / m essai
TF : taux de flavonoides
X :masse de I’extrait calculé & partie de la courbe d’étalonnage
D : facteur de dilution
m: masse prise d’essai
I11.2.3. Activité biologique

La richesse de D. viscosa et de P. halepensis Mill. en métabolites secondaires nous a
orienté a évaluer leur propriétés biologiques. Pour cela, nous nous sommes intéressés a

évaluer in vitro :
-L’activité antioxydante des extraits.

-L’activité anti hémolytique.
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A- Etude de I’activité antioxydante in vitro

Une seule méthode n’est pas suffisamment fiable pour mettre en évidence 1’activité
des extraits isolés vis-a-vis des radicaux libres et avoir donner une efficacité précise
(Dahmoune, 2013). Pour cela, trois méthodes de 1’activité antioxydante ont été établies dans
notre étude.

I11.2.3.1. Evaluation par le test de DPPH
» Principe

Le 2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre, stable de couleur violet
foncée. Il donne une absorption maximale a4 517 nm. En présence d'un donneur d'hydrogéne le
DPPH est réduit en hydrazine (non radical) jaune. Dont l'intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner
des protons (Dahmoune, 2013) . En tant que radical libre stable, le DPPH peut étre réduit en

acceptant un électron ou un atome d'hydrogéne, en présence d'un antioxydant.

©\,:'/© + Antioxydant-OH ~ ©\h" @ + Antioxydant-O*
Ne NH

DPPH (violet) DPPH-H (jaune)
Figure 11 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Side Larbi, 2016).

» Mode opératoire

Cette activité a été évaluée selon le protocole de (Djerrad et al., 2015).Une solution de
DPPH a 60 uM a été préparée. Pour nos essais, 2,4 mg de poudre de DPPH ont été dissouts
dans une fiole de 100 ml en I’ajustant avec du méthanol jusqu’au traies de juge. L’absorbance
de cette solution a ét€¢ mesurée & 517 nm par un spectrophotométre avant de commencer les

tests sur les extraits.

Les échantillons de (DvMAE, DvUAE, DvEC et PH) ont été préparés a différentes

concentrations {100-500 mg /L) dans le méthanol. 25pL. de chaque dilution ont été ajoutés a
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975 pL de la solution de DPPH (3 essais ont été effectués pour chaque concentration utilisée).
Le milieu réactionnel a été incubé pendant 30 min 4 I’obscurité totale. La lecture des DO a été

effectuée 4 517 nm.

Le butyle hydroxy toluéne (BHT) a été¢ employé comme standard dont les mémes
conditions pour établir une courbe d’étalonnage. Le calcul de pourcentage de piégeage de

radical de DPPH a été donné par la formule suivante :

% d’inhibition de DPPH = (Ao -A / Agy * 100
Ou:
Ay : I’absorbance de la solution de DPPH seule.

A : Pabsorbance de DPPH en présence de I’extrait.

I11.2.3.2. Pouvoir réducteur :Ferric Reducing Antioxydant Power (FRAP)

» Principe

Le pouvoir réducteur d’un composé mesure sa capacité a transférer des électrons, cela
indique son activité antioxydante. Le pouvoir réducteur des ions ferriques (Fe**) en ions
ferreux (Fe?*) est évalués sectrophotométriquement & 700 nm en suivant la transformation de
la couleur jaune de la solution testée en un chromophore bleu-vert. L’augmentation de

I’absorbance indique un grand pouvoir réducteur (Nadour, 2015) .
» Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a été évalué selon le protocole de (Nadour, 2015). Les
échantillons ( DVMAE, DvUAE, DVEC et PH) ont été préparés a différentes concentrations
(de 0,1 a 0,3 mg/ml) dans I'eau distillée. 100 pL ont été¢ mélangés avec 250 pL de tampon
phosphate salin (PBS 4 0,2 M pH 6,6). Puis, 250 pL de ferricyanure de potassium a 1 % ont
été ajoutés au mélange qui a été incubé pendant 20 min a 50C°. Aprés incubation, les tubes
ont été refroidis dans un bain de glace pendant 5 min. 250 pL d’acide trichloracétique a 0,61
mM ont été ajoutés afin d’amréter la réaction suivi d’une douce agitation au vortex pendant
une minute. Les milieux réactionnels ont été ensuite versés dans des tubes coniques et ont

subis une centrifugation & 1000 g pendant 8 min. 250 pL de chaque surnageant ont été
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mélangés avec 250 pL d’ean distillée et 50 uL de trichlorure de fer a 0,1 % puis ont été agités
au vortex. Aprés 5 min d’incubation a température ambiante les DO ont été mesurées a 700
nm contre un blanc contenant tout le milieu réactionnel avec substitution de I’extrait par de
I"eau distillée. La quercétine a ét€¢ employée comme un standard préparée avec le méme mode

opératoire.
I11.2.3.3. Mesure de Pactivité antioxydante par réactivité avec le radical hydroxyle

L’activité antiradcicalaire a été réalisé selon le protocole de (Nadour et al., 2015).Pour
ce test une seule concentration de 100 mg/L des différents échantillons
(DvMAE ,DvUAE,DvEC ,PH) a été employée ,préparée dans ’eau distillée .200 uL de
chaque extrait ont été mélangés avec 200 pL d’une solution du sulfate de fer (FeSO4) a 5 m
M. Aprés homogénéisation au vortex,200 pL de 1’eau oxygénée (H202) a 1% ont été ajoutés.
Puis, le mélange a été agité de nouveau au vortex pendant une minute avant I’incubation a
température ambiante, a 1’abri de la lumiére pendant 1 h. A la fin, le milieu réactionnel a été
dilué par 1 ml d’eau distillé et a été mélangé au voriex. Laisser agir pendant Smin, les DO ont

été lues a 510 nm. L’acide ascorbique et utilisé comme standard.

Le pourcentage d’inhibition de P’activité de radical hydroxyle a été calculé selon I’équation

suivante :

Pourcentage de piégeage de radical hydroxyle = (Ao — A1/ Agy * 100

Ao : ’absorbance du mélange en absence de I’extrait.

A : I’absorbance du mélange en présence de |’extrait.

B-Activité anti-hémolytique sur des cellules sanguines humaines
» Préparation des érythrocytes

La suspension érythrocytaire a été préparée selon le protocole de (Ebrahimzadeh et al.,
2010) .Le sang hépariné a été centrifugé a 1500 g pendant 10 min a 4° C. Le plasma et les
couches de globules blancs ont été aspirés et éliminés. Les érythrocytes contenus dans le culot
ont été repris dans le tampon PBS (a 0,2 M et pH 7,4) & 10 volumes. Aprés mélange par
retournement, les échantillons ont été a nouveau centrifugés a 1500 g pendant 10 min 4 4° C

et les surnageants ont été éliminés a 1’aide d’une micropipette. Le lavage du culot a été répété
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3 fois dans les mémes conditions. Les érythrocytaires lavés ont été suspendus dans le PBS

(1 /1), (v/v). Les érythrocytes ont été conservés a 4° C pendant 2 a 4 jours.
» Mode opératoire

Le test de I’activité inhibitrice de I’hémolyse a été réalisé selon le protocole décrit par

(Nabavi et al., 2013) avec certaines modifications.

Une suspension érythrocytaire a8 4 % a été préparée dans le PBS (0,2 et a pH 7,4).2
ml de cette suspension ont été ajoutés a 0,5 ml de chaque extrait a tester (Dv MAE, Dv EC,
Dv UAE PH) a différentes concentrations (0,25-0,5-0,75 et 1 mg/ml) déja préparés dans le
PBS. Puis, le milieu a été dilué en le complétant avec le PBS jusqu’a avoir 5 ml dans chaque
tube a essai. Le mélange obtenu a été incubé pendant 5 min a température ambiante. 0,5 ml de
H20; a 1M préparés dans du PBS ont été ajoutés pour induire la peroxydation des lipides
membranaires des érythrocytes. Le mélange réactionnel a été incubé pendant 4h dans un bain
marie & 37° C. Ensuite, les échantillons ont subi une centrifugation a 1000 g pendant 10 min.
Enfin, les surnageants obtenus dans chaque tube ont été aspirés et les lectures des DO ont été
réalisées 4 540 nm a !’aide d’un spectrophotométre. Afin d’avoir une hémolyse totale (100 %)
un controle contenant 2 ml de suspension érythrocytaire 4 4 % ont été incubés avec 2 ml

d’eau distillée.
L’acide ascorbique a été utilisé comme un standard dans les mémes conditions.

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a €té calculé selon la formule décrite en

dessous :

% d’inhibition de I’hémolyse = (Ac — Ae / Ac) *100.
Dont :
Ac: ¢’est Pabsorbance obtenue apreés hémolyse totale.

Ae : c’est ’absorbance obtenuc en présence de I’extrait.
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1V.1. Le rendement d’extraction

L’extraction des composés phénolique a partir des graines de Pinus halepensis Mill. et
des feuilles de Dittrichia viscosa ont été réalisé en utilisant différentes méthodes a savoir : la
macération simple pour le P. halepensis Mill. et la conventionnelle, microonde et ultrason

pour D. viscosa . Les rendements d’extraction sont présentés dans la figure 12.
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Figure 12: Rendement d'extraction des polyphénols totaux.

Le rendement de D. viscosa varie selon la méthode d’extraction, le pourcentage le plus
élevé a été trouvé pour la méthode microonde avec 33, 5% suivi des deux autres méthodes,
ultrasons et conventionnelle avec un rendement trés proche entre les deux qui avoisine les
20%. Cette différence peut étre expliquée par ’efficacité de procédé d’extraction incluant le
temps, la température ainsi le solvant utilisé et sa polarité. La polarit¢ des composants
contenus dans la plante explique mieux cette différence de rendement.

Pour les graines de P. halepensis Mill. le rendement d’extraction de leur composés
phénoliques a été trouvé plus faible (9,15%).

Ces résultats sont supérieurs a ceux trouvés dans des investigations antérieures menées
sur les extraits de D. viscosa, en effet des rendements de 15% (Gokbulut et al., 2013), 10%
(Abuhamdah et al., 2013) 13, 35% (Chahmi et al., 2015) ont été soulignés. En revanche, en
utilisant du méthanol absolu, (Laghrifi et al., 2013) ainsi que {(Chebouti et Meziou) ont
trouvés un rendement beaucoup plus élevé avec des pourcentages respectifs de 44,95% et de
37.41%.
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Ces résultats sont en concordance avec nos résultats. Pareillement au rendement, la
différence de quantité dans les teneurs peut donc étre expliquée par les conditions
environnementales, la période de récolte ainsi que les protocoles expérimentaux utilisés (Lee

et al., 2003).

IV.2. Criblage phytochimique
IV.2.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur totale en composés phénoliques a été déterminée en fonction de la courbe
d’étalonnage de l'acide gallique (figure 1 annexes). Les résultats sont exprimés en mg
équivalent acide gallique/g de matiére végétale séche (mg EAG/ g sec). Les résultats sont

présentés dans la figure 13.
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Figure 13: Teneur des extraits en polyphénols totaux.

Le taux de polyphénols totaux dans I’extrait aqueux des graines du P. halepensis Mill.
est de 6,97 mg/g. Alors que dans les trois extraits éthanoliques de D. viscosa, les taux varient
de 5,24 4 17,18 mg/g. Le taux de polyphénol le plus élevé a ¢té détecté pour I’extrait de D.
viscosa obtenue par microonde (17,18 mg/g) suivie de I’extrait obtenue par I'extraction

conventionnelle (10,32 mg/g) et en dernier celui de ’extraction par ultrasons (5 ,24 mg/g).
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En se référant aux résultats obtenus par (Kadri, 2014) concernant les graines de P.
halepensis Mill. dont le taux en polyphénols est de 3,71 mg/g. On en déduit que I’extrait de
nos graines est plus riche en polyphénols & savoir une teneur en double pour les polyphénols,
6.97mg/g.

D’aprés les investigations antérieures, le taux moyen des polyphénols dans les extraits
issus de D. viscosa variait généralement entre 103 et 441 mg EAG/g sec selon le solvant
utilisé (Chahmi et al., 2015, Side Larbi, 2016).La fraction méthanolique a été trouvés
contenant des taux de 8,48 mg GAE/g d’extrait (Trimech et al., 2014), 274,39 mg GAE/g
d’extrait (Chahmi et al., 2015), 176.9 mg GAE/g d’extrait (Gékbulut et al., 2013) et 0,85
pg/ml (El Ouariachi and Bouyanzer, 2015).

En vue de ces résultats nous pouvons conclure qu’en réalité une estimation du taux de
polyphénols via le réactif de Folin-Ciocalteu présente une faible spécificité dont
Iinconvénient principal est le dosage colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible a la
réduction de tous les groupes hydroxyles non seulement ceux des composés phénoliques,
mais également de certains sucres et protéines, donnant ainsi un taux phénolique apparent
élevé (Gomez-Caravaca et al., 2008). Cette différence trouve probablement son explication
dans la différence du standard utilisé pour le dosage (Athamena et al., 2010). Il est important
aussi de savoir que le contenu phénolique d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
intrinséques et extrinséques. Des études ont montrés que les facteurs extrinséques (tels que les
facteurs géographiques et climatiques I’irrigation,), 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 polyphénols (Athamena et al.,, 2010, Bouzid et al., 2011). Ceci peut donc expliquer la
faible teneur de nos extraits en composés poly phénoliques par rapport aux extraits déja

mentionnés au-dessus.

IV.2.2. Dosage des flavonoides
La teneur en flavonoides a été calculée en mg équivalent catéchine /g de matiére végétale
séche (mg E C/ g matiére végétale séche) en se référant a la courbe d’étalonnage de la

catéchine (figure 2 annexes).
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Figure 14 : Teneur des extraits en flavonoides.

Le taux de flavonoides dans [’extrait aqueux des graines du P. halepensis Mill. est de
6,17 mg/g. Alors que dans les trois extraits éthanoliques de D. viscosa varient de 9,13 4 16,73
mg/g. Le taux le plus élevé dans I’extrait est obtenu par microonde (16,73 mg/g) suivie de
I’extrait obtenue par extraction conventionnelle (10,17 mg/g) et enfin celui obtenue par

ultrason (9,13 mg/g).

D’aprés les résultats obtenus par (Kadri, 2014) concernant P. halepensis Mill. dont le
taux en flavonoides est de 0 ,80 mg/g. On en déduit que !’extrait de nos graines est plus riche
en flavonoides avec 6.17 mg/g. Les résultats obtenus pour D. viscosa sont différents par
rapport a ceux trouvés par (Chahmi et al., 2015). Cependant, (El Ouariachi and Bouyanzer,
2015) ont estimé des valeurs des teneurs plus élevées que les ndtres de 32 et de 74 mg EC/g

sec ,en utilisant le di éthyle /¢ther et I’éthyle/acétate comme solvants d’extraction.

Par comparaison aux travaux antérieurs, les teneurs en flavonoides sont fortement
affectées par les solvants d'extraction (caractérise les extraits polaires) et par le stress
climatique tel que les températures élevées, I’exposition au soleil, la sécheresse et la salinité
(Rai and Carpinella, 2006). En effet, ’augmentation du métabolisme des composés

phénoliques y compris les flavonoides peut étre liée aux différentes conditions et ces
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o

différences de teneur peuvent étre expliquées par 1'dge durant lequel la synthése des

métabolites secondaires diminue (Kadri, 2014).

1V.3. Evaluation de ’activité antioxydante
IV.3.1. L’inhibition du radical libre DPPH (2,2-diphényle-1-picrylhydrazyl)

Dans cette étude, 1’extrait aqueux de P. halepensis Mill. et les extraits éthanoliques de
D. viscosa ont été¢ étudiés pour leur activité antioxydante en utilisant le DPPH. Le
pourcentage d’inhibition de radical DPPH par les extraits testés en fonction de concentration
sont montrés sur la figure 15. La comparaison et la validation des résultats ont été effectudes

avec un contrdle positif utilisant le BHT (figure 3 annexes).
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Figure 15: Pourcentage d’inhibition de radical DPPH.

Une courbe d’allure exponenticlle est obtenue, ce qui signifie I’existence d’une
relation proportionnelle entre le pourcentage de réduction du radical de DPPH et la
concentration de I’extrait dans le milieu réactionnel. Cela indique que nos extraits contiennent
des composés & pouvoir antioxydant.

Le pourcentage d’inhibition du radical de DPPH par les extraits éthanoliques de D.
viscosa est de I’ordre de 69,1 a 91,21 % pour DVEC, 70,68 a 95,76 % pour DVUAE et de
76,93 4 93,96 % pour DVMAE a des concentrations allant de 0,1 a 0,5 g/L. Alors que pour P.
halepensis Mill. le pourcentage de piégeage de DPPH varie de 19,73 a 28,15 %.

Les profils d’activité scavenger du radical DPPH obtenue révélent que I’extrait

éthanolique de DVUAE est le plus actif parmi les extraits testés avec un pourcentage
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d’inhibition maximal supérieur a 95 % a une concentration de 0,5g/ml suivie de DVMAE
(93%) puis de DVEC (91%). Or que, pour I’extrait aqueux de P. halepensis Mill. le
pourcentage scavenger est considéré faible (28 %).

Des contributions antérieures ont rapportées ’activité antioxydante de D. viscosa au
Maroc ou les extraits ont exhibés un pourcentage d’inhibition de 87 %. H pourrait impliquer
une corrélation positive entre les composés phénoliques et ’activité antioxydante, a I’exemple
de l'extrait d'acétate éthylique ou il a été trouvé que I’activité plus élevée a pu étre attribuée a
la forte teneur des composés phénoliques et des flavonoides. Par exemple l'extrait d'acétate
éthylique, qui contiennent un taux plus élevé de composés phénoliques (441 pg/mg)
également exhibé une plus grande activité antioxydante. Ces résultats peuvent étre dus aux
groupes d'hydroxyle existant dans la structure chimique des composés phénoliques qui
peuvent fournir le composant nécessaire comme extracteur radicalaire. En général, les
interactions synergiques entre les différents constituants d'un extrait de composés phénoliques
sont 4 I’origine d’un pouvoir antioxydant beaucoup plus important (El Ouariachi et al., 2014,
Gokbulut et al., 2013).

Il a été suggéré que la formation des O-quinones et de leurs redox faisant un cycle
dans les composés phénoliques, peut exercer une contribution principale 4 un effet
d'antioxydant ou de pro-oxydant. Le catéchol et les O-quinones, ces deux flavonoides ont des
groupements hydroxyles libres & C-3 ‘et a C-4 ‘. Dans le cas de l'extrait de racine d'acétate
éthylique, qui a montré la plus haute activité antioxydante dans l'analyse de DPPH, la
présence de l'acide quinique de dicaffeoyl, le 7-methylether d’aromadendrin, ont
probablement un effet synergique di au dispositifs structuraux de ces composés, par exemple,
aucun groupe 3'-OH et/ou acétylation du groupe 3-OH. L'absence de 3'-OH et/ou l'acétylation
de 3-OH pourrait étre la raison pour laquelle I’extrait éthylique a montré la plus forte activité
antioxydante (Trimech et al., 2014). Les polyphénols semblent étre des donateurs efficaces
d'hydrogéne au radical DPPH , en raison de leur chimie structurale idéale (Athamena et al.,
2010). Les huiles essentielles de P. halepensis Mill. étudiées pouvaient en mesure a réduire le
radical stable par un effet donateur d’hydrogéne avec des IC 50 inférieure au BHA et BHT,
des valeurs qui s'étendent de 212,96 & 2,19 284,12 au + 3,99 g/ml (Djerrad et al., 2015).
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IV.3.2, Pouvoir réducteur : FRAP

Le test de pouvoir réducteur est une méthode simple et pratique pour déterminer
I'activité des antioxydants. Les ions ferreux a partir de réactif (ferricyanure de potassium) de
FRAP sont réduits par les antioxydants testés et forment un complexe bleu intense (Fe2+),
Les résultats obtenus par la quercétine sont représentés dans la (figure 4 annexes).
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Figure 16: Histogramme montrant le pouvoir réducteur.

Le pouvoir antioxydant par la réduction du fer ferrique des extraits a été évalué a une
concentration de 0,1 a 0,3 mg/ml et les résultats ont été exprimés en mg EQ de quercétine /g
d’extrait, & partir des données des absorbances et de la courbe d’étalonnage réalisée avec la
quercétine (figure 4 annexes) a des concentrations allant de 0,1 & 0,5 mg/ml. Dans ce test, la
présence des espéces réducteurs dans les extraits provoque la réduction de Fe3+/ complexe
ferricyanure a la forme ferreuse. Par conséquent, le Fe2+ peut étre évalué en mesurant
I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel 4 700nm (Remila,
2015).

Les résultats obtenus indiquent que ’extrait de P. halepensis Mill. a exhibé une
activité réductrice variant entre 0,009 +0,0001 mg EQ/g E et 0,101+0,003 mg EQ /g E.

Par ailleurs, une importante activité réductrice a €té signalée pour les extraits de
feuilles de D. viscosa exprimant ainsi des valeurs avoisinant de 0,104 +0,007 mg EQ/g E a
265+0.038 pour I’extrait obtenu par microonde. Ainsi I’extrait par ultrasons s’est avéré qu’il
est plus actif par des valeurs allant de 0,109+0,015 mg EQ/g E a 0,306+0,009 mg EQ /g E.
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Quant a I’extrait par extraction conventionnelle, il est considéré comme étant le plus actifs des
quatre fractions testées avec des fonctions inhibitrices allant de 0,154%0,015 mg EQ /g E
jusqu’a 0,374+0,07 mg EQ/g E.

Le puissant effet réducteur est localisé au niveau des fractions de D. viscasa obtenu
par extraction conventionnelle, suivie de D. viscosa par ultrasons et la plus faible est attribuée
a Pextrait obtenu par microonde. En revanche le pouvoir le plus faible est attribué a P.
halepensis Mill.

Ce pouvoir donateur d’électrons est dose dépendante, en effet il augmente
proportionnellement avec la concentration (Djerrad et al, 2015) a montré un pouvoir
réducteur modéré des huiles essentielles de P. halepensis Mill. En effet, les tests montrent que
les extraits possédent une bonne affinité avec les ions Fe.

Cette capacité de réduction des radicaux libres par les extraits éthanoliques de D.
viscosa ainsi extrait aqueux P. halepensis Mill. est due, principalement, a4 leur profil
chimique riche en composés phénoliques tels que le I’estragol. Ces composés, grice a leurs
propriétés d'oxydo-réduction, agissent en tant qu’agents réducteurs, donateurs d'hydrogene et
d'oxygéne singulier afin de necutraliser les ERO.

Ceite différence entre les extraits au sein de la méme plante ou méme entre les deux
plantes employées, peut étre interprétée par la présence de molécules a caractére polaire tels
que les composés phénoliques hydroxylés ou les molécules glycosylées ainsi que la teneur en
ces composés (Siddhuraju and Becker, 2007, Soobrattee et al., 2005) .Ce qui est en
corrélation avec la teneur de nos extraits en composés phénoliques. Généralement, les
propriétés réductrices sont associées a la présence des composés qui exercent leur action par
la rupture de la chaine de radicaux libres par intermédiaire de donner un atome d'hydrogene

les convertit en produits plus stables(Chahmi et al., 2015).

IV.3.3. Evaluation de la capacité de piégeage de radical hydroxyle

La figure montre le pourcentage de piégeage de radical hydroxyle par I’ extrait aqueux
de P. halepensis Mill. et les extraits éthanoliques de D. viscosa a une concentration de
0,1g/L, de méme l'acide ascorbique qui est utilis¢é comme référence. Les résultats sont

montrés dans la figure 17.
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Figure 17: Pourcentage de piégeage de radical hydroxyle .

Dans les quatre fractions testées nous avons signalés des pourcentages de piégeage de
radical hydroxyle de 74,31 % pour PH suivie de DVMAE avec 66,05 %, DVEC avec 53,21 %
et DVUAE avec 38,82 %. Cette différence obtenue peut étre probablement expliquée par la
grande teneur de nos extraits en espéces attracteurs de radical d’hydroxyle. Ces résultats ont
mené a conclure que les extraits de P. halepensis Mill. et D. viscosa exercent une capacité anti
radical OH significative. Cela peut étre expliqué par la présence de nombreux groupes

hydroxyles libres et des composés phénoliques résiduels.

Parmi l'espéce réactive de l'oxygéne, le radical d’hydroxyle est connu en tant que plus
réactif avec presque toutes les macromolécules biologiques. Le radical hydroxyle cause des
dommages cellulaires. Le mécanisme le plus important pour la formation de radicaux
d’hydroxyle in vivo est la réaction du Fenton. Dans laquelle une transition du métal est
impliquée en tant que pro oxydant aboutissant d la décomposition de I’anion superoxide et de

peroxyde d’hydrogéne,

Les composés phénoliques pourraient délocaliser la charge en stabilisant les radicaux.
D'ailleurs, deux genres de mécanisme antioxydant sont actuellement proposés. Le premier sert
a nettoyer le radical d'hydroxyle produit tandis que le deuxiéme sert a supprimer la génération
de radical d’hydroxyle (Nadour et al., 2015) .
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IV.4. Activité anti hémolytique
L'activité anti hémolytique des extraits a ¢té mesurée par rapport a la peroxydation des
érythrocytes induite par le peroxyde d’hydrogéne. Des DO ont €été prises apres incubation et

les pourcentages d’inhibition sont présentés dans la figure 18.
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Figure 18: Pourcentage de l'inhibition de I’hémolyse.

Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse des quatre extraits varie avec la
concentration dans une gamme de 49,91 a 85,51 %.

Pour une concentration de 0,25 et 0,5 mg/ml, le pourcentage d’inhibition le plus élevé
est enregistré pour DVMAE avec 65,57 et 66 % respectivement, suivi par DVUAE, DVEC et
P. halepensis Mill. avec des pourcentages d’inhibition qui se rapprochent. En revanche, pour
une concentration de 0,75, un pourcentage d'inhibition de 80,2 % est donné par DVUAE
suivie par DVMAE (68 %), PH (66,68 %) en en fin DVEC (54,68 %). A 1 mg/ml, nous avons
signalés un pourcentage d’inhibition de 85,51 % donné par DVUAE suivie par PH (73,83 %)
puis extrait DVMAE (69,83%) et enfin DVEC (62,78%). Les extraits ont montré une
activité anti hémolytique élevée par rapport au témoin utilisé (I’acide ascorbique) qui a
présenté des pourcentages d’inhibition qui varient dans une gamme de 25,90 % a 36,31%
(figure 5 annexes), Dans cette étude, !'inhibition de I’hémolyse s’est avérée qu’elle
augmente avec l'augmentation de la concentration d'extrait quand des globules rouges ont été

traités avec H20,.
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Chapitre IV Résultats et discussion

{

Les globules rouges sont les cibles primaires des radicaux libres, di a la richesse en
acides gras polyinsaturés (acides linoléiques, 1’acide arachidoniques en particulier). D'ailleurs,
les globules rouges sont en particulier exposé aux dommages oxydants endogénes en raison
de leur role spécifique comme porteurs de l'oxygéne (Paiva-Martins et al., 2009) et au
transport de Oz qui lié a I'hémoglobine (Dai et al., 2006). La désorganisation des membranes
érythrocytaires, la libération de I’hémoglobine provoquent la génération de fer. Ces derniers
sont les instigateurs efficaces du ERO. L'oxydation épuise la teneur en protéines, déforme les
érythrocytes et dérange la microcirculation (Yasmeen and Hassnain, 2016). Quand
I'hémoglobine est dénaturée, & la membrane au domaine cytoplasmique de la bande 3
protéine, induisant son agrégation et la tringlerie de la fixation d'anticorps et de complément
de I'anti-bande 3 sur la surface d'érythrocyte, marquant la cellule pour étre phagocyté par les
macrophages du systéme réticulo-endothélial. sont, donc, un systtme modéle
métaboliquement simplifié, utile dans 'évaluation des propriétés antioxydantes de plusieurs
composés (Paiva-Martins et al., 2009).

Ceci peut se produire en raison de la nature d'oxydation avec la dégradation de
membrane de cellules et au dégagement d’hémoglobine par son oxydation en
méthémoglobine (Paiva-Martins et al., 2009). Le H20: causent également la mobilisation de
Fe2+ par Ca2+ par l'intermédiaire de réduction de Fenton aboutissant a la production des
intermédiaires radicalaires OH" (Paiva-Martins et al., 2009). Tous ces facteurs combinés
causent la déstabilisation de la membrane de cellules, qui probablement régit I'événement de
la lyse cellulaire. Les polyphénols possédent beaucoup d'effets biologiques, principalement
attribués a leur effets scavenger antioxydants, particuliérement I’inhibition de la peroxydation
et chélation des métaux de transition par des flavonoides et des glycosides (Ebrahimzadeh et
al., 2010, Nadour et al., 2015) ont supposés que la capacité de protéger les globules rouges
contre I’hémolyse est relié non seulement a une activité radicalaire mais également a sa
capacité d'agir directement & la surface externe ou interne de la membrane, induisant des

modifications du profil de protéine.
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Conclusion et perspectives

Cette étude a travers 1’analyse phytochimique, nous a permis de metire en évidence
des composés phénoliques et des flavonoides, dans les extraits de graines de Pinus halepensis
Mill.et les feuilles de Dittrichia viscosa. L’étude des effets biologiques in vitro quant a elle, a
moniré un puissant effet anti radicalaire des extraits éthancliques de D. viscosa dans
Pinhibition du radical DPPH, dont 1’extrait obtenue par ultrason, apparait le plus actif avec
une inhibition maximale supérieure a 95 %. Pour la méthode de FRAP, le puissant effet
réducteur est localis€ au niveau des fractions de D. viscosa obtenu par extraction
conventionnelle avec 0,374+0,07 mg EQ/g E. Par ailleurs, extrait de P. halepensis Mill. a
exhibé un fort potentiel de piégeage de radical hydroxyle avec un pourcentage de 74,31 %.

Or, que pour I'activité anti hémolytique I’extrait de D. viscosa obtenue par ultrason montre un
potentiel d’inhibition significativement élevée, supérieure a 80 %.

En effet, il est extrémement important de préciser qu'il y a une corrélation positive
entre le potentiel d'activité antioxydante et anti hémolytique et la diversité quantitative et/ou
qualitative des composés phénoliques présents dans les extraits. Cela pourrait aussi
s’expliquer par la sensibilité propre a chaque test.

Ce travail préliminaire permet de répondre partiellement quant a 1’utilisation de ces
deux plantes dans la médecine traditionnelle. I1 pourrait étre intéressant d’employer ces
extraits en tant qu’additifs alimentaires pour protéger les produits de la dégradation
radicalaire. Par ailleurs, et plus loin peuvent étre utiliser dans la prévention et le traitement
des pathologies impliquant une production excessive de radicaux libres tels que la maladie
d'Alzheimer, les rhumatismes et I’hémolyse.

Cependant, la mise au point de phytomédicaments a base de ces extraits, nécessite des
études complémentaires en vue d’isoler et identifier les composés responsables des effets
pharmacologiques. Mais au terme de ces informations, s’'impose une suite expérimentale
indispensable basée sur les axes suivants :

-L'identification est nécessaire pour obtenir un profil plus complet de la composition
phénolique des deux plantes.
- L’isolement des familles moléculaires de chaque plante ainsi leur intérét thérapeutigue.

-Déterminer la toxicité in vivo et en précisant la DL50.
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Figure 3 : Variation d’inhibition de DPPH par le BHT.
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Figure 4 :Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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Figure 5 : Pourcentage d’inhibition de I’hémolyse par I’acide ascorbique.

Le test de DPPH

Tableau 1 : Préparation des dilutions des 4 extraits

Concentration 0,1 0,2 0.3 0,4 0,5
g/l

Masse de
P’extrait en 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001

g

Volume de 2 2 2 2 2
méthanol

ajouté en ml




Le pouvoir réducteur

Tableau II : Préparation des dilutions pour les 4 extraits

Concentration SMS5 100 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 500
mg/ml mg/ml

Volume prélevé 5 100 200 [ 250 | 300 | 350 | 400 | 500
de SM

Volume d’ean 5 900 800 | 750 | 700 | 650 | 600 | 500
distillée

Préparation de ferricyannure de potassium [Ks3Fe (CN)sjal %
0,8 g ont été dissouts dans 80 ml d’eau distillée.

Préparation de trichlorure de fer [Fecls] 40,1 %

0,05 g de Fecls ont été dissouts dans 50 ml d’eau distillée.
Préparation d’acide trichloroacétique (TCA ) a 0,61 mM

0,004 g de cristaux de TCA ont été dissouts dans 40 ml d’eau distillée.



Activité anti hémolytique

Tableau III : Préparation des dilutions des 4 extraits

Concentration SM 0,25 05 0,75
mg/ml 6 mg/6ml

Volume de 0,75 0,5 0,25
PBS  ajouté /

mi

Volume de / 0,25 0,5 0,75
Pextrait pris

Préparation de tampan PBS a 6,6 pour 1 L
1 g de hydrogénophosphate disodique

2 g de sodium dihydrogéno phosphate

8,5 g de chlorure de potassium

Ajuster le Ph s'il est nécessaire

Préparation de tampon PBS 4742 0,21L
5,75 g NH2PO4

1 g KH2PO4

1 g KCl

Ajuster le pH s’i] est nécessaire.



Résumé

Cette étude porte sur I’évaluation des activités antioxydante et anti hémolytique in vitro, des
polyphénols totaux, obtenus a partir des extraits de graines de Pinus halepensis Mill. et de feuilles de
Dittrichia viscosa appartenant 4 la famille des Pinacées et Compositae respectivement, cultivées dans le parc
national de Djurdjura. Elles sont utilisées dans la médecine traditionnelle comme antiseptique anti-
inflammatoire antihelminthique et contre le vieillissement. Le criblage phytochimique de ces extraits a
révelé leur richesse en composés phénoliques et en flavonoides.

L’activité antioxydante a été évalude par la méthode de DPPH avec un pourcentage d’inhibition de
95 %. Quant au test de FRAP, un puissant pouvoir réducteur est révélé par la fraction DVEC (0,374+0,07 mg
EQ/g E). Un fort potentiel de piégeage de radical hydroxyle (74,31 %) a été exhibé par Pinus halepensis Mill.
Par ailleurs, ces composés phénoliques ont montrés une forte inhibition de I’hémolyse des érythrocytes
humains dont un pourcentage de 80 % est enregistré par DVEC,

Mots clés: Pinus halepensis Mill. , Dittrichia viscosa, composés phénoliques, pouvoir antioxydant,
activité anti hémolytique.

Summary

This study examined the evaluation of antioxidant and anti-hemolytic activities in vitro, total
polyphenols, obtained from Pinus halepensis Mill seed extracts. And leaves of Dittrichia viscosa belonging
to the family of Pinaceae and Compositae respectively, cultivated in the national park of Djurdjura. They are
used in traditional medicine as an anti-inflammatory anti-helminthic and anti-aging. The phytochemical
screening of these extracts revealed their richness in phenolic compounds and flavonoids. The antioxidant
activity was evaluated by the DPPH method with an inhibition percentage of 95%. As for the FRAP test, a
strong reducing power is revealed by the DVEC fraction (0374 £ 0.07mg EQ/ g E).

A high potential for hydroxyl radical trapping (74.31%) was exhibited by Pinus halepensis Mill. Moreover,
these phenolic compounds have shown a strong inhibition of hemolysis of human erythrocytes, of which 80%
is recorded by DVEC.

Key words: Pinus halepensis Mill., Dittrichia viscosa, phenolic compounds, antioxidant power,
anti-hemolytic activity.
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