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Depuis des milliers d’années, l’Homme a su exploiter les richesses naturelles des 

plantes qui l’entouraient pour se soigner, ce qui a accumulé avec le temps une très ancienne 

discipline appelée médecine traditionnelle (Houdret, 2004). Cette pratique, transmise d’une 

génération en génération constitue aujourd’hui une base de donnée précieuse sur les plantes 

médicinales.  

Auparavant, la recommandation d’usage d’une plante médicinale pour le traitement  

d’une pathologie quelconque est basée seulement sur la constatation de l’effet bénéfique  que 

pourrait exercer  cette plante,  sans savoir à quoi serait-il dû cet effet. Avec les récentes 

avancées scientifiques de ce domaine, on s’est rendu compte que les plantes médicinales 

exercent leurs effets thérapeutiques grâce à des principes actifs, qui font partie   de leurs 

métabolites secondaires et qui agissent d’une manière spécifique dans le traitement  de ces 

pathologies. Selon des estimations de l’organisation mondiale de la santé (OMS),  elles 

représentent environ 70% des matériaux de base des produits pharmaceutiques modernes. 

 A cet effet, l’investigation des plantes représente un potentiel intéressant                              

pour la découverte de nouvelles substances à effet thérapeutique contre plusieurs pathologies,             

si l’on considère que chacune de ces plantes peut contenir des centaines, voire des milliers                   

de métabolites secondaires. Ces derniers sont constitués, en grande partie, des composés 

phénoliques tels que les phénols simples, les flavonoïdes et les tannins.  

 Le stress oxydant est défini comme étant une oxydation intracellulaire excessive due 

à un déséquilibre entre les systèmes antioxydants et les systèmes pro-oxydants en faveur de 

ces derniers ; impliquant la production d’espèces réactives de l’oxygène. Ces dernières, 

majoritairement représentées par les radicaux libres (Fontaine, 2007), sont à l’origine de 

nombreuses pathologies humaines allant de l’inflammation au cancer tout en passant par les 

maladies cardio-vasculaires, l’arthrite rhumatoïde, le diabète et le processus d’apoptose.. Afin 

de neutraliser leurs effets délétères, diverses stratégies antioxydantes ont été mises en 

évidence, incluant des systèmes enzymatiques et non enzymatiques (Berger, 2006).  

La reconnaissance des composés phénoliques comme des antioxydants naturels               

est maintenant bien acquise et est pour une part à l'origine du regain d'intérêt que l'on porte à 

ces composés dans le domaine de la nutrition et de la pharmacologie. De ce fait, la recherche 

de substances naturelles dotées d’activités biologiques et/ou pharmacologiques et leur 

valorisation présentent un intérêt socio-économique, peut être sans équivoque en bio-

pharmacologie. Dans ce contexte s’inscrit ce présent travail de recherche dont l’objectif 
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essentiel consiste à évaluer l’effet anti-radicalaire des extraits aqueux et organiques des 

feuilles et de l’écorce de F. angustifolia. Dans cette étude nous avons fixé les quatre objectifs 

suivants : 

- Évaluation quantitative du contenu en polyphénols, en flavonoïdes et en tannins des     

différents extraits aqueux et organiques des feuilles et de l’écorce de F. angustifolia  

- Evaluation du pouvoir piégeur  (scavenger) des différents extraits de F. angustifolia  sur le    

OH. .le DPPH et le  H2O2.  

- Etude des effets anti-radicalaires des fractions issues des extraits qui ont donné les 

meilleurs taux d’inhibition via les trois radicaux cités précédemment.  

   - Caractérisation de ces fractions par l’utilisation de la CCM. 
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I-1. Espèces réactives de l’oxygène  

Plusieurs réactions biologiques impliquent l’oxydation de l’oxygène moléculaire (O2) 

comme substrat où accepteur d’électrons. Ces types de réactions sont catalysées par un groupe 

d’enzymes métalloprotéines appelées "oxydases". Plus de 90% de l’oxygène consommé par 

les cellules des mammifères est catalytiquement réduit par quatre électrons pour produire 

deux molécules d’eau. Cependant, l’O2 peut être réduit par moins de quatre électrons, par 

certaines oxydases, donnant ainsi naissance à des espèces oxygénées partiellement réduites et 

hautement réactives appelées espèces réactives de l’oxygène (ERO) ou reactive oxgen 

species (ROS), selon la terminologie anglaise (Grisham et McCord, 1986). Les ERO sont des 

formes variées de l’oxygène activé, elles incluent les radicaux libres comme l’anion 

superoxyde (O2•¯) et le radical hydroxyle (OH•), et les espèces non radicalaires comme le 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) (Halliwell et Whiteman, 2004). 

I-1-1. Généralités       

Les physiciens et les biophysiciens s’intéressent depuis longtemps aux radicaux libres 

(RLs) dont la découverte a suscité un intérêt considérable. Un RL est toute espèce à existence 

indépendante, contenant un ou plusieurs électron (s) non apparié (s) sur l’orbitale externe 

(Gutteridge, 1995 ; Balin et Vilenchik, 2007). Ils apparaissent  au cours de la rupture 

symétrique d’une liaison covalente pendant laquelle chaque atome conserve son électron, ou 

au cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’électrons à partir d’un composé non 

radicalaire.  

Vu leur instabilité énergétique, les radicaux libres ont tendance à revenir 

immédiatement à un état stable ; donc ce déséquilibre n’est que transitoire et il est comblé soit 

par l’acceptation d’un autre électron, ou bien  par le transfert de cet électron libre sur une 

autre molécule et peuvent ainsi  être oxydants ou réducteurs (Koechlin-Ramonatxo, 2006). La 

probabilité d’aller vers l’une ou l’autre de ces deux états dépend essentiellement de 

l’instabilité du radical libre considéré. Si cette dernière est modérée, la probabilité d’accepter 

un second électron est grande et, dans ce cas, le radical libre ne représente qu’une étape 

transitoire dans une réaction d’oxydoréduction classique. Si, au contraire, cette instabilité est 

importante, l’électron libre est rapidement transféré sur une autre molécule (Fontaine, 2007). 

Ces espèces sont très réactives avec des constantes de vitesse très élevées pouvant aller de 105 

à 1010 mol-1l S-1, ils sont peu spécifiques et peuvent réagir avec plusieurs molécules incluant 
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les protéines, les lipides, les glucides et l’ADN. Ainsi les RLs attaquent la molécule stable la 

plus proche enlevant son électron ; cette molécule devient un radical libre a son tour initiant 

ainsi la réaction en chaîne qui se caractérise par trois étapes : initiation, propagation et 

terminaison, provoquant enfin une perturbation dans la cellule (Martinèz-Cayuela, 1995). 

I-1-2. Sources  et biogenèse       

I-1-2-1. Sources non métaboliques  

Les organismes vivants sont exposés à une large variété de RLs de sources non 

métaboliques (exogènes). Les rayonnements, qu’ils soient X ou γ, peuvent par différents 

mécanismes les faire apparaître en scindant la molécule d’eau en deux radicaux. Les 

rayonnements ultraviolets, quant à eux, sont capables de produire des anions superoxydes ou 

de l’oxygène singulet après activation de photosensibilisants (Beani, 1995). 

Les polluants de l’air, comme la fumée des cigarettes et les contaminants industriels, 

constituent une source importante des ERO, ils attaquent et causent des endommagements 

dans l’organisme que ce soit par interaction directe avec la peau ou après inhalation dans les 

poumons (Kirkhan et Rahman ; 2006).  

 Une large variété de xénobiotiques (toxines, pesticides, herbicides,… etc.) et 

médicaments (antibiotiques, anticancéreux…etc.) peuvent contribuer à la production des RLs 

qui se forment comme un des produits de leur métabolisme in vivo (Martinèz-Cayuela, 1995).   

Une grande partie des aliments consommés est oxydée et contient différents types 

d’oxydants tels que les peroxydes, les aldéhydes, les acides gras oxydés et les métaux de 

transition. Ces derniers génèrent des radicaux hydroxyles très actifs. 

I-1-2-2. Sources métaboliques  

Les espèces réactives de l’oxygène sont produites non seulement sous l’influence 

d’agents exogènes de nature physique ou chimique, mais également, spontanément et de 

manière continue au sein de l’organisme, en particulier par fuite d’électrons à partir de la 

chaîne respiratoire et au cours de l’élimination des composés tissulaires peroxydés. Elles sont 

la conséquence inévitable de la consommation de l’oxygène moléculaire par l’organisme 

(Koechlin-Ramonatsco, 2006). 
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             La production des ERO dans les cellules est essentiellement d’origine enzymatique et 

résulte de plusieurs sources : la NAD(P)H  oxydase membranaire et le complexe enzymatique 

mitochondrial de la chaîne respiratoire en sont les principales. D’autres sources, cytosoliques 

ou présentes au sein de différents organites cellulaires (figure 1), peuvent également jouer un 

rôle dans la modulation de la signalisation intracellulaire : xanthine oxydase, enzymes de la 

voie de l’acide arachidonique (lipoxygénases, cyclo-oxygénases), enzymes du réticulum 

endoplasmique lisse (cytochromes P450) et peroxysomes (Beaudeux et al., 2006b). 

                   Figure  01 : Principales sources des radicaux libres (Griendling et Fitzgerald, 2003). 

I-1-2-2-1.  L’anion superoxyde  

            La majeure partie de l'oxygène que nous respirons subit une réduction tétravalente     

(réaction 1) conduisant à la production d'eau. Cette réaction est catalysée par la cytochrome 

oxydase, accepteur terminal d’électrons présents dans le complexe IV de la chaîne de 

transport des électrons, située dans la membrane interne mitochondriale. 

                        O2 + 4 e- + 4 H+                                    2 H2O                             [1] 

 

 

Cytochrome  oxydase  
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          Toutefois, cette chaîne de transport peut laisser «fuir» une certaine proportion 

d'électrons qui vont réduire l’oxygène, mais en partie seulement. C'est ainsi qu'environ 2 à 5% 

de l'oxygène subit une réduction mono électronique (réaction 2), conduisant à la formation du 

radical superoxyde O2 ·- (Beaudeux et al., 2006b)  

                    O2 + 1 e-                             O2·-                                           [2] 

            Les cellules phagocytaires polynucléaires et macrophages possèdent une enzyme 

membranaire, la NADPH oxydase, qui produit le radical superoxyde O2
.ˉ (Fontaine, 2007b). 

L’enzyme  catalyse la réduction monoélectronique de l’oxygène en utilisant le NADPH, H+ 

comme donneur d’électrons (réaction [3]) (Babior, 2004 ; Beaudeux et al., 2006). 

              NADPH + 2 O2                                                NADP+ + H+ + 2 O2
.
ˉ            [3] 

            La réduction de l’oxygène par la xanthine oxydase (OX) permet  également la 

formation de l’anion superoxyde O2·-, selon la réaction [4] (Beaudeux et al., 2006b).                                      

        Xanthine + 2O2 + H2O                                    acide urique + 2 O2°ˉ + 2H+            [4] 

I-1-2-2-2. Le peroxyde d’hydrogène  

Le radical superoxyde est éliminé ou tout au moins maintenu à un niveau de 

concentration assez bas par des enzymes appelées superoxyde dismutases (SOD), qui 

catalysent sa disparition par dismutation (réaction [5]) aboutissant à la formation du H2O2  
(Baudin, 2006).                                                                                    

                       O2
.
ˉ + O2

.
ˉ + 2H+                          H2O2 + O2                                   [5] 

           Sa production peut  également résulter de la réduction biélectronique de l’oxygène 

moléculaire (réaction [6]) en présence d’oxydases qui se trouvent principalement dans des 

organites cellulaires bien individualisés comme les peroxysomes (Gardès-Albert et al., 2003). 

                         O2 + 2 eˉ + 2 H+                                                    H2O2                                                     [6] 

            Le H2O2 est un produit plus stable que les radicaux superoxydes ; c’est pourquoi il 

diffuse très facilement à l’intérieur et à l’extérieur de la cellule. C’est un oxydant très puissant 

capable d’accepter deux électrons supplémentaires. Il est potentiellement toxique pour la 

cellule (Genestra, 2007).  

 

XO 

SOD 

NADPH oxydase      
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  I-1-2-2-3. Le radical hydroxyle  

           La majeure partie de la toxicité de l'eau oxygénée provient de sa capacité à générer le 

radical hydroxyle OH•. Ce dernier est particulièrement délétère vis-à-vis des matériaux 

biologiques ayant une durée de demi-vie très courte, il peut  réagir pratiquement avec toutes 

les macromolécules. C’est une espèce qui ne diffuse quasiment pas au sein des milieux 

biologiques et qui réagit sur le lieu même de sa production. Il  ne  peut  être mis  en  évidence  

dans  les  milieux  biologiques  que  par  ses  produits  d'oxydation (Gardès-Albert, 2006).  

           L’hydroxyle constitue le radical libre le plus toxique en biologie. Il est notamment à 

l'origine de la production des radicaux libres dit « secondaires », suite à sa réaction avec 

différents composés cellulaires (Rochette, 2008). Il peut être aussi, produit à partir de l’eau 

par les radiations ionisantes dans tous les organismes vivants, selon la réaction [7] (Lu et al., 

2006). 

                           H-O-H                          °H +  OH• (radiolyse de l’eau)              [7]  

         En présence de certains métaux de transition, dont le plus important est le fer (Fe), l’O2
•¯ 

et  le H2O2 peuvent s’interagir pour produire le radical hydroxyle (OH•) par les  réactions  de 

Fenton [8] et Haber-Weiss [9] (De Leiris, 2003 ; Vamecq et al., 2004 ; Edreva et al., 2005).  .         

                                 H2O2 + Fe²+                               OH• +OHˉ + Fe³+                           [8] 

                                 H2O2   + O
.
ˉ2                              OH• + OHˉ + O2                            [9] 

       Les deux radicaux NO
.
 et O2

.
ˉ peuvent interagir pour générer le peroxynitrite (selon la 

réaction (10]), qui est une espèce oxydante importante, car sa réactivité est assez proche de 

celle du radical hydroxyle (OH
.
) (Vamecq et al., 2004 ; Genestra, 2007). 

                                  NO
.
 + O

.
ˉ2                                  ONOOˉ                             [  10] 

         Le peroxynitrite, peut se décomposer pour libérer le radical hydroxyle indépendamment 

de la catalyse par les métaux, selon la réaction [11] (Conner et Gricham,  1996). 

                            ONOOˉ + H+                                  OH• + NO2                                [11] 
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       Aussi  le superoxyde réagit avec l’hypochlorite (HOCl) pour former le radical hydroxyle, 

selon la réaction [12] (Pou et al., 1995). 

                              HOCl   + O2
.
ˉ                              OH•+ Clˉ+ O2                            [12] 

 

      Pour détecter l’OH·  des méthodes dites indirectes sont utilisées et qui détectent les 

produits de sa réaction. Ces méthodes peuvent  mesurer l’oxydation et/ou  la décomposition 

de certains substrats cibles, tels que le désoxyribose, La  conséquence de cette oxydation est  

la  formation  de nouveaux produits, tels que le malonate-dialdéhyde (MDA), qui seront 

détectés et quantifiés. 

     La génération du OH
.
  peut être estimée en mesurant les niveaux extracellulaires de 

l’acide 2.3 et 2.5-dihydroxybenzoique formé par hydroxylation de l’acide salicylique 

(Coudray et Favier, 2000 ; Hara et al., 2009) ; les thiols liés aux protéines peuvent être 

quantifiés par les méthodes spectrophotométriques, par exemple, avec le 5,5'-dithiobis 2-

nitro- acide benzoïque (DTNB) (Maki et al., 2009). 

    Le radical OH
.
 est capable d’attaquer le cycle benzène aromatique en produisant         

in vivo des composés hydroxylés qui peuvent être mesurés directement (Coudray et Favier, 

2000 ; Chen et al., 2002). Dans les liquides biologiques, les diènes conjugués, 

l’hydroperoxyde et surtout les aldéhydes peuvent être mesurés par réaction avec l'acide 

thiobarbiturique sous le nom de dosage des TBARs (thiobarbituric acid reactant substances) 

(Bonnefont-Rousselot, 2004). Le MDA, molécule fortement réactive est l’un des produits 

terminaux formés lors de la décomposition des acides gras polyinsaturés par les radicaux 

libres (Lahouel et al., 2004). D’autre marqueurs du stress oxydant de nature lipidique comme 

le 4-hydroxy-nonénal et ou nucléotidique comme le 8-hydroxy-désoxyguanosine peuvent être  

mesurés (Baudin, 2006). 

    Les ERO ont une réactivité beaucoup plus importante que l'oxygène qui leur a donné 

naissance (Gardès 2003). La figure 2 résume  toutes les espèces radicalaires susceptibles de se 

former  dans ses cellules.  
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       .                   Figure 02: Principales espèces réactives de l’oxygène (Deby-Dupont, 2002).     

I-1-3.  Le stress oxydant 

Les ERO ont des rôles physiologiques très importants en agissant, à faibles 

concentrations, dans la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres 

voies de signalisation. Elles améliorent les fonctions immunologiques par amplification du 

signal intracellulaire dans les lymphocytes T suite à une faible stimulation antigénique  

donnant lieu à une réponse immunitaire spécifique (Dröge, 2002).  

Par ailleurs, une production exagérée présente des effets néfastes en induisant 

l’apoptose des cellules saines ou en activant l’expression de divers gènes codant pour des 

cytokines ou protéines d’adhésion, conduisant à l’amplification de la réponse inflammatoire 

(Conner et Grisham, 1996). Donc, la surproduction des ERO, appelée "Stress oxydant", est 

définie comme un déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants avec 

apparition de dégâts cellulaires souvent irréversibles. Les cibles biologiques les plus 

vulnérables à cet endommagement oxydatif sont les protéines, les lipides et l’acide 

désoxyribonucléique (ADN) (Marnett, 2000). Le stress oxydant est impliqué dans de très 

nombreux désordres et maladies, allant de l’athérosclérose au cancer  tout en  passant par les 

maladies inflammatoires, le diabète  et le vieillissement (Beckman et Ames, 1998).  
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I-1-4. Cibles  biologiques du radical  hydroxyle (OH•)  

I-1-4-1.  Les protéines  

             Les protéines sont sensibles à l’action du radical hydroxyle, ce dernier peut réagir 

avec différents acides aminés des chaines  protéiques (koechlin-Ramonatxo, 2006), les plus 

sensibles à son action sont en particulier les acides aminés soufrés (la cystéine par exemple  

s’oxyde en cystine ou en acide cystéique et la méthionine en sulfoxyde ou sulfone), les acides 

aminés basiques (histidine, lysine, arginine en dérivés carbonylés ou hydroxyles semi-

aldéhydes) et les acides aminés aromatiques (la phénylalanine en ortho-tyrosine, le 

tryptophane en cynurénine, la tyrosine en dopamine) (Baudin, 2006). Ainsi l’oxydation des  

acides aminés constituant les protéines conduit à une modification de la conformation spatiale 

et à une altération de la fonction protéique. Les protéines oxydées perdent leur capacité à se 

fixer correctement sur un récepteur ou à fixer spécifiquement un ligand, altérant  ainsi la 

signalisation cellulaire. Le radical OH• est  aussi capable de couper les liaisons peptidiques et 

de former des fragments protéiques. Par ailleurs, il s’attaque également aux protéines des 

tissus de soutien, comme le collagène du tissus conjonctif (Pasquier, 1995 ; Gardès-Albert, 

2006). 

I-1-4-2.  L’ADN  

          L’ADN qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des 

radicaux hydroxyles. Ceux-ci peuvent en effet interagir avec le désoxyribose en lui  arrachant 

un atome d’hydrogène aboutissant à la formation d’une cassure simple brin et d’un aldéhyde, 

mais aussi peuvent s’additionner sur les carbones : C 5 et C6 des pyrimidines, C4, C5 et C8 des 

purines provoquant des lésions graves (Therond, 2006). Ces altérations structurales 

lorsqu’elles ne sont pas réparées, entrainent à long terme des altérations géniques : cassures 

chromosomiques, mutations, délétions, amplifications, à l’origine d’un dysfonctionnement au 

niveau du métabolisme protéique (Koechlin-Ramonatxo, 2006). 

        Les principaux dommages oxydatifs qui résultent de l’action du OH
.
 sur le patrimoine 

génétique des cellules sont essentiellement : des bases oxydées, des sites abasiques, des 

adduits intra-caténaires, des cassures de brins et des pontages ADN-protéines (figure 3) 

(Favier, 2003). L’une des mutations les plus fréquentes est due à la réactivité de l’hydroxyle 

(OH.) envers la guanine qui s’oxyde en 8-hydroxy-guanosine (figure 4). Au cours de la 

réplication de l’ADN, la guanine s’associe normalement avec la cytosine, or que, la guanine 
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oxydée (8-hydroxy-guanosine) se fixe avec une autre base purique, en l’occurrence l’adénine, 

ce qui provoque une mutation G (guanine)-T (thymine) dans le brin néosynthétisé de l’ADN 

(Pincemail et al., 1999), cette mutation est souvent observée dans les cellules cancéreuses 

(Favier, 2003). 

                             
Figure 03 : Principales classes de dommages de l’ADN (Favier, 2003).  

                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

 

Figure 04 : Effet de l’attaque du radical hydroxyle (OH
.
) sur la guanine  (Pincemail et al., 1999). 
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I-1-4-3. Les glucides : 

     Le radical OH• est capable de cliver les molécules de sucres (désoxyribose, mannose, 

glucose) et de susciter ainsi des liaisons entre sucres et protéines provoquant ainsi des 

épaississements membranaires. La cataracte diabétique serait une conséquence de cette liaison 

(Pasquier, 1995).  

I-1-4-4. Les lipides :  

        Les acides gras polyinsaturés sont également sensibles aux attaques radicalaires 

notamment celle de l’hydroxyle. La position d’un ou plusieurs groupements méthylène entre 

deux doubles liaisons les rend particulièrement sensibles à l’oxydation (Therond, 2006).       

L’oxydation des lipides par l’hydroxyle  est un phénomène permanent, siégeant dans une 

grande variété de tissus. Il a pour conséquence une diminution de la fluidité membranaire, une 

augmentation de la perméabilité aux substances qui ne doivent normalement pas la traverser 

et une inactivation des enzymes membranaires structurales. Parmi les produits de l’oxydation 

des lipides : les MDA qui a leur tour peuvent endommager les protéines et les acides 

nucléiques (Ré et al., 2005). 

I-1-5. Défense physiologique contre les espèces oxydantes 

          L’équilibre entre les effets positifs et négatifs des ERO est particulièrement fragile ; 

leur production est strictement régulée par l’organisme qui dispose de moyens de défense 

antioxydants. Ce système de protection est constitué de deux groupes : 

I-1-5-1.  Antioxydants enzymatiques   

  Le système antioxydant enzymatique est  représenté principalement par trois enzymes;  

la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes 

ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du superoxyde et du 

peroxyde d’hydrogène, conduisant à la formation d’eau et d’oxygène moléculaire selon les 

réactions suivantes (Lehucher-Michel et al., 2001) : 

H 2 O 2  +  O 22  O 2
. -  +  2  H +

2  H 2 O 2 2  H 2 O  +  O 2

H 2 O 2  +  2  G S H 2  H 2 O  +  G S S G
g l u t a t h i o n e  p e r o x y d a s e

c a t a l a s e

s u p e r o x y d e  d i s m u t a s e
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I-1-5-2.  Antioxydants de faible poids moléculaire 

    Ce groupe d’antioxydants est constitué de plusieurs composés capables de réagir 

directement ou indirectement avec les ERO. Le mécanisme indirect implique la chélation des 

métaux de transition les empêchant ainsi de produire le radical hydroxyle, hautement toxique, 

suite aux réactions de Fenton et Haber-Weiss. Les antioxydants à action directe  peuvent agir 

comme agents réducteurs capables de passer leurs électrons au RL afin qu’ils puissent le 

piéger, l’empêchant ainsi d’attaquer les structures biologiques (Kohen et Nyska, 2002).  

Les antioxydants de faible poids moléculaire possèdent plusieurs avantages par rapport 

aux antioxydants enzymatiques, en particulier par leur petite taille qui leur permet de traverser 

la membrane cellulaire et d’atteindre facilement leurs cibles. Ces molécules proviennent soit 

de sources endogènes [produits de synthèse (glutathion), ou issus du métabolisme cellulaire 

(acide urique)], soit  exogènes apportés par l’alimentation (tocophérols, caroténoïdes, acide 

ascorbique et flavonoïdes) (Pietta, 2000).                          

En situation physiologique, ces systèmes antioxydants ont la capacité de réguler 

parfaitement la production des ERO. Un stress surviendra lorsqu’il y aura un déséquilibre 

dans cette balance pro-oxydants/antioxydants en faveur des ERO. Chaque individu ne possède 

pas le même potentiel antioxydant selon ses habitudes alimentaires, son mode de vie (le 

tabagisme), ses caractéristiques génétiques et l’environnement dans lequel il vit. Déterminer 

le statut de stress oxydant d’un individu devient donc un sujet de priorité en termes de 

prévention de maladies. Ceci se justifie sur la base de très nombreuses études montrant que 

les personnes ayant des concentrations sanguines faibles en antioxydants (vitamines A, C ou 

E) ou des concentrations élevées en marqueurs d’oxydation des lipides ou de l’ADN, ont plus 

de risques de développer des maladies cardiovasculaires ou un cancer que les personnes ayant 

un bilan antioxydant normal résultant d’une alimentation équilibrée en fruits et légumes. Sur 

base de bilans sanguins perturbés, prendre des compléments en antioxydants à des doses 

physiologiques pourra donc se justifier à condition que ceci soit réalisé sous un contrôle 

médical strict (Joël et coll, 2002). 
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I-2. Les plantes médicinales 

Il y a environ 500 000 plantes sur terre  parmi lesquelles environ 20 000 possèdent des 

propriétés médicinales. La plupart de ces plantes sont bien connues et traditionnellement 

utilisées à travers le monde. La majorité fait l’objet de recherches et agit efficacement sur la 

santé (Small et Catling, 2000). 

 Une plante médicinale est une plante considérée comme ayant des propriétés 

médicamenteuses et il est généralement admis que leurs effets bénéfiques peuvent être 

obtenus auprès de principes actifs présents dans : l'ensemble de la plante, parties de la plante 

(comme les fleurs, les fruits, les racines ou les feuilles) (Fragoso et al., 2008). 

I-2-1. Historique des plantes médicinales 

Depuis des milliers d’années, l’Homme a su exploiter les richesses naturelles                 

qui l’entouraient pour se nourrir et se soigner. C’est en consommant les baies, les feuilles           

et les racines des végétaux qui poussaient autour de lui et en observant les effets qu’ils avaient 

sur le bétail et sur lui-même qu’il a progressivement identifié les propriétés curatives des 

plantes. Sur chaque continent, se sont ainsi développées différentes traditions, basées sur un 

savoir empirique qui s’est transmis et enrichi au fil des générations (Houdret, 2004).  

 Déjà 40000 ans avant notre ère, les thérapeutes aborigènes d’Australie utilisaient         

des plantes notamment les feuilles de Melaleuca alternifolia (arbre à thé). Ce sont surtout les 

thérapeutes chinois, égyptiens, grecs, romains et arabes qui ont progressivement orienté 

l’utilisation des plantes à des fins médicales et cosmétologiques. En Afrique,  en Europe, en 

Chine ou en Inde, la  médecine traditionnelle s’appuie toujours sur les vertus de ces plantes 

(Houdret, 2004).   

I-2-2. La Phytothérapie 

 La phytothérapie; du grec, phytos, plante, et therapia, soins, c’est-à-dire le traitement   

des maladies par les plantes ou par leurs extraits, a intégré cette connaissance multiséculaire 

ainsi que des découvertes médicales plus récentes pour proposer soit seule soit en 

complément, différents traitements (Houdret, 2004). 

La phytothérapie, étymologiquement le traitement par les plantes, est une méthode 

thérapeutique qui utilise l'action des plantes médicinales. On peut distinguer deux types             

de phytothérapie : 
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    a) Une pratique traditionnelle, parfois très ancienne, basée sur l'utilisation de plantes selon 

les vertus découvertes empiriquement. Selon l'OMS, cette médecine traditionnelle est encore 

massivement employée, notamment dans les pays en voie de développement. C'est une 

médecine non conventionnelle du fait de l'absence d'étude clinique.  

    b) Une pratique basée sur les avancées scientifiques qui recherche des extraits actifs des 

plantes, ces derniers une fois identifiés sont standardisés. On parle alors de pharmacognosie  

ou de biologie pharmaceutique. 

Les médicaments à base de plantes contiennent des matières végétales 

pharmacologiquement actives. Pour certains d’entre eux, les composants responsables de leur 

activité, sont mal caractérisés. La plupart des préparations à base de plantes sont 

commercialisées comme des extraits secs ou fluides, qui sont fabriqués à partir de parties de 

plantes séchées par macération ou percolation  (Pribitkin et Boger, 2001). 

I-2-1-1.  Parties utiles des plantes médicinales dans le domaine de la phytothérapie                

Les principes actifs qui sont derrière l’effet thérapeutique des plantes se trouvent 

répartis d’une manière non équitable entre les différentes parties de ces dernières, dont quelles 

que unes en contiennent dans les feuilles par exemple et d’autres dans les racines, d’où la 

nécessité de  préciser la partie de la plante à appliquer. Dans le recours à leur utilisation, les 

feuilles sont les plus utilisées (26,3%), suivis par les fruits (11,32%), la plante entière  

(9,74%), les racines (8,68%), les graines (6,58%), la floraison des sommités (4,74%), les 

parties aériennes (4,21%) et les fleurs (4%) (El Beyrouthy et al., 2008). 

I-2-2-2.  Formes d’application et  modes d’emploi des plantes médicinales  

Les principales formes d’application des plantes médicinales se présentent par: 

décoction (40,23%), infusion (15,1%), macération (11,9%), poudre (8,50%) et jus (5,41%)                        

(El Beyrouthy et al., 2008). Il peut s’agir de gélules, de comprimés, de teintures, d’extraits,             

de plantes brutes ou de différentes formes, telles que l’application sous forme de cataplasme   

(Larrey, 2005). 

Les plantes médicinales sont principalement utilisées pour des applications       

externes sur la région affectée, mais plusieurs sont également utilisées par voie orale                                       

(El Beyrouthy et al., 2008). D’autre part, leurs modes d’emplois sont variés, parmi eux on 

peut citer : le bain de vapeur, le cataplasme, la compression, l'application locale et l'inhalation.         
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Sur le total de la préparation trouvée, l'usage externe (78%) a été de loin supérieur           

à l'usage interne (22%). Les plantes fraîches ou séchées sont broyées et mélangées avec 

parfois de l’huile d'olive ou d'amande, le vinaigre, l'alcool ou de miel    (El Beyrouthy et al., 

2008). 

Traditionnellement, les principes actifs des plantes sont extraits par infusion, par 

décoction ou bien par macération. Aujourd'hui, il existe la poudre de plante totale cryobroyée, 

plus pratique et plus concentrée, proposée sous forme de gélules. La technique du 

cryobroyage permet de sauvegarder l'intégralité des constituants de la plante, alors que dans 

un broyage classique, les vitamines, les enzymes, les substances volatiles et de nombreux 

autres constituants sont en partie détériorés. Une autre technique permet seulement de 

récupérer les substances solubles dans le solvant utilisé pour fabriquer les extraits secs. 

I-2-3.  Intérêts d’utilisation des plantes médicinales  

Les scientifiques font d’innombrables recherches et d’investigation sans cesse dans le 

but de trouver de nouveaux principes actifs pour le traitement de plusieurs pathologies. Ainsi, 

les humains bénéficient de beaucoup de composés dérivés de plantes qui sont utilisés comme 

médicaments (Sirikantaramas et al., 2008).  

En Afrique, 80% de la population utilise les ressources de la médecine traditionnelle 

pour les soins primaires (Diallo, 2004). Beaucoup de végétaux et certains compléments 

alimentaires sont une bonne source d’agents antioxydants et anti-inflammatoires. Ces 

derniers, peuvent être utilisés dans la prévention de complications de côlon et de cancer du 

sein (Wargovich et al., 2001). Les composés chimiques dans les fruits, les légumes, les épices 

et les herbes médicinales jouent un rôle de protection contre des nombreuses maladies 

chroniques chez l'Homme, telles que les maladies cardiovasculaires (Tsao et al., 2004). 

  L’importance économique des plantes médicinales occupe une place importante              

dans les marchés nationaux des pays en développement. Ainsi, l’Allemagne importe chaque 

année  plus de 75 millions d’euros de plantes médicinales, provenant majoritairement de pays       

en développement et en transition. La vente durable de matériel végétal peut donc 

considérablement améliorer la balance commerciale des pays exportateurs et représente                   

un facteur important de développement (Kasparek et al-Janabi, 2008).  
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I-2-4. Risques d’utilisation des plantes médicinales 

  La médecine par les plantes a beaucoup d’avantages mais elle n’est pas dépourvue de 

risques. Cette médecine dite douce et malgré son prix abordable par rapport aux autres 

médicaments chimiques, peut être source de danger, car ce qui se vend n’est pas forcément 

autorisé, et parfois ne répond pas aux normes. En effet, l’utilisation des plantes médicinales 

doit répondre à des normes et à des doses appropriées, vu que certaines peuvent être toxiques 

et d’autres peuvent être nocives en interaction avec des plantes, des médicaments ou des 

suppléments (Fragoso et al., 2008). 

Quelques plantes médicinales telles que l’ail et le gingembre (Zingiber officinale), 

peuvent augmenter le risque d’hémorragie au cours des interventions chirurgicales (Pribitkin 

et Boger, 2001). Dorénavant, il est plus facile de déterminer les remèdes à base de plantes qui 

risquent d'induire une toxicité directe, car les composés chimiques des plantes médicinales 

sont  de plus en plus connues (Fragoso et al., 2008). 

I-2-5.  Actualité d’exploitation des plantes médicinales en Algérie 

En Algérie, depuis quelques années, de nombreux laboratoires proposent ces phyto-

médicaments. Ces derniers se vendent en pharmacie et sont de plus en plus utilisés par les 

thérapeutes vu leurs vertus reconnues. Le groupe pharmaceutique SAIDAL a déposé durant  

l’année 2007,  dix dossiers de brevets d’invention, dont quatre médicaments à base de plantes 

et six autres extraits de plantes médicinales. Ils portent sur les adjuvants aux traitements du 

diabète, de l’hypertension artérielle, de la réduction du cholestérol ainsi qu’une crème 

veinoprotectrice et un stimulant sexuel. Trois autres produits pharmaceutiques concernent des 

anti-inflammatoires, anti-émétiques et antipsychotiques. En plus, une gamme de 16 produits 

pharmaceutiques à base de plantes médicinales a été également lancée ou cour de  l’année 

2008 (le journal Les Afriques, 2008)  

I-2 -6. Exemple de plante médicinale : le Frêne (Fraxinus angustifolia) 

Cette étude est focalisée sur l’investigation préliminaire, d’une plante locale appelée 

Fraxinus angustifolia. Les feuilles et l'écorce de Fraxinus angustifolia sont appliquées dans la 

médecine traditionnelle locale contre l'arthrose. Les autres espèces du même genre, telles que 

F. americana, F. bungeana et F. excelsior, sont aussi utilisées en médecine traditionnelle 

chinoise dans le traitement de différentes pathologies (Kostova et Iossifova, 2007). 
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Cependant, son utilisation est limitée à un usage traditionnel, pour cela nous avons tenté 

d’établir des bases scientifiques pour son exploitation dans le domaine pharmaceutique  

L'écorce du frêne est fortifiante, astringente et anti-inflammatoire, le frêne est utilisé   

dans le traitement des rhumatismes, plusieurs de ses espèces produisent une sève nourrissante 

utilisée comme laxatif pour les enfants,  

I-2-6-1. Nomination et classification  de la plante étudiée (Gaussen et al., 1982) 

Règne : végétal                                                         

Embranchement: Spermaphytes                    

Sous embranchement: Angiospermes 

Classe : Dicotylédones 

Sous classe: Astéridae 

Ordre : Oléale 

Famille: Oléaceae 

Genre: Fraxinus 

Espèce   : Fraxinus angustifolia 

Nom arabe: Dardar 

Nom berbère: Asléne 

 
Figure 05 : Photographie de Fraxinus angustifolia. 
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  I-2-6-2.     Données Phytochimiques sur la plante étudiée  

Le genre Fraxinus (Oleaceae), est distribué principalement dans les régions tempérées         

et subtropicales de l'hémisphère Nord. Knoblauch, Taylor et Johnson ont placé l'espèce 

Fraxinus dans la tribu Fraxinea, sous-famille des Oleoideae, famille des Oleaceae. Knoblauch 

décrit 39 Fraxinus spp, divisées en deux sections: Ornus et Fraxinaster. Lingelsheim reconnaît 

63 spp, regroupées dans les même deux sections. Dans un récent classement, la famille est 

divisée en 5 tribus et le genre Fraxinus est classé dans les sous tribu des Fraxininaes.            

La taxonomie de certaines espèces est encore à l'étude. Un nouveau classement de l'ensemble 

du genre Fraxinus en classe et sous-classe basée sur la phylogénie du genre devrait bientôt 

apparaître dans la littérature (Kostova et Iossifova, 2007). 

La présence des coumarines, secoiridoides, et phenylethanoides est une caractéristique   

des espèces Fraxinus. Le secoiridoide se produit principalement sous forme de glucosides 

hydroxyphenylethyl et esters de l'alcool. Les lignanes, flavonoïdes et des composés 

phénoliques simples sont également communs, mais ils semblent avoir plus d'une distribution 

limitée. La quantité des  coumarines chez le genre Fraxinus est importante par rapport aux 

autres genres d’Oléacées. Traditionnellement, les genres ont toujours été associés à des 

enquêtes sur des coumarines. Ces dernières années, l'intérêt accru pour la phytochimie de 

Fraxinus est motivé par la découverte de la secoiridoide  glucosidiques, qui constituent les 

principaux métabolites de la famille des Oléacées (Kostova et Iossifova, 2007). 

I-3. Les principes actifs des plantes médicinales   

Les plantes produisent un vaste groupe de composés organiques appartenant                 

aux métabolites secondaires, ce qui fait l’une des originalités majeures des végétaux  

(Croteau et al., 2000). En effet, en plus des métabolites primaires classiques (glucides, 

protides, lipides, acides nucléiques), les végétaux accumulent fréquemment des métabolites 

dits « secondaires » dont la fonction physiologique n’est pas toujours évidente mais qui 

représentent une source importante de molécules utilisables par l’Homme dans des domaines 

aussi différents que la pharmacologie ou l’agroalimentaire (Macheix et al., 2005). 

Parallèlement au développement des utilisations des métabolites secondaires à usage 

thérapeutique, le domaine du cosmétique est aussi très demandeur de substances végétales,  

par exemple les flavonoïdes sont utilisés à la fois en thérapeutique et en cosmétique                

(Minh et al., 2004). En raison, de leur diversité moléculaire (environs 12 000 molécules) et de 
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leurs propriétés biologiques importantes tels que anti-oxydantes, anti-inflammatoires, 

antivirales…etc, ces métabolites constituent une source inépuisable d’agents thérapeutiques 

pour lutter contre diverses pathologies (Samy et Gopalakrishnakone, 2008).                

I-3-1.  Définition des métabolites secondaires  

Les métabolites secondaires se présentent par des groupes chimiques variés, parmi eux 

on trouve les polyphénols, les huiles essentielles et les alcaloïdes. Ces groupes de composés 

sont très inégalement repartis chez les végétaux (Macheix et al., 2005). 

I-3-2.  Classes de métabolites secondaires  

Sur la base de leurs origines biosynthétiques, les métabolites secondaires des plantes 

peuvent être divisés en trois grands groupes: Les huiles essentielles, les alcaloïdes et les 

composés phénoliques (Croteau et al., 2000). 

I-3-2-1.   Les alcaloïdes 

I-3-2-1-1.   Définition  

Les alcaloïdes sont très importants en médecine en raison de leur haute activité 

biologique. Ils sont de faible poids moléculaire et sont retrouvés dans 20% des espèces 

végétales (Minami et al., 2008). Ce sont des composés azotés hétérocycliques, largement 

distribués dans les différents groupes de plantes. Ils sont présents dans la vacuole des cellules 

sous forme de sels et peuvent en être extraits par de l’eau acidifiée, de l’éthanol, ou par 

d’autres  solvants organiques (Cseke et al., 2006). 

I-3-2-1-2.  Biosynthèse  

La plupart des alcaloïdes dérivent de la décarboxylation des acides aminés, tels que 

l'histidine, le tryptophane et la tyrosine par des voies de biosynthèse longues et complexes 

(Minami et al., 2008). Le site de synthèse de ces composés est difficilement identifiable car il 

n’est pas forcément le site de stockage. L’identification de gènes spécifiant certaines enzymes 

de la voie de synthèse des alcaloïdes a permis dans certains cas de suivre leur expression et de 

déterminer le site de cette biosynthèse. Par exemple, l’enzyme hyocyamine 6-hydroxylase qui 

catalyse deux étapes de la synthèse de la scopolamine (hyoscine) est exprimée dans la région 

du péricycle des racines de solanaceae Atropa et Hyoscamus (Woolley, 2001). Cette classe 

comprend plus de 10 000 composés dont le premier à avoir été découvert, en 1803 par 
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Derosne, est la narcotine (noscapine) de l’opium. Selon leurs hétérocycles, il existe plusieurs 

sous-classes d’alcaloïdes (Louis, 2004 ; Cseke et al., 2006). 

I-3-2-1-3. Activité biologique des alcaloïdes  

Les alcaloïdes présentent diverses activités biologiques, témoins de leur production       

par les végétaux. Certains sont des poisons pour l’Homme et le bétail (héroïne), d’autres sont 

des drogues (cocaïne des feuilles d’Erythroxylon coca) et certains ont des vertus 

thérapeutiques (morphine des Papaveraceae) et d’autres présentent des activités 

antimicrobiennes (antivirales et antibactériennes) (Louis, 2004). 

I-3-2-2.  Les huiles essentielles  

I-3-2-2-1. Définition  

Les huiles essentielles sont des substances organiques aromatiques liquides qu’on 

trouve naturellement dans diverses parties des arbres, des plantes, des épices,…etc. Elles sont 

concentrées, volatiles et sensibles à la décomposition sous l’effet de la chaleur (Turgeon, 

2001).  

I-3-2-2-2. Biosynthèse et classification  

La majorité des huiles essentielles appelées aussi  terpénoïdes sont synthétisées à partir               

d’isopentenyl diphosphate (IPP), et à partir du dimethylallyl diphosphate, qui est formé                   

par isomérisation de l'IPP sous l’effet de "IPP isomérase" (Lamarti et al., 1994 ;  Croteau et 

al., 2000). La composition chimique d’une huile essentielle est assez complexe : on y 

trouve généralement de nombreux constituants appartenant principalement à deux grandes 

familles chimiques: les composés terpéniques et les composés aromatiques, dérivés du 

phénylpropane. 

a)  Les composés terpéniques sont formés par condensation d’unités isopréniques (en C5)        

et comprennent : les monoterpènes (C10), les sesquiterpènes (C15), les diterpènes (C20) et les 

triterpènes (C30). 

b)  Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane ont une biogenèse différente de   

celle des terpènes. On peut citer l’acide et l’aldéhyde cinnamique (huile essentielle de 

cannelle), l’eugénol (huile essentielle de girofle), le carvacrol (huile essentielle d’origan), qui 

sont les principaux membres de cette famille (Chami, 2005). 
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I-3-2-2-3.Activités biologiques des huiles essentielles 

A titre d’exemple, la composition de ces huiles essentielles et, en particulier, la nature   

de leurs composés majoritaires sont responsables de l’activité antimicrobienne. En effet,             

il est admis que l’activité antimicrobienne des huiles essentielles se classe dans l’ordre 

décroisant selon la nature de leurs composés majoritaires: phénols > alcools > aldéhydes > 

cétones > oxydes > hydrocarbures > esters (Chami, 2005). En outre,  quelques huiles 

essentielles de conifères entrent dans la fabrication de produits pharmaceutiques, en raison de 

leurs propriétés thérapeutiques et dans celle des parfums, des produits de toilette, des 

cosmétiques, des savons et des détergents, en raison de leurs propriétés aromatiques  

(Turgeon, 2001). 

I-3-2-3.  Les composés phénoliques  

I-3-2-3-1.  Définition  

 Les polyphénols, groupe de molécules de structures variées, trouvent d’ores et déjà 

une large utilisation en phytothérapie (Hennebelle et al., 2004). Ce sont des métabolites 

secondaires qui se trouvent dans toutes les plantes et dont les vertus thérapeutiques de ces 

dernières leur sont attribuées (Balasundram et al., 2006). Plusieurs milliers de composés 

phénoliques ont été caractérisés  chez les végétaux. Bien qu’étant très diversifiés, ils ont tous 

en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs 

fonctions hydroxyles libres ou engagées dans une autre fonction chimique (ester, osidique). 

Leur poids moléculaire varie de 500 à 3000 Dalton (Macheix et al., 2005). Les différentes 

propriétés, notamment antioxydantes des plantes médicinales sont essentiellement dues à leurs 

composés phénoliques. Ils sont étudiés dans le but de trouver de nouvelles structures modèles 

pour le développement de médicaments thérapeutiques ou protecteurs (Bossokpi, 2003). 

I-3-2-3-2.  Biosynthèse  

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies de 

biosynthèse : la voie la plus courante est la voie shikimate (l’acide shikimique). La première 

réaction est la condensation du phosphoénolpyruvate (PEP) avec l'érythrose-4-phosphate pour 

former un composé en C7, qui conduit aux acides aminés aromatiques (phénylalanine, 

tyrosine) puis, par désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et à leurs très 

nombreux dérivés (acide benzoïque, acétophénones, lignines et lignanes, coumarines…etc.) 

(Bruneton, 1999) 
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L’autre voie commence de l’acétate et conduit à des poly β-cétoesters (polyacétates) 

qui engendrent, par cyclisation différentes formes de composés phénoliques (Bruneton, 1999). 

La pluralité structurale des composés phénoliques due à cette double origine biosynthétique 

(Figure 6) est encore accrue par la possibilité, très fréquente, d’une participation simultanée du 

shikimate et de l'acétate à l'élaboration de composés d'origines mixtes des deux voies   

(Bruneton, 1999).  

Figure 06: Voies de biosynthèse des composés phénoliques (Bruneton, 1999). 
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I-3-2-3-3. Classification  

Selon leur structure de base, les composés phénoliques peuvent être regroupés en 

différentes classes, les plus importantes sont : les phénols simples, les flavonoïdes et les tanins 

(Bennick, 2002). 

A- Les phénols simples  

           Ce sont les formes phénoliques les plus simples qui présentent des structures chimiques 

allant du simple phénol en C6 aux acides hydroxycinnamiques (C6-C3) et à des molécules 

proches (Macheix et al., 2005).  

            Les dérivés hydroxycinnamiques (figure 7) représentent une classe très importante 

dont la structure de base C6-C3 dérive de l'acide cinnamique, l'ensemble de ce groupe est 

souvent rapporté sous la dénomination commune de phénylpropanoides. Ils sont les plus 

abondants des composés phénoliques simples, et leur présence dans le règne végétal est, 

généralement à l'état d'ester avec d'autres molécules organiques tels que les glucides (Macheix 

et al., 2005). 

  Les dérivés hydroxybenzoiques (figure 7) sont des dérivés de l'acide benzoïque 

avec une formule de base C6-C1. Ces composés peuvent provenir directement de l’acide 3-    

déshydroshikimique (cas de l’acide gallique) ou de l’acide chorismique (cas de l’acide 

salicylique) ; mais en règle générale, ils résultent de la dégradation de la chaîne latérale des 

acides cinnamiques. Ils sont moins abondants par apport à leurs précurseurs et peuvent exister 

sous forme d'esters ou de glucosides qui représentent des formes de stockage et de circulation 

dans les plantes (Macheix et al., 2005). 

 Les coumarines sont des composés qui dérivent aussi des acides hydroxycinnamiques 

par cyclisation interne de leur chaîne latérale. Ils sont les moins répandus des deux premiers et 

leur répartition dans la nature est assez limitée. Le composé le plus fréquent est 

l’ombelliférone (Bruneton, 1999).  
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          Figure 07 : Les principales  structures des phénols simples (Macheix et al., 2005). 

B- Les flavonoïdes  

Les flavonoïdes constituent un groupe de plus de 8 000 composés naturels, qui sont 

quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent les pigments responsables      

des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005).              

Ils sont formés à partir de la phénylalanine et de la  tyrosine. La structure de base du 

flavonoïde est le noyau  flavane, qui est composé de 15 atomes de carbone arrangés dans trois 

noyaux  (C6-C3-C6) (figure 8), qui  se présentent par  A, B, et C (Pietta, 2000). 

 

 

 

 

         Figure 08 : Structure de base des flavonoïdes avec la numérotation classique (Pietta,  2000).               

 

Figure 07 : Les principales  structures des phénols simples (Macheix et al., 2005). 
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A l’état naturel, on trouve très souvent les flavonoïdes sous forme de glycosides. Une 

ou plusieurs de leurs fonctions hydroxyles sont alors glycosylés (Havsteen, 2002).  La 

structure de l’hétérocycle central « C » et son degré d’oxydation, ainsi que les positions des 

groupements hydroxyles sur les noyaux « A » et « B », permettent de distinguer les 

différentes classes de flavonoïdes (Pietta,  2000 ;  Macheix et al., 2005). On distingue:  

- Flavones : Le cycle A des flavones est substitué par deux hydroxyles phénoliques en C5 et 

en C7 ; ils sont caractérisés par la présence de la double liaison entre C2-C3 (Havsteen, 2002). 

- Flavonols : Ils possèdent deux hydroxyles phénoliques en C5-C7 et un groupement en plus 

sur le C3 de l’hétérocycle C (Chira et al., 2008). 

- Les flavanones : Ils sont caractérisés par l’absence de la double liaison C2-C3 et par la 

présence d’un centre de chiralité en C2. La structure des flavanones est très réactive et donne 

lieu à des réactions d’hydroxylations, d’O-méthylations et de glycosylations (Chira et al., 

2008) .  

- Flavan-3-ols, flavan-3, 4-diols : Ces deux groupes sont toujours hydroxylés en position 3 et 

se caractérisent par l’absence du groupe carbonyle en C4 ; cette position peut être libre 

(flavan-3-ols) ou hydroxylée (flavan-3,4-diols). Ces derniers sont à l’origine des polymères 

flavaniques appelés tanins condensés (William et al., 2004 ; Macheix et al., 2005). 

- Les chalcones : Ils sont différents des autres types de flavonoïdes de par l’ouverture du 

noyau pyranique central, le noyau B est assez souvent non substitué, alors que les 

substitutions sur le cycle A sont le plus souvent identiques à celles des autres flavonoïdes 

(Bruneton, 1999). 

- Les aurones : Ils sont caractérisés par une structure de 2-benzylidène coumaranone, dont 

l’hétérocycle comprend deux atomes de carbone. 

- Les anthocyanidines : Ils sont largement présents dans le règne végétal, principalement sous 

forme de glycosides, caractérisés par la présence d’un ion pyrylium sur le noyau C, les plus 

courants sont la pelargonidine, la cyanidine, la delphinidine, la péonidine (William et al., 

2004 ; Macheix et al., 2005 ; Chira et al., 2008). Des structures et des exemples de ces 

différentes classes sont regroupés dans le tableau I. 
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Tableau I : Les principales classes de flavonoïdes  

Classes structures exemples substitutions références 
Flavanols 

 

Catéchine 
 
 
 
Epicatéchine 

R2=R3=H 
R1=OH 
 
 
R1=R3=H 
R2=OH 
 

Cheynier, 
2005 
 
 
Rasmussen 
et al., 2005 

Flavanones 

 

Naringénine 
 
 
Hespéridine 

R1=R2=R4=O
H 
R3=H 
 
R1=R2=R3=O
H 
R4=OCH3 

Rietjens et 
al., 2002 
 
Tripoli et 
al., 2007 
 

Flavones 

 

Lutéoline 
 
 
 
Quercétine 

R1=R2=R3=R4
=OH 
R5=H 
 
R1=R2=R3=R4
=R5=OH 

Skerget   et 
al., 2005 
 

Tripoli et 
al., 2007 

Flavonols 

 

Kampférol 
 
 
 
Myricétine 

R1=R2=H 
 
 
 
R1=R2=OH 

Suzuki et 
al., 2008 
 
 
Ghidouche 
et al., 2008 

Isoflavone 

 

Génistine 
 
 
 
génisteine 

5,4’=OH  
7=glucose 
 
 
5, 7,4’=OH 

Cook   et 
Samman, 
1996  
Heim  et  al., 
2002 
Devi  et   al., 
2009 

anthocyani
dines 

 

Malvidine-3-
O-glucoside 
 
 
Delphinidine-
3-O-
glucoside 

R1=R2=OCH3 
 
 
 
R1=R2=OH 

Lu et Foo, 
2002 
 

Chira et al., 
2008 
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C- Les tannins  

 Les tannins sont des formes phénoliques condensées capables de se lier aux protéines 

en solution et les précipiter (Macheix et al, 2005). On distingue habituellement, chez les 

végétaux supérieurs, deux groupes de tannins différents par leurs structures aussi bien que par 

leurs propriétés physicochimiques: les tannins hydrolysables et les tannins condensés 

(Bruneton, 1999). 

 Les tannins hydrolysables  

Les taninns hydrolysables sont facilement hydrolysés en milieu alcalin (Bennick, 2002).      

Ils libèrent alors une partie non phénolique (souvent du glucose)  et une partie phénolique qui 

peut être soit l'acide gallique (gallotannins), soit un dimère de ce même composé qui est 

l'acide éllagique (éllagitannins). Une forme simple des tannins hydrolysables est le penta-

galloylglucose, molécule très réactive qui est à l'origine de la plupart des formes complexes 

(figure 9), par exemple la castalagine chez le châtaignier ou le chêne (Macheix et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

                  Figure 09: Exemple de structure d’un tannin hydrolysable (Macheix et al., 2005). 

 Les tannins condensés  

Les tannins condensés sont des oligomères ou des polymères de flavane-3-ols 

(éventuellement de flavane-3,4-diols) dérivés de la (+)-catéchine ou de ses nombreux 

isomères (Macheix et al., 2005). Bien que de petites molécules de tannins condensés sont 

solubles dans les solvants aqueux ou organiques, les grands polymères sont insolubles                                   

(Bennick,  2002). 
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Contrairement aux tannins hydrolysables, les tannins condensés sont résistants à 

l'hydrolyse, et seules des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader. Ainsi, par 

traitement acide à chaud, ils se transforment en pigments rouges et, pour cette raison, les 

formes dimères et oligomères sont dénommées « proanthocyanidines ». L'enchaînement des 

différentes unités constitutives se fait soit de manière linéaire grâce à des liaisons C-C   

(figure 10), ou par ramification grâce à des liaisons  C-O-C conduisant à des structures de plus 

en plus complexes (Macheix et al., 2005).                      

 

 

 

 

 

                       

                               Figure 10 : Exemple de structure d’un tannin condensé (Macheix et al., 2005). 

I-3-2-3-4. Activité antioxydant des composés phénoliques 

Un antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement l’oxydation        

d’un substrat, alors qu’elle est présente en concentration très faible dans le milieu où elle 

intervient. L’organisme humain est équipé de tout un système complexe de défense 

antioxydant, enzymatique et non enzymatique, localisé dans les compartiments intra et 

extracellulaire (Berger, 2006). Les antioxydants d’origine  naturelle sont présents dans toutes 

les parties des plantes supérieures et sont en générale des composés phénoliques. Les 

mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le piégeage de l’oxygène singulet, 

la réduction de radicaux libres, la chélation des ions et de métaux de transition. Parmi eux, les 

acides phénoliques, qui sont fortement antioxydants et anti-inflammatoires (Diallo,  2004).  

a) Chélation des métaux  

 Les métaux de transition Fe++ et Cu++, qui sont essentiels pour le déroulement de 

différentes fonctions physiologiques, peuvent être aussi une source du radical OH. lors de la 

réaction de Fenton par réduction de H2O2. Cette réaction peut être empêchée par les composés 

phénoliques, notamment les flavonoides, en chélatant ces métaux grâce à leurs fonctions 
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catéchol 3'-hydroxyl, 4'-hydroxyl sur le cycle B, les fonctions 3-hydroxy, 4-oxo de 

l'hétérocycle C et les fonctions 4-oxo, 5-hydroxy de l'hétérocycle C et le cycle B, 

respectivement  (Pietta, 2000 ; Heim et al., 2002). 

b) Effet scavenger  

 L'effet scavenger des composés phénoliques consiste à piéger et à neutraliser les formes 

toxiques de l'oxygène, en les réduisant par transfert direct d'un électron sur leur dernière couche 

électronique (Ghedira, 2005). De ce fait, les composés phénoliques interfèrent et bloquent la 

propagation de la réaction radicalaire en chaîne grâce à leur caractère réducteur en devenant, 

eux-mêmes, des radicaux phénoxyls assez stables grâce au phénomène de résonance 

(délocalisation des doublets électroniques) (Pietta, 2000 ; Macheix et al., 2005).   

 Ce mécanisme semble être le plus important sur le plan biologique via la protection 

des LDL de la peroxydation lipidique et la régénération des formes réduites du tocophérol et 

la vitamine C (Narayana, et al., 2001). L’activité des flavonoïdes comme piégeurs de radicaux 

libres étant bien établie ; des études récentes suggèrent qu’ils seraient également de puissants 

piégeurs du radical NO. et ONOO- (Ha et al., 2008). Cette activité est étroitement liée aux 

propriétés structurales des composés phénoliques, à savoir le nombre et la position des 

groupements hydroxyles et le degré de methylation, de glycosylation et de polymérisation 

(Heim et al., 2002). 

 Prenant l'exemple des flavonoides, la présence des groupements hydroxyles et leur 

configuration spatiale ainsi que la présence des doubles liaisons sur l'hétérocycle C sont 

déterminantes de l'efficacité antioxydante de ces composés (Rietjens et al., 2002 ; William et 

al., 2004). L’effet augmente également avec le degré de polymérisation, en effet,  

l'epigallocatéchine gallate (EGCG), une molécule oligomérique des tannins, est plus active 

que la catéchine, cela est expliqué par la présence de la forme galloyl en position C3 avec trois 

groupements hydroxyles de plus par rapport à la catéchine. En fin, les tannins hydrolysables et 

les procyanidines présentent des propriétés antioxydantes significatives, ils agissent comme 

donneurs de protons face aux radicaux libres lipidiques produits lors de la peroxydation  

(Soobrattee et al., 2005).   

 En revanche, la methylation et la glycosylation des flavonoides au niveau des 

groupements hydroxyles diminuent considérablement leur effet anti-radicalaire. La différence 

de l'effet anti-radicalaire des flavonoides polyhydroxylés et les flavonoides polyméthylés est 

due essentiellement à l'hydrophobicité et la planarité de ces molécules (Soobrattee et al., 
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2005). Par ailleurs, les formes glycosidiques sont peu actives par apport à leurs formes 

aglycones correspondantes. Il a été rapporté que le potentiel antioxydant des flavonoides 

glycosylés de thé diminue à mesure que la partie osidique augmente (Robards et al., 1999). 

c) Inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres  

 L'inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres dans les systèmes 

biologiques est une autre stratégie de l'effet antioxydant des composés phénoliques. Il a été 

rapporté par plusieurs études que les flavonoides sont les molécules les plus susceptibles d'être 

impliquées dans cet effet (Nagao et al., 1999; Lin et al., 2002). La quercetine, par exemple, est 

l'un des flavonoides les plus connus pour son activité inhibitrice sur la xanthine oxydase 

(Middleton et al., 2000). 

d) Induction de synthèse des enzymes antioxydantes  

 A la lumière des études récentes de biologie moléculaire dans le domaine de la 

signalisation cellulaire et le rôle probable des composés phénoliques dans ce processus, un 

nouveau mécanisme de défense antioxydante a été avancé. Ce mécanisme indique 

l'implication des composés phénoliques, notamment la catéchine et ses dérivés dans 

l'induction de l'expression des enzymes antioxydants telles que la superoxyde dismutase 

(SOD) (Mattie et Freedman, 2004 ; Masella et al., 2005). 

I-3-2-3-5. Propriétés  physico-chimiques des composés phénoliques   

La présence d'un ou de plusieurs cycles benzéniques hydroxylés chez tous les 

composés phénoliques est responsable de certaines propriétés communes utilisées pour les 

extraire à partir de matériel végétal. Les polyphénols sont généralement extraits, selon leur 

solubilité, par les solvants polaires tels que l’éthanol, le méthanol, l’acétone et l’eau. 

Cependant cette solubilité varie d'une classe de composés à une autre, dépendant des 

substitutions (methylation  ou glycosylation) sur les groupements hydroxyles (Macheix et al., 

2005 ; Naczk et Shahidi, 2006).  

La plupart des phénols simples peuvent aisément être extraits avec des mélanges 

méthanol/eau. Les anthocyanines, qui sont des composés très polaires, sont extraits  par des 

mélanges méthanol/HCl (Buelga et Wiliamson, 2003) et les flavonoïdes glycones sont connus 

comme étant des composés hydrosolubles vu la présence de la partie osidique. A l'opposé, 

certains flavonoïdes apolaires, comme ceux liés aux stérols, doivent être extraits avec des 
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solvants plus apolaires, comme le chloroforme et l'hexane. Les formes condensées, comme les 

tannins sont de préférence extraites par l’acétone (Bruneton, 1999 Macheix et al., 2005).  

 Tous les composés phénoliques des végétaux absorbent dans l'UV et certains d'entre     

eux comme les anthocyanes, flavonols, chalcones et aurones absorbent dans le visible                 

et participent alors à la coloration des organes végétaux (fleurs, fruits…). Leurs spectres 

d'absorption résultent en général de la présence combinée des cycles benzéniques,                    

des groupements hydroxyles et les différentes doubles liaisons portées par ces molécules.        

Les acides phénols absorbent généralement entre 220 et 280nm, le spectre d'absorption            

des flavonoïdes est caractérisé par deux gammes d'absorption, une de 320 à 385nm 

correspondant au cycle B, et une autre comprise entre 250-285nm correspondant au cycle A 

(Macheix et al., 2005 ; Naczk et Shahidi, 2006).  
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II-1. Préparation des extraits 

II -1-1. Récolte du matériel végétal  

Le matériel végétal utilisé dans cette présente étude est une espèce locale de frêne, 

dont le nom scientifique est : Fraxinus angustifolia. La récolte des feuilles et de l’écorce 

(figure11) a été réalisée  durant l’été 2008, dans la forêt d'Azru n Bechar à Amizour, dans la 

wilaya de Bejaia.  

 

 

 

 

 

  

      

              Figure 11: Photographies du matériel végétal de F. angustifolia. A)  L’écorce. B) Les feuilles.   

II -1.2. Séchage, broyage et tamisage 

   Après la récolte, le matériel végétal a été séché à l’air libre et à l’abri de la lumière. 

La matière sèche obtenue a été réduite, à l'aide d'un moulin électrique, en poudre fine. Par la 

suite, cette dernière a été tamisée à l’aide d’un tamis de granulométrie permettant l’obtention 

d'une poudre fine de 63µm de diamètre, afin d’optimiser l’extraction des composés 

phytochimiques. 

II -1-3. Extraction  

Dans cette étude, une extraction sélective à plusieurs solvants a été faite selon le 

protocole de Chiang et ses collaborateurs  (1994), avec quelques modifications. Le but de 

cette extraction est de pouvoir séparer les composés phénoliques en diverses phases, selon 

leurs polarités en fonction de la nature du solvant utilisé. L’extraction débute par l’éthanol 

afin d’extraire un maximum de composés phénoliques, le protocole d’extraction est 

schématisé dans la figure 12.  

 

A B 
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                        Figure 12 : Schéma récapitulatif des étapes suivies pour la préparation des extraits 

 

Chloroforme / eau 

(3 :1 v/v) 

 

 

 

Extrait aqueux chloroforme 

-Macération 24 h  

-Décantation 24 h 

-Centrifugation 10 min 

     Poudre fine  63 µm 

Hexane / eau (3 :1 v/v) 

 

    Ethanol (1 :4 p/v) 

Extrait éthanolique 

Acétate d’éthyle/eau (3 :1 v/v) 

 

Extrait acétate d’éthyle 

 

Extrait aqueux  acétate 
d’éthyle 

 

Extrait chloroforme 

 

Extrait  hexane 

 

Extrait  aqueux d’hexane 

 

-Macération 2 h  

-Décantation 24 h 

-Macération 2 h  

-Décantation 24 h 
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 La première étape de l’extraction est la macération de la poudre fine dans de 

l’éthanol 95% avec un rapport masse /volume de 1 : 4 (P : V) pendant 24 h. Par la suite, une 

décantation de 24h, suivie d’une centrifugation de 1500rpm ont été effectuée, donnant 

naissance à deux phases bien distinctes dont le surnageant représente l’extrait éthanolique. Ce 

dernier est versé dans des cristallisoirs et soumis à un séchage à l’air libre et à l’abri de la 

lumière, jusqu’à stabilisation complète de son poids sec. 

 La deuxième étape de l’extraction est la macération de l’extrait éthanolique, mis à 

part une faible quantité retenue pour l’étude, dans un mélange d’acétate d’éthyle /eau avec un 

rapport volumique de 3:1 (V:V). Après 24 h de macération, la décantation suivante a donné 

naissance à deux phases non miscibles (une phase aqueuse et une phase organique d’acétate 

d’éthyle). Ces dernières ont été séparées et laissées sécher dans les mêmes conditions 

précédemment citées. 

 La troisième et dernière étape de l’extraction est la macération d’une partie de 

l’extrait organique d’acétate d’éthyle, qui est divisé en deux parties : l’une est transférée dans 

un mélange hexane/eau et l’autre dans un mélange chloroforme/eau, avec un rapport 

volumique de 3:1 (V:V). Après 24h de macération, suivie d’une décantation, les quatre phases 

résultantes ont été séparées et laissées sécher jusqu'à stabilisation complète de leurs poids sec. 

Le pourcentage d’extraction de chaque étape est calculé par la formule suivante : 

Taux d’extraction (%) = [(P1-P0)/E] 100. 

P1 : Poids de l’extrait après évaporation. 

P0 : Poids initial du cristallisoir ou de la boite de Pétri. 

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

II -2. Quantification des composés phénoliques 

II -2-1. Quantification des phénols totaux 

 -Principe de la méthode  

Le dosage des phénols totaux repose sur la méthode utilisant le réactif de Folin-

Ciocalteu. Ce réactif est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et 

d’acide phosphomolybdique (H3PMo12O40). L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un 

mélange d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène. L’intensité de la couleur dont 

l’absorbance maximale est de 765nm est proportionnelle à la quantité de composés 

phénoliques oxydés présents dans les extraits végétaux.   
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 -Mode opératoire  

Le protocole que nous avons suivi dans cette étude pour le dosage des phénols totaux   

des extraits de feuilles et de l’écorce de F. angustifolia est celui de Kähkönen et al (1999). 

Nous avons introduit dans chaque tube un volume de 200 µl de la solution d’extrait à une 

concentration de 100 µg/ml, par la suite, nous avons rajouté 1ml du réactif de Folin-Ciocalteu 

et 800 µl de carbonate de sodium (7,5 %). le mélange est laissé réagir à l’obscurité pendant 30 

minutes à température ambiante. Enfin, la lecture des absorbances est faite à une longueur 

d’onde de 760nm contre un blanc contenant tous les réactifs sauf l’extrait (Vermerris et 

Nicholson,  2006).  

 Une courbe d’étalonnage a été préalablement préparée dans les mêmes conditions, en 

utilisant la catéchine comme référence. Les résultats seront exprimés en mg Equivalent 

Catéchine/g d’extrait (Annexe 1).                                                       .  

II -2-2. Quantification des flavonoïdes  

-Principe de la méthode  

Le principe des méthodes de dosage des flavonoïdes repose sur la capacité de ces 

composés à former des complexes par addition du chlorure d’aluminium (AlCl3) au mélange 

réactionnel. L’intensité de la couleur dont l’absorbance maximale est de 430nm est 

proportionnelle à la quantité de complexes formés. 

-Mode opératoire  

La méthode du chlorure d’aluminium rapportée par Maksimovié et ses collaborateurs 

(2004) est utilisée pour quantifier les flavonoïdes dans les différents extraits de F.angustifolia. 

2 ml de l’extrait dissout dans de l’éthanol (100µg/ml) ont été rajoutés à 1 ml de réactif de 

chlorure d’aluminium (133mg du chlorure d'aluminium et 400 mg d'acétate de sodium 

cristalline dans 100 ml d'eau distillée). Après 10 minutes d’incubation, l’absorbance est lue à 

430nm. La concentration des flavonoïdes est déduite à partir des gammes d’étalonnage 

établies avec la rutine et sont exprimées en milligramme d’équivalent rutine par gramme 

d’extrait (mg Equivalent Rutine/g d’extrait) (Annexe 2).  

 

 

                                                  .  
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II -2-3. Quantification des tannins 

-Principe de la méthode  

 Les meilleures méthodes pour doser les tannins sont celles qui évaluent leur 

capacité à précipiter la protéine sérique bovine (BSA) ; la méthode d'Hagerman et Butler 

(1978) que nous avons utilisé est l’une de ces méthodes. Celle-ci consiste à précipiter la BSA 

dans une solution tampon par les tannins de l’extrait à doser. La teneur du précipité en 

complexes tannins-protéines est déterminée par spectrophotométrie à 510nm, après hydrolyse 

alcaline et réaction de l’hydrolysat avec le réactif de chlorure ferrique (FeCl3).  

- Mode opératoire  

   La BSA est solubilisée dans le tampon A à raison d’une concentration de 1mg/ml. Un 

volume de 2,5ml de cette suspension protéique est ensuite mélangé avec 1ml d’extrait à 

100µg/ml pour former, après 24 h d’incubation à 4°C, un précipité de complexe tannins-BSA  

au fond des tubes. Afin de séparer ce précipité du surnageant, les solutions ont été 

centrifugées à 3000g pendant 15min. Le précipité débarrassé du surnageant est ensuite 

solubilisé et hydrolysé avec 4ml de SDS/TEA et le mélange est agité vigoureusement, suivi 

de l’addition de 1ml de FeCl3. Après 15min de contact, les absorbances ont été prises à une 

longueur d’onde de 510nm, puis traduites en milligramme équivalent acide tannique par 

gramme d’extrait (mg EAT/g d’extrait) à partir de la courbe d’étalonnage (Annexe3), 

préalablement préparée, dans les mêmes conditions, en utilisant l’acide tannique comme 

standard  

- Tampon A : le tampon A est préparé par une solution de 0,2M d’acide acétique avec 0,17M 
de NaCl, ajusté à pH 4,9. 

- SDS/TEA : 5% (v/v) triéthanolamine avec 1% (p/v) SDS (50ml triéthanolamine, 10g de 
SDS ajusté à 1,0 litre d’eau distillée).  

 - FeCl3 : 1,62g est dissout dans 0,01M de HCl. La solution est filtrée. 

 

II -3. Evaluation de l’activité anti-radicalaire des extraits 

II -3-1.  Evaluation de l’activité anti-radicalaire contre le radical hydroxyle (OH.)  

-Principe de la méthode  

L’activité des extraits de Fraxinus angustifolia contre le radical hydroxyle a été 

évaluée par le test de désoxyribose suivant le protocole de Halliwell et al (1987), avec 
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quelques modifications. Cette méthode est basée sur la compétition entre le désoxyribose et 

les extraits de plante pour le radical hydroxyle généré par le système suivant : Fe3+- acide 

ascorbique –EDTA-H2O2 (Réaction de Fenton). Les radicaux hydroxyles produits attaquent le 

désoxyribose pour former des substances réactives, qui en présence de TBA donnent un 

chromogène de couleur rose ayant une absorbance à 532nm.  

- Mode opératoire  

Dans un volume final de 2ml, on mélange  200ul de chaque extrait (dissous dans la 

solution tampon), 50 µl  de 2-desoxy-2-ribose (80mM, dissous dans la solution de tampon 

phosphate  à 20mM d'un  pH de 7,4.), 50 µl de EDTA (4mM), 50 µl de FeCl3 (4mM), 50 µl de 

la solution H2O2 (20mM) et enfin 50 µl d’acide ascorbique à 4mM. Après incubation à 37° 

pendant 1heure, 1ml d'acide trichloracétique (TCA) de 2% et 1ml de l’acide thiobarbituque 

(TBA) à 1% ont été ajoutés. Les tubes sont ensuite mis au bain-marie à 100°C pendant 15 

minutes. Après refroidissement, l'absorbance a été mesurée à 532nm contre un témoin qui 

contient du tampon à la place de l’extrait. Pour une comparaison, trois standards : l’acide 

ascorbique, la catéchine et le Mannitol ont été testés en parallèle. L’activité scavenging du 

radical OH. pour chaque extrait est calculée par la  formule suivante : 

 

 

AT : l’absorbance de la solution témoin 

AC : l’absorbance de l’extrait. 

II -3-2. Evaluation de l'effet anti-radicalaire contre le radical DPPH 

- Principe de la méthode  

 La méthode utilisée dans ce travail pour l’évaluation de l’effet scavenger des extraits  

de feuilles et de l’écorce de F. angustifolia contre le DPPH est celle de Maisuthisakul                 

et ses collaborateurs (2007). Cette méthode tire profit de la décoloration de la solution 

méthanolique du radical DPPH lors de sa réduction par les antioxydants. La différence de la 

densité optique entre la solution de radical DPPH en absence et en présence de l’extrait reflète 

le potentiel des composés responsables de cette activité à réduire le radical DPPH, le taux 

réduit du radical DPPH par ces molécules est exprimé en pourcentage selon la formule 

suivante : 

% scavenger du radical hydroxyle= [(AT- AC) / AT] x100 
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AT : absorbance de témoin (2,45 ml méthanol + 50,0 µl DPPH). 

AE: absorbance de l’échantillon (2,45 ml extrait + 50,0 µl DPPH). 

AB : absorbance du blanc de l’échantillon. (2,45 ml extrait+50 µl méthanol).  

-Mode opératoire  

Chaque 2,45ml des solutions méthanoliques des extraits (100µg/ml) a été additionnée 

de 50µl de la solution DPPH préparée à 5mM dans du méthanol (95%). Après 30 minutes 

d’incubation à l’obscurité, l’absorbance a été mesuré à 517nm. À titre d’indication, trois 

standards : l’acide tannique, la rutine et la catéchine connus pour leur effet anti-radicalaire 

contre le DPPH ont été testés en parallèle.  

II -3-3. Evaluation de l'effet anti-radicalaire contre le peroxyde d’hydrogène (H2O2)   

- Principe de la méthode  

   La capacité des extraits à piéger le peroxyde d’hydrogène est déterminée suivant la 

méthode rapportée par Atmani et ses collaborateurs (2009). Le principe de la réaction est de 

neutraliser le peroxyde d’hydrogène par un antioxydant qui va faciliter sa décomposition en 

molécule d’eau. Le pourcentage d’inhibition du H2O2 est calculé comme suit : 

 

AT : absorbance du témoin. 

AE : absorbance de l’échantillon. 

-Mode opératoire 

Un volume de 2 ml d’extrait est mélangé avec 1,2 ml de la solution de  H2O2 (40mM) 

qui est préparé dans un tampon phosphate (pH 7,4). L’absorbance de H2O2 est mesurée à 

230nm après 10min de réaction. Trois standards : l’acide tannique, l’acide caféique, et l’acide 

coumarique  ont été testés en parallèle. 

-Détermination des  concentrations inhibitrices (IC50) 

 Au départ, tous les extraits ont été testés à la concentration de 100µg/ml pour chaque 

activité anti-radicalaire, ensuite les extraits qui ont donné les trois meilleurs taux d’inhibition  

(pour chaque activité) ont été  testés à des concentrations allant de 25 à 125µg/ml pour le test 

anti-OH. et de 10 à 100 µg/ml pour les deux activités anti-DPPH et anti-H2O2. Les 

% scavenger de radical DPPH = [(AT - (AE - AB))/AT] x 100 

 

% scavenger du H2O2 = [(AT- AC) / AT] x100 
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concentrations inhibitrices (IC50) ont été calculées par le logiciel «Origine», à partir des 

courbes à régression linéaire pour certains et des courbes sigmoïdales pour d’autres. Les IC50 

des standards ont été déterminées de la même procédure. L’analyse statistique des résultats est 

effectuée avec l'application «ANOVA» (STATISTICA) et la comparaison des données est 

considérée significative à la probabilité P<0,05. 

II -4. Etude chromatographique des fractions  

II -4-1. Fractionnement des extraits par la chromatographie sur colonne  

- Principe de la méthode  

 La chromatographie sur colonne est une méthode importante pour la séparation d’un 

produit contenant des impuretés. Cette technique sert également à séparer des produits 

organiques d’un mélange. Il existe deux types de chromatographie : la première est celle avec 

l’oxyde d’aluminium, tandis que la deuxième est celle avec le gel de silice (c’est la plus 

moderne des deux). Les deux ont le même principe d’utilisation, cependant cette dernière se 

fait avec plusieurs solvants allant du moins polaire au plus polaire; avec cette méthode le 

rendement final est en général assez bon. Les diverses substances introduites au sommet de la 

colonne de gel de silice sont plus ou moins retenues à la surface du support, suivant leur 

polarité. Elles sont donc plus ou moins facilement entraînées par le solvant qui migre dans la 

colonne. Le plus apolaire passera en premier et ainsi de suite (Gramegna, 2004). 

-Mode opératoire 

La silice de la chromatographie sur colonne (0.063mm-0.2mm) a été préparée dans un  

solvant apolaire (chloroforme). L’échantillon à fractionner (20mg/ml préparé dans le 

méthanol) est déposé soigneusement en haut de la phase stationnaire et la progression de la 

phase mobile (sous pression atmosphérique) entraîne avec elle les différentes fractions. Des 

fractions ont été recueillies progressivement avec une élution de polarité croissante : 

chloroforme, méthanol/acétate d’éthyle (50/50 : v/v), méthanol et enfin méthanol/acide 

acétique 

II -4-2. Evaluation des activités anti-radicalaires des fractions 

 Le système d’élution utilisé pour la chromatographie sur colonne a permis de 

récupérer quatre fractions pour chaque extrait ; ces dernières une fois bien séchées, ont fait 

l’objet d’une évaluation de leurs activités anti-OH., anti-DPPH  et anti-H2O2 à la 

concentration de 100µg/ml en suivant les protocoles expérimentaux utilisés précédemment. 
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II -5. Chromatographie sur couches minces  

  -Principe 

  La chromatographie sur couche mince est une technique analytique simple utilisée 

dans le but de séparer différents constituants d’un mélange complexe, en se basant sur les 

phénomènes d’adsorption et de partage: la phase mobile est un solvant ou un mélange de 

solvants qui progresse le long d’une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou 

d’aluminium. Après que l’échantillon ait été déposé sur la phase stationnaire, les substances 

migrent à une vitesse qui dépend de la solubilité des composés dans la phase mobile. 

- Mode opératoire 

 Des plaques de gel de silice sont utilisées pour l’analyse. Chaque fraction est déposée 

sous forme de spots de volume de 10µl sur la ligne de base de migration de la plaque ; cette 

dernière est déposée verticalement dans la chambre de chromatographie contenant le mélange  

de solvants conçu pour la séparation.  Le système de séparation employé comme éluant est: 

(éthyle acétate, acide acétique, acide formique, eau). 

  Une fois que la phase mobile a atteint la limite de migration, les plaques ont étés 

retirées, séchées puis observées en premier lieu à la lumière du jour et sous une lampe UV 

ensuite pulvérisées soigneusement avec la vanilline sulfurique, un révélateur à large spectre, 

préparée selon la méthode de Eloff et ses collègues (2005), dans le but de visualiser et de 

caractériser les sous-fractions invisibles sous UV et à la lumière du jour. L’analyse des 

chromatogrammes est accompagnée du calcul des rapports frontaux (RF), caractéristiques de 

chaque sous-fraction, puis comparés à ceux des témoins pour permettre d’identifier les  

constituants des différentes fractions. La détection des composés ayant une activité de 

capteurs de radicaux libres a été effectuée grâce à la pulvérisation d’une solution du radical 

DPPH (500µM préparée dans l’éthanol), selon la méthode de Sievers et ses collaborateurs 

(2002) sur les chromatogrammes. Les composés actifs manifestent des taches jaunes sur un 

fond violet, qui représentent la forme réduite du radical DPPH (DPPH-H). 
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Le présent travail s’articule sur trois parties, on retrouvera ainsi les résultats 

concernant l’extraction et le dosage des composés phénoliques, ceux relatifs à l’activité 

antioxydant des extraits et enfin  les résultats de l’activité anti-radicalaire des fractions  et leur 

caractérisation sur CCM.  

III-1. Préparation des extraits 

La préparation des extraits à partir des feuilles et d’écorce de Fraxinus angustifolia a 

été effectuée selon la méthode de Chiang et ses collaborateurs (1994), légèrement modifiée. 

Les deux parties de la plante nettoyées et broyées ont été soumises à une extraction par 

l’éthanol (95%) pour obtenir initialement l’extrait brut. Ce dernier a subi un fractionnement 

par une série d’extractions successives avec des solvants à polarité décroissante (Acétate 

d’éthyle/Eau, Hexane/Eau et Chloroforme/Eau). La procédure suivie a permis d’obtenir six 

extraits pour chaque partie, à savoir : l’extrait éthanolique (brut), l’extrait  acétate d’éthyle, 

l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle, l’extrait d’hexane, l’extrait de chloroforme et l’extrait 

aqueux de chloroforme. Il est à noter que l’extrait aqueux d’hexane n’a pas été récupéré.  

Le matériel végétal a été séché à une température ambiante dans un milieu ombragé et 

à l’abri de la lumière pour assurer une meilleure élimination d’eau, afin de préserver son 

contenu en composés phénoliques et d’éviter; une volatilisation (haute température), une 

dégradation (effet des hydrolases) ou une détérioration (De-Rijke et al., 2006).  

Dans le but d’optimiser l’extraction, le broyage et le tamisage ont été réalisés de façon 

à pouvoir récupérer la poudre la plus fine possible (figure 13) ayant un diamètre inferieur a 

63µm. Selon Escribano et ses collaborateurs (2003), l’efficacité de l’extraction dépend de 

plusieurs paramètres ; entre autres, le diamètre des particules de la poudre, le volume et le 

type de solvants utilisés et le nombre d’extraction. D’après Lim et Murtijaya (2007), le taux 

d’extraction des principes actifs est inversement proportionnel avec la taille des particules 

obtenues après le broyage 

 

 

 

       

      Figure 13 : photographies de la poudre végétale de F. angustifolia. A)  L’écorce. B) Les feuilles         

A B 
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   L’extraction a été dirigée de sorte à utiliser l’éthanol comme premier solvant, d’une 

part, c’est pour obtenir  le maximum de composés phénoliques dans la première étape, car ce 

solvant et en raison de sa polarité est reconnu pour être un bon solvant extracteur de principes 

actifs à partir des plantes médicinales (Shih et al., 2009 ; Verma et al., 2009)  et d’autre part, 

il est moins altérant que le méthanol, qui peut exercer un effet de méthanolyse sur les tannins, 

pouvant perturber ainsi la teneur réelle des extraits en ces composés (Bruneton, 1999 ; 

Mueller-Harvey, 2001). La macération de la poudre dans l’éthanol a été suivi; d’une agitation 

pour établir un bon contact entre le solvant et les particules de la poudre, d’une décantation et 

puis d’une centrifugation, afin d’éliminer toutes celles qui y restent en suspension. Les taux 

d’extraction sont regroupés dans le tableau suivant : 

           Tableau II: Taux d’extraction (%) de feuilles et d’écorce de  Fraxinus angustifolia  

Solvants Taux d’extraction de 
feuilles (%) 

Taux d’extraction de 
l’écorce (%) 

            Ethanol 11.38 09,08 

     Acétate d’éthyle 

Aqueux  acétate d’éthyle 

50.66 

23.61 

16,46 

67,90 

         Chloroforme 

Aqueux du Chloroforme 

36.95 

18.98 

21,58 

16,37 

          Hexane 

  Aqueux de l’hexane 

48.13 

ND 

 

23,45 

ND 

-Chaque  pourcentage est calculé par  rapport à l’extrait dont il est issu précédemment. 

-ND: non déterminé. 

L’extrait éthanolique des feuilles de F angustifolia a présenté un taux d’extraction 

légèrement plus élevé (11.38%) que celui de l’écorce (09.08%) (Tableau II). La deuxième 

étape d’extraction est beaucoup plus qualitative que quantitative, car elle est basée sur la 

répartition de l’ensemble des composés contenus dans l’extrait éthanolique entre une phase 

organique et une phase aqueuse, ce qui donne des teneurs appropriée pour chacune. 

L’utilisation de divers solvants à polarités différentes, permet de séparer ces composés selon 
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leur degré de solubilité dans le solvant d’extraction et donc selon leur degré de glycosylation 

(flavonoïdes aglycones, mono, di et tri-glycosylés) (Tableau III).   

        Tableau  III : Les composés que pourraient contenir les extraits végétaux (D’après Newman et al., 1997). 

Extrait Constituants probables 

Brut Flavonoïdes, aminoacides, terpènes, cires, tanins.  

Hexane. Cires, lipides, flavonoïdes aglycones hautement méthoxylés.  

Chloroforme. Terpénoïdes, flavonoïdes aglycones. 

Acétate d’éthyle Flavonoïdes glycosylés, flavonoïdes sulfatés, coumarines.  

Extraits aqueux Flavonoïdes di et tri glycosylés, alcaloïd es, acides aminés, acides 

phénoliques et coumarines.  

                         

On remarque qu’a partir de la deuxième étape, la majeure partie des composés de 

l’extrait éthanolique de l’écorce est passée dans la phase aqueuse d’acétate d’éthyle dont le 

taux d’extraction atteint une moyenne de 67.90%, ce qui donne un signe de sa richesse en 

composés polaires. Pour les feuilles, c’est plutôt dans la phase organique d’acétate d’éthyle 

qu’un taux important a été enregistré (50.66%). Les taux d’extraction sont presque similaires 

pour les extraits hexane et chloroforme de l’écorce (21.58% et 23%, respectivement), alors 

que les extraits aqueux de chloroforme sont obtenus à des taux faibles. A partir des résultats 

obtenus, on déduit que les extraits de F. angustifolia contiennent des composés de polarité 

variables. 

Cette méthode d’extraction menée à température ambiante, permet d’extraire le 

maximum de composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable, dues aux 

températures élevées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction. En effet, Cacace et Mazza 

(2001) ont rapporté que certains composés de structure sensible et instable comme la 

catéchine peuvent être réduit à des températures qui dépassent 35°C. 

Le critère de taux d’extraction n’est pas suffisant pour préconiser la richesse d’un 

extrait en composés phénoliques car les extraits de plantes contiennent d’autres pigments. 

Cette évidence est montrée dans l’étude de quantification des phénols totaux, des flavonoïdes 

et des tannins discutés ci-dessous.     
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III -2. Quantification des composés phénoliques 

 Dans le but d’évaluer les teneurs en molécules actives des extraits préparés à partir 

des feuilles et d’écorce de F.angustifolia, un dosage des phénols totaux, des flavonoïdes et 

des tannins a été effectué.  La principale raison pour le choix de ces substances réside dans le 

fait que la majorité des effets pharmacologiques des plantes leur sont attribués. 

III -2-1. Quantification des phénols totaux 

   La méthode de Folin-Ciocalteu est très sensible mais malheureusement peu spécifique 

car beaucoup de composés réducteurs non phénoliques peuvent interférer tels que les 

caroténoïdes et la vitamine E (Kahkonen et al., 1999), cependant, elle reste la méthode la plus 

utilisée. Les teneurs des extraits de feuilles et de l’écorce de F. angustifolia (figure 14) ont été 

exprimées en équivalent catéchine à partir de la courbe d’étalonnage réalisée dans les mêmes 

conditions (Annexe1). A la première lecture des résultats, nous constatons que les teneurs des 

extraits varient de 35.67 mg Eq cat/g d’extrait pour l’extrait éthanolique de l’écorce à 249.07 

mg Eq cat/g d’extrait pour l’extrait acétate d’éthyle des feuilles (Tableau IV) et que tous les 

extraits de ces dernières, mis à part celui d’aqueux d’acétate d’éthyle sont plus riches par 

rapport à ceux de l’écorce. En effet, il a été déjà prouvé que la répartition des composés 

phénoliques au sein de la même plante varie d’une partie à une autre (Machier et al., 2005). 

 

Figure 14: Histogramme  des teneurs en  phénols totaux des extraits de feuilles et de l’écorce  de                       
F. angustifolia 

. 
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    Les composés phénoliques sont généralement solubles dans les solvants organiques 

polaires et les solutions aqueuses et sont peu solubles dans les solvants organiques apolaires 

(Bruneton, 1999 ; Macheix et al., 2005). Cette propriété est prouvée par nos résultats de 

dosage des phénols totaux dont l'évaluation globale des teneurs des extraits en ces composés 

indique qu'ils sont plus concentrés dans l’extrait organique polaire (acétate d’éthyle) et dans 

les phases aqueuses, que dans les extraits organiques apolaires (chloroforme et hexane) 

(figure 14). Au sein des extraits de feuilles, le contenu le plus élevé en phénols totaux est 

enregistré au niveau de l’extrait acétate d’éthyle (249  mg Eq cat/g d’extrait) suivi par l’extrait 

aqueux de chloroforme (178.16 mg Eq cat/g d’extrait). Les autres extraits présentent tous une 

faible teneur en phénols totaux. Quand aux extraits de l’écorce, trois valeurs importantes de 

151.19, 135.46 et 115.19 mg Eq cat/g d’extrait ont été enregistré par les extraits acétate 

d’éthyle, aqueux de chloroforme et aqueux acétate d’éthyle, respectivement (Tableau IV). Les 

valeurs relativement faibles des deux  extraits bruts peuvent être dues à l’encombrement qui 

empêche le contact entre le réactif et certains composés qui se trouvent liés. 

      Tableau IV: Teneur en phénols totaux des extraits de F. angustifolia 

Extraits Teneur en phénols totaux (mg Eq cat/g d’extrait)                 
                 Feuilles                                 Écorces 

Éthanol 74.40 35.67 

Acétate d’éthyle 249.01 151.19 

Aqueux Acétate d’éthyle 

Hexane 

Chloroforme 

Aqueux de Chloroforme 

58.87 

94.75 

95.43 

178.16 

116.06 

93.63 

82.14 

135.63 

 

Le classement de 28 plantes médicinales largement utilisées par la population rurale 

d’Amérique du nord dans le traitement de la goutte a montré que la plus riche : P.balsamifera 

(Peuplier baumier) contient 258 mg Eq cat/g d’extrait (Owen et Johns, 1999).  L’étude menée 

par kahkonen et ses collaborateurs (1999), montre, après classement de plusieurs plantes, que 

Picea abies (bourgeon de sapin) en est la plus riche avec un taux de 155.3 mg Eq cat/g 

d’extrait. Une autre étude menée par Katanilic et ses collaborateurs (2006) dans laquelle un 

classement de 70 plantes médicinales a été effectué selon leur richesse en phénols totaux, 

montre que les taux trouvés varient de 9 à 218 mg Eq cat/g d’extrait. En comparant nos 

résultats à ceux apportés par ces auteurs, on conclue que F. angustifolia est riche en ces 

composés tel qu’elle est déjà considérée par Li et ses collaborateurs (2008), en la classant  
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deuxième en terme de teneur en phénols totaux, parmi les 45 plantes médicinales qu’ils ont 

étudié. Il est important de souligner que l’utilisation de différentes méthodes d’extraction et 

de dosage, pourrait réduire la fiabilité  d’une comparaison entre les diverses études.  

III -2-2. Quantification des flavonoïdes 

Pour la quantification des flavonoïdes on utilise souvent la méthode de chlorure 

d’aluminium basée sur la capacité de ces composés à former des complexes de couleur jaune 

avec l’AlCl3 (Huang et al., 2004 ; Prasad, 2009). Dans notre étude, l’évaluation des teneurs 

des extraits de feuilles et de l’écorce de F. angustifolia en flavonoïdes a été déduite de la 

courbe d’étalonnage (Annexe 2) réalisée avec la rutine et les valeurs sont exprimées en mg Eq 

rut/g d’extrait. Les résultats son représentés dans la figure suivante : 

Figure 15: Histogramme  des teneurs en  flavonoïdes des extraits de feuilles et de l’écorce                                 
de  F. angustifolia  

De la figure 15 ci-dessus, il ressort que la plupart des extraits possèdent un taux très 

important en flavonoïdes, particulièrement, les extraits polaires. Ainsi, au niveau de l’écorce,  

les extraits aqueux de chloroforme et aqueux d’acétate d’éthyle en sont les plus riches avec 

des teneurs de 130.2 et 168.3 mg Eq rut/g d’extrait, respectivement (Tableau V). Ceci est peut 

être dû à la présence d’une fraction osidique qui rend ces flavonoïdes solubles dans l’eau 

(Havsteen, 2002). Les taux les plus faibles sont observés au niveau des extraits apolaires 

(hexane et chloroforme) avec des taux de 46.6 et 39.7 mg Eq rut/g d’extrait, respectivement. 

Presque la même répartition est observée du coté des feuilles, en effet, le taux le plus élevé en 

flavonoïdes est enregistré au niveau de l’extrait acétate d’éthyle (169.53 mg Eq rut/g 
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d’extrait) suivi de prés par les deux extraits éthanolique et aqueux de chloroforme. D’après les 

résultats obtenus, nous constatons qu’il y a une répartition hétérogène de ces composés entre 

les différents solvants d’extraction utilisés. Cela s’expliquerait d’une part, par la diversité 

moléculaire des flavonoïdes (Ghedira, 2005) et d’autre part, par le fait que ces composés ne se 

trouvent pas à l’état libre dans les tissus des végétaux ; par conséquent, leur complexassions 

avec d’autres composés que se soit polaire ou apolaire peut influencer sur leur solubilité 

(Macheix, 2005).  De cette présente analyse, on déduit que les extraits de F. angustifolia sont 

plutôt riches en flavonoides polaires. 

Tableau V: Teneurs en flavonoïdes des extraits  de F. angustifolia 

Extraits Teneur en flavonoïdes (mg Eq rut/g d’extrait)                 

                 Feuilles                                 Écorces 
Éthanol 140.82 123.8 

Acétate d’éthyle 169.53 61.6 

Aqueux Acétate d’éthyle 

Hexane 

Chloroforme 

Aqueux de Chloroforme 

106.02 

39.48 

68.58 

139.11 

168.3 

46.6 

39.7 

130.2 

 

III -2-3. Quantification des tannins 

Il existe plusieurs méthodes pour le dosage des tannins, mais la plus spécifique reste 

celle qui est basée sur leur capacité à faire précipiter les protéines, vu que  cette propriété est 

étroitement liée aux tannins, sans qu'il y'ait d'autres interférents (Reed, 1995). Les teneurs des 

extraits de feuilles et de l’écorce de F. angustifolia  en tannins ont été exprimées en équivalent 

acide tannique à partir de la courbe d’étalonnage réalisée préalablement (Annexe 3).  

Contrairement aux résultats de dosage des phénols totaux et des flavonoïdes qui ont 

montré que ces deux classes de composés phénoliques se concentrent plus dans les phases 

aqueuses, les tannins des feuilles et de l’écorce de F. angustifolia se condensent 

essentiellement dans les extraits organiques (figure 16). Les extraits de l’écorce ont affiché 

des taux très importants, qui dépassent 990 mg Eq A tan/g d’extrait au niveau de l’extrait 

éthanolique et qui  avoisinent 600 mg Eq A tan/g d’extrait pour les extraits  acétate d’éthyle et 

chloroforme. Dans le cas des feuilles, seuls les extraits organiques ont présenté des teneurs 

élevées : l’extrait hexane (838.5 mg Eq A tan/g d’extrait), acétate d’éthyle (639.6 mg Eq A 
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tan/g d’extrait) et  éthanolique (266.3 mg Eq A tan/g d’extrait) (Tableau VI). Quand aux 

extraits aqueux, ils se sont révélés très pauvres en tannins, voir même dépourvus (aqueux de 

chloroforme) pour les deux parties de la plante étudiée. Cette répartition pourrait être 

expliquée par l’insolubilité des tannins, en particulier les tannins condensés à haut poids 

moléculaire, dans les solutions aqueuses (Cheynier, 2005). En comparant avec les résultats de 

dosage des tannins rapportés par Owen et Johns(1999), on constate que, par rapport aux 28 

plantes étudiées et dont la plus riche présente un taux de 292 mg Eq Atan/g d’extrait,             

F. angustifolia est remarquablement riche en ces derniers. 

  

      Figure 16: Histogramme des teneurs en tannins des extraits de feuilles et de l’écorce  de  F.  angustifolia  

     Tableau VI: Teneurs en tannins des extraits  de F. angustifolia 

 

Extraits 

Teneur en tannins (mg Eq A tan/g d’extrait)                 

               Feuilles                                        Écorces      
Éthanol 266.3                       990.4 

Acétate d’éthyle 639.7          611.6 

Aqueux Acétate d’éthyle 

Hexane 

Chloroforme 

Aqueux de Chloroforme 

                        ND                           

838 

526                                

ND 

126.1 

509.9 

625 

ND 
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III -3. Evaluation de l'effet anti-radicalaire des extraits 

 Etant donné l’importance des agents antioxydants sur le plan clinique et leur rôle                 

dans la prévention de plusieurs maladies dues au stress oxydant, plusieurs  études sont menées 

dans le but de trouver de nouvelles molécules douées de cette propriété, les plantes 

médicinales en constituent une source inépuisable, vu la diversité de leur métabolites 

secondaires. En parallèle, sur le plan expérimental, plusieurs méthodes ont été développées 

pour l’évaluation de l’activité antioxydant ; parmi elles, certaines testent le pouvoir inhibiteur 

de ces molécules pour les enzymes productrices de radicaux libres qui sont à l’origine de 

stress oxydant,  alors que, d’autres, tentent d’évaluer le pouvoir scavenger des radicaux libres. 

In vitro, ces méthodes se basent exclusivement sur la capacité de piégeage de radicaux libres, 

d’un composé comme étant un indicateur de son potentiel antioxydant (Marc et al., 2004) 

Les activités anti-radicalaires des extraits ; éthanolique, acétate d’éthyle, aqueux de 

l’acétate d’éthyle, hexane, chloroforme et aqueux de chloroforme de Fraxinus angustifolia 

(feuilles et écorce) ont été étudiés à l’aide de méthodes spectro-photométriques in vitro en 

utilisant trois méthodes complémentaires : inhibition du radical hydroxyle, piégeage de son 

espèce précurseur ; le H2O2 et l’activité scavenger du radical DPPH , dans l’objectif de 

refléter et de mettre en valeur l’application de cette plante en médecine traditionnelle dans le 

traitement des pathologies d’origine inflammatoire telles que le rhumatisme  . Les extraits ont 

été testés à différentes concentrations afin d’exprimer les résultats  en terme des IC50.  

            Comme il n’y a pas de consensus scientifique pour une méthode de référence pour 

l’évaluation de l’activité antioxydant d’un échantillon, ainsi la combinaison de différents tests 

est un indicateur de la capacité antioxydant de cet échantillon (Amic et al., 2003). 

  

III -3-1.  Evaluation de l'effet anti-radicalaire contre le radical hydroxyle (OH
.
)  

Le radical hydroxyle possède une très grande réactivité vis-à-vis des biomolécules 

(ADN, protéines, lipides…), c’est une espèce qui ne diffuse quasiment pas au sein des milieux 

biologiques et qui réagit sur le lieu même de sa production, ce qui lui confère une toxicité 

remarquable. C’est un oxydant extrêmement puissant, constituant certainement le radical libre 

le plus nuisible en biologie (Gardès-Albert, 2006).    

  La mise en évidence de la formation du radical hydroxyle est entièrement impossible, 

vu sa très courte durée de vie, donc des méthodes dites indirectes sont utilisées et qui elles, 

détectent les produits de sa réaction. La capacité scavenger du radical hydroxyle par les 

extraits de Fraxinus angustifolia a été mesurée en évaluant la compétition entre le 
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désoxyribose et les extraits testés pour le radical hydroxyle qui est produit par le système 

ascorbate-EDTA-FeCl3 (figure17). Ce système permet de générer le OH
.
 par la décomposition 

catalytique du H2O2 en présence du fer (la réaction de Fenton). Le sucre pentose qui est le 

désoxyribose est attaqué par les radicaux OH·, des produits de dégradation sont ainsi générés, 

qui, une fois chauffés avec le TBA à faible pH, réagissent pour former un complexe 

chromogène (TBA-MDA [acide thiobarbiturique-malondialdehyde]) qui peut être quantifié 

par la mesure de l’absorbance à 532nm. Les résultats de l’activité anti-radicalaire des extraits 

et des standards à 100µg/ml, exprimés en pourcentage d’inhibition du radical OH. sont 

illustrés dans la figure 18 et le tableau VII. 

 

             Figure  17: Principe de détection du radical OH
. 

en utilisant le système H2O2-(Fe+2 –EDTA) acide  
                                                                   ascorbique (Soobrattee et al., 2005). 
 
 

A la première lecture des résultats illustrés dans la figure suivante, on constate 

que l’activité anti- OH. diffère d’une partie de la plante à une autre et d’un extrait à un autre et 

que la plupart des extraits affichent des taux d’inhibition, allant de 29% à 65%, hautement 

supérieure à ceux des molécules de références. La raison de cette différence dans les activités 

peut être due à la quantité variable des composés phénoliques (nombre de cycle phénolique, 

substitution aromatique, glycosylation, conjugaison avec d’autres composés phénoliques ou 

acides organiques) contenue dans les extraits (Laughton et al., 1989). 



Résultats et discussions 
 

52 
 

 

Figure 18: Effet scavenger contre le radical OH
.
des extraits des feuilles et d’écorce de  F. angustifolia et les     

standards à 100μg/ml. Eth=Ethanol ; AE=Acétate d’éthyle ;  Aq AE=Aqueux d’acétate d’éthyle ; 
Chlo=Chloroforme ;  AqCH=Aqueux du chloroforme ; Hex= Hexane ; Cat =Catéchine ; AA=Acide 
ascorbique ; Man=Mannitol 

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

En absence de travaux consacrés à l’étude de l’activité anti-hydroxyle (OH.) des 

plantes du genre Fraxinus et encore moins de l’espèce F. angustifolia, nous avons comparé  

nos résultats à ceux rapportés par des auteurs qui ont employé le même système de génération 

du radical OH. (EDTA-FeCl3+H2O2+ Désoxyribose), les mêmes solvants d’extraction et les 

mêmes parties de plantes, mais en utilisant des plantes d’espèces différentes. 

   Pour les feuilles de Fraxinus angustifolia, les résultats montrent que l’extrait 

éthanolique a donné la  meilleure activité qui est de 65.68%, un très bon effet qui peut être dû 

à la présence de tous les composés dans cet extrait natif et qui agissent par synergie, suivi par 

l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle avec un taux de 58.18%. Ce résultat est comparable à celui 

de Jung et ses collaborateurs (2008), qui ont rapporté que l’extrait d’acétate d’éthyle des 

feuilles d’Ulmus davidianex a un effet anti-radicalaire contre le radical hydroxyle de 58,56%. 

Les extraits acétate d’éthyle et aqueux de chloroforme ont affiché des activités scavenging de 

53.38% et 45.19%, respectivement. Les activités les plus faibles mais qui restent satisfaisantes 

par rapport aux standards utilisés, ont été obtenues avec les extraits organiques apolaires ; 

hexane et chloroforme avec des taux de 33.99% et 29.11%, respectivement (Tableau VII). 

On remarque que les phases aqueuses et les extraits organiques polaires (éthanol, 

acétate d’éthyle) ont enregistré des valeurs appréciables. Cela peut être expliqué par le fait 
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qu’ils contiennent des composés polaires riches en groupements hydroxyles (responsables de 

l’effet scavenger) tel que les flavonoïdes et les phénols simples (Tableau III). L’effet piégeur 

des flavonoïdes dépend de leur structure, ils sont connus pour leurs capacités de chélation des 

métaux et leur activité scavenging du radical OH. (Morel et al., 1994). Chen et ses 

collaborateurs (2002) ont rapporté que l’activité inhibitrice du radical OH· est bien liée à la 

composition chimique des composés. Ainsi, la rutine et la quercetine sont de très bons 

chélateurs de fer et de cuivre impliqués dans la génération des radicaux libres. Ils peuvent 

prévenir l’oxydation et empêchent la formation du radical OH·. Ces chélateurs forment des 

complexes avec les métaux; ils inhibent le cycle redox du métal en formant des complexes 

métalliques insolubles inhibant ainsi  le développement de la réaction de Fenton (Wei et al., 

2002 ; Lee et al., 2004; Cillard et Cillard, 2006). Enfin une bonne corrélation (r = 0.82)  a été 

trouvé entre la teneur en flavonoïdes et l’activité anti-hydroxyle des extraits de Fraxinus 

angustifolia (Annexe 4), indiquant  que l'effet anti-radicalaire contre le radical OH des extraits 

des feuilles est proportionnel à leurs teneurs en flavonoïdes, ce qui suggère leur implication 

dans cet effet. 

Concernant l’écorce et contrairement aux feuilles, ce sont les extraits organiques ; 

éthanolique, acétate d’éthyle, hexane et chloroforme qui exhibent les activités les plus élevées 

avec des valeurs de 59.56%, 54.56% ,55.21% et 44,10%, respectivement (Tableau VII). Nos  

valeurs sont plus importantes que celles rapportées par Rajbir, et ses collaborateurs (2007), 

qui font état d’un effet scavenger contre le radical hydroxyle de 22,4% à 100 μg/ml pour 

l’extrait méthanolique de l’écorce de Ficus racemos (figuiers). Néanmoins, l’extrait aqueux 

d’acétate d’éthyle a enregistré une valeur de 35.84% semblable à celle de l’acide ascorbique 

(P<0.05) et pas loin de celle de la catéchine (37.85%).  L’extrait aqueux de chloroforme avait 

un effet de 33,64%,  hautement supérieur à celui de mannitol. 

 
Tableau VII: Activité anti-radicalaire contre le OH. à 100µg/ml des extraits de F.angustifolia  et les standards. 

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

 
Extraits 

                                     Effet scavenger du  OH. (%) 
       
 

Ecorce                                Feuilles                            standards 

Ethanol  59.56                                    65.68 CAT : 37.85 
Acétate d’éthyle  54.56                                    53.38            AA   : 36.37a 
Aqueux acétate d’éthyle  35.84a                                  58.18            MAN : 19.58 
Hexane 
Chloroforme 

 55.21                                     33.99 
44.1                                       29.11 

 

Aqueux chloroforme  33.64                                     45.19  
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 Malgré la richesse des deux extraits ; aqueux d’acétate d’éthyle et aqueux de 

chloroforme de l’écorce en flavonoïdes, comme il a été rapporté par les résultats de dosage 

(168.3mg eq rut/g d’extrait et 130.23mg eq rut/g d’extrait, respectivement) et malgré le 

puissant effet anti-radicalaire de cette classe de composés phénoliques, qui intervient en 

chélatant le fer comme expliqué précédemment, le rendement de ces deux derniers extraits 

reste modéré en les comparant à celui des extraits aqueux des feuilles. La catéchine, n’a 

affichée qu’un taux de 37.85%, une valeur de très loin inferieure à celle de l’extrait 

éthanolique des feuilles (65.68%). Notre résultat témoigne encore une fois, comme s’est fait  

par Chen et ses collaborateurs (2002) et Chung et son équipe  (2006) que l’activité inhibitrice 

du radical OH· est fortement associée à la structure chimique des composés et pas  

uniquement à leur concentration. D’autre part, il laisse supposer, que la composition de cette 

classe de composés phénoliques (flavonoïdes) n’est pas la même au niveau des deux  parties 

utilisées. 

La distinction des extraits organiques de l’écorce dans l’activité anti-OH peut 

s’expliquer par leur richesse en tannins. En effet, les unités oligomériques des tannins 

condensés et hydrolysables, qui sont des composés polymériques (ils ont une structure 

polycyclique d’où leur  tendance à s’accumuler dans les solvants organiques), sont doués d'un 

potentiel anti-radicalaire plus prononcé en comparaison à leurs éléments monomériques, tels 

que l'acide gallique et la catéchine. Cette propriété est expliquée par la présence des 

groupements hydroxyles supplémentaires sur les parties galloyls de ces oligoéléments 

(Soobrattee et al., 2005 ; Cai et al., 2006). La présence de la forme galloyle augmente 

significativement cette activité (Heim et al., 2002) et jouit en général d’un potentiel 

scavenging élevé contre le OH (You et al., 2008).  

Par ailleurs une bonne corrélation (r=0,72) est trouvée (Annexe 5) entre l’activité anti-

OH des extraits d’écorce et la teneur en tannins, suggérant que l'effet scavenger contre le 

radical hydroxyle de ces extraits est proportionnel à leurs teneurs en tannins, ce qui  peut 

prouver leur implication dans cet effet et c’est en accord avec une étude menée par Lopes et 

ses collaborateurs(1999), qui a montré que les tannins sont de puissants agents antioxydants 

du radical hydroxyle. 

  D’après les résultats du dosage des tannins, les extraits hexane et chloroforme des 

feuilles en sont riches (838 et 526 mg eq AT /g d’extrait, respectivement) mais leur activité 

anti-OH est modeste, ce résultat peut s’expliquer de deux manières : soit par le fait que les 

tannins, à des concentrations élevées, peuvent interférer entre eux et diminuent par 

conséquent la disponibilité des fonctions hydroxyles des groupements galloyles impliqués 
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dans cette activité, ou bien par le fait que la richesse d'un extrait n'implique pas forcément un 

effet anti-radicalaire important; en suggérant que seules certaines catégories de composés 

phénoliques sont douées de cette activité.  

 

- Activité anti-radicalaire contre le radical OH à différentes concentrations 

Les extraits ayant exprimés des effets importants (>50%) ainsi que les standards ont 

été testés sur une gamme de concentrations (25, 50, 75, 100, 125µg/ml) selon leur efficacité 

anti-radicalaire, dans le but d'exprimer les résultats en terme d'IC50. 

L’IC50 est la concentration qui correspond à 50% d’inhibition du radical hydroxyle,  la  

valeur la plus faible correspond à l’efficacité de l’extrait la plus élevée et par conséquent une 

activité anti-radicalaire plus importante (Nakiboglu et al., 2007). Les résultats de l’activité 

anti-OH des extraits et des standards à différentes concentrations et leur IC50 sont illustrés 

dans les figures 19 et 20 et le tableau VIII.   

D’après les figures ci-dessous, on constate que l’effet anti-OH des extraits et des 

standards dépend de leur concentration. En effet, une augmentation de la concentration est 

accompagnée d’un accroissement de l’effet anti-radicalaire et cela jusqu’à 100µg/ml, ce qui 

pourrait être expliqué par l’augmentation du nombre de composés qui jouent un rôle dans 

l’activité scavenger. Au dessus de cette concentration, mis à part  la catéchine, une diminution 

de l’activité anti-radicalaire a été observée, notamment pour l’acide ascorbique où une baisse 

significative de l’effet scavenger (19,92%) a été observée par rapport à celle obtenue à 

100µg/ml (36,37%). Cela peut être expliqué par le fait que l’acide ascorbique, à une 

concentration élevée, exerce un effet pro-oxydant (Garait, 2006) d’une part et par le 

phénomène de l’encombrement stérique entre les composés phénoliques dans les extraits, 

d’autre part (Hung et al., 2004). 

À partir des courbes de la figure 19 nous avons pu déterminer les IC50 des extraits de 

l’écorce, dont la plus importante est celle de l’extrait éthanolique avec une valeur de 94.58  

µg/ml. Quant aux extraits hexane et acétate d’éthyle, leurs IC50 sont de 99.95 µg/ml et 109.72 

µg/ml, respectivement (Tableau VIII). Dans une étude comparative de l’activité scavenging 

du radical hydroxyle entre les feuilles, l’écorce et les fleurs de Soymida febrifuga, l’extrait 

méthanolique de l’écorce a affiché une  IC50 de 125.05 μg/ml. 

 De même pour les feuilles, l’effet est dose–dépendant (figure 20). L’extrait aqueux 

d’acétate d’éthyle a montré la plus faible IC50 (P<0.05) par rapport aux autres extraits testés 

(74.71μg/ml), reflétant ainsi un potentiel anti-radicalaire important, suivi par l’extrait 
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éthanolique avec une  IC50 de 79.76 µg/ml puis  l’extrait d’acétate d’éthyle avec une valeur de 

79.76 µg/ml (Tableau VIII). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 19: Effet scavenger contre le radical hydroxyle des extraits de l'écorce de F. angustifolia et les    
standards à différentes concentrations (25, 50, 75, 100, 125µg/ml). 
(1) Ethanol ; (2) Acétate d’éthyle ; (3) Hexane ; (4) Catéchine ; (5) Acide ascorbique 

 -Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype. 
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Figure 20 : Effet scavenger contre le radical hydroxyle des extraits de s feuilles de F. angustifolia et les    
standards à différentes concentrations (25, 50, 75, 100, 125µg/ml). 
(1) Ethanol ; (2) Acétate d’éthyle ; (3) Aqueux d’acétate d’éthyle ; (4) Catéchine ; (5) Acide ascorbique.   
-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype. 
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Tableau VIII: les IC 50 des extraits des feuilles et de l’écorce de F. angustifolia et les standards 
 

   
Afin de situer les IC50  retrouvées, on les a comparés à celles rapportées par des 

travaux qui se sont intéressés à l’étude de l’inhibition des radicaux hydroxyles par des extraits 

de plantes. D’après le tableau IX ci-dessous, il en ressort que la plupart des études ont 

rapportées des IC50 élevées (>100µg/ml) qui reflètent des effets anti-radicalaires faibles. 

L’effet exprimé par les extraits de F. angustifolia est donc plus fort avec une moyenne qui 

dépasse 50%, une valeur supérieure même à celle des standards (acide ascorbique, catéchine 

et mannitol). D'autre part, en comparant entre les activités données par les extraits de 

Fraxinus angustifolia, on remarque que les extraits des feuilles ont manifesté des effets plus 

prononcés que ceux de l'écorce, qui sont eux même relativement importants. Cela peut être 

expliqué par la différence des parties végétales utilisées (feuilles et écorces) et que les feuilles 

sont probablement plus riches en polyphénols, vu qu’elles sont le siège de la photosynthèse.  

 
Tableau IX : Exemples de travaux intéressés à l’étude de l’inhibition du radical hydroxyle 

La plante L’extrait IC50 Références 

Achillea 
alexandri 

Acétate d’éthyle 50µg/ml Kundakovic et al., 2005 

Lagerstroemia 
speciosa 
 

Ethanolique                                           
Acétate d’éthyle    
Méthanolique 

49±4.0µg/ml                                                                                         
86±4.5µg/ml     
159±7.1µg/ml 

Priya et al., 2008 

Soymida 
febrifuga 
racine 
écorce 
feuille 

 
Méthanolique 

267.01±10.22µg/ml 
125.05±6.69µg/ml 
181.44±3.99µg/ml 

Reddy et al., 2008 

Pleurotus 
ostreatus 

Ethanolique 8mg/ml Jayakumar et al., 2009 

Amaranthus 
lividus L. 

Aqueux 
Acétate d’éthyle   
Méthanolique 

37.4±0.43mg/ml 
3.58±0.13mg/ml 
9.53±0.27mg/ml 

Ozsoy et al., 2009 

Antler velvet Éthanolique                                                       
Méthanolique 

40mg/ml                             
30mg/ml 

Zhou et Li, 2009 

 

Extraits 

                                                   IC50 (µg/ml) 

Feuilles               Ecorce                                     standards 

Ethanol 79.76 94.58             AA : 128.22 

Acétate d’éthyle             90.56 106.72 Cat : 160.25 

Aqueux acétate d’éthyle             74.71 / Man : 281.15 

Hexane / 99.95  
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Pour conclure, ces résultats ne nous renseignent pas sur le mode d’action de ces 

extraits et une question se pose : ont-ils un effet inhibiteur sur la formation du radical 

hydroxyle ou agissent comme des piégeurs de ce dernier ? D’autant plus que la génération des 

radicaux hydroxyles induite par le complexe Fe3+-ascorbate-H2Ò2  effectuée en l'absence du 

chélateur EDTA, permet aux ions de fer de se lier directement au sucre. Dans de telles 

conditions, les composés présents dans les extraits peuvent empêcher la dégradation du 

désoxyribose par chélation du métal plutôt que par un effet  scavenging du OH (Yasunorio  et 

al., 2001). 

 

III -3-2. Evaluation de l'effet anti-radicalaire contre le radical DPPH  

Le radical DPPH (2,2 diphényl 1-picryl hydrazyl) est largement utilisé pour 

l’évaluation de l’activité antioxydant des molécules biologiques, c’est un radical synthétique 

organique stable, qui peut être réduit en présence des antioxydants par transfert d’électron ou 

de protons (figure 21). Ainsi la coloration violette typique du DPPH se dissipe et l’intensité de 

la réaction dépendra du potentiel antioxydant des substances testées  (Elmastas et al., 2006 ). 

Les résultats de l’activité anti-radicalaire des extraits et des standards à 100µg/ml, exprimés 

en pourcentage d’inhibition du radical DPPH sont illustrés dans la figure 22 et le tableau X. 

 

  

                                                 

 
                        

 

 

 
                

 

 

                        Figure 21 : La forme libre et réduite du DPPH (Molyneux, 2004). 

 

Selon les résultats obtenus, les effets des extraits de feuilles et de l’écorce de 

F.angustifolia sont variables d’un extrait à un autre. Cela peut s’expliquer par la teneur et la 

nature des composés phénoliques extraits par chaque solvant utilisé lors du procédé 

d’extraction. Ce résultat, est déjà observé par Shyu et ses collègues (2009) ainsi que 

Simirgiotis et ses collègues (2009), en utilisant plusieurs solvants d’extraction.  
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Figure 22: Effet scavenger contre le DPPH des extraits des feuilles et d’écorce de  F. angustifolia et les 
standards à 100μg/ml. 
Eth=Ethanol ; AE=Acétate d’éthyle ; AqAE=Aqueux d’acétated’éthyle ; Chlo=Chloroforme ; AqCH=Aqueux du 
chloroforme ; Hex= Hexane ; A TAN=Acide tannique. RUT=Rutine ; CAT= Catéchine 
-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype. 
 
 

Les extraits organiques polaires et les extraits aqueux de l’écorce ont exhibé de 

puissants effets svacengers contre le radical DPPH à 100µg/ml (figure 22). Les extraits 

aqueux du chloroforme et éthanolique présentent les meilleures activités avec des taux de 

95,75% et 95,26%,  respectivement, similaires à celle de l’acide tannique (95.05%) (P<0,05), 

suivi par l’extrait aqueux acétate d’éthyle avec une activité de (94,73%) supérieure à celles 

des standards: la catéchine (93.94%) et la rutine (92.31%), l’extrait acétate d’éthyle a exhibé 

une activité de (91.84 %). Cependant, les extraits organiques  apolaires (chloroforme et 

hexane) ont exhibé les plus faibles activités avec des taux de 43,17% et 17,42%, 

respectivement (Tableau X).  

La même constatation est faite pour les feuilles où les extraits d'acétate d'éthyle et 

éthanoliques ont exhibé une activité moyennant 92%, similaire à celle de la rutine (P<0,05), 

suivi par les extraits aqueux du chloroforme (91.75%) et aqueux d’acétate d’éthyle (87.58%). 

Le reste des extraits a exhibé des activités faibles (Tableau X), significativement inferieures à 

celles des standards utilisés (P<0,05).  
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Tableau X : Activité anti-radicalaire contre le DPPH à 100µg/ml des extraits de F. angustifolia.et les standards. 
      

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

Ces résultats sont en accord avec une  étude menée par Han et ses collaborateurs (2004),      

sur une variété de Fraxinus, ou il a été démontré  que l’effet scavenger du radical DPPH par les 

extraits méthanoliques des feuilles de Fraxinus rhychophlla, espèce qui appartient à la famille 

des Oléacées, est de 50% à une concentration de 70µg/ml. Une autre étude faite sur l’activité 

scavenging de DPPH de trois plantes médicinales dont Fraxinus excelsior a montré que l’activité 

de l’extrait méthanolique est supérieure à celles du n-hexane et du dichlorométhane (Middleton 

et al., 2005), suggérant ainsi que les composés piégeurs du radical DPPH sont de nature polaires. 

Une récente étude réalisée par Atmani et ses collaborateurs (2009) sur l’activité antioxydant de 

trois espèces locales, à savoir  Pistacia lentiscus, Fraxinus angustifolia et Clematis flammula, a 

montré que ce sont également les extraits éthanolique, acétate d'éthyle et aqueux du chloroforme 

de l’écorce de Fraxinus angustifolia, qui exhibent les meilleures  activités anti-DPPH.  

L'activité anti-radicalaire des extraits organiques polaire et des extraits aqueux à la 

concentration de 100µg/ml est très intéressante. Ce résultat s'expliquerait non seulement par 

leur richesse en phénols totaux, mais aussi par la nature de leurs composés phénoliques 

hydrosolubles. Ces composés sont caractérisés par la présence des groupements hydroxyles 

qui jouent un rôle primordial dans l'activité anti-radicalaire (Robards et al., 1999). 

 

- Activité anti-radicalaire contre le radical DPPH à différentes concentrations 

Les extraits ayant exprimés des effets importants ainsi que les molécules de référence 

ont été testés sur une gamme de concentrations selon leur efficacité anti-radicalaire, dans le 

but d'exprimer les résultats en termes d'IC50. Les résultats des IC50 des extraits et des standards  

sont illustrés dans les figures 23 et 24 et le tableau XI. 

 
Extraits 

                                     Effet scavenger  du DPPH (%) 
       
 

Ecorce                                Feuilles                            standards 

Ethanol  95.26 a                                     92.03b A TAN :    95.05a 

Acétate d’éthyle  91.84c                                     92.33b           RUT     : 92.31b 

Aqueux acétate d’éthyle  94.73                                        87.53           CAT :     93.94 

Hexane 

Chloroforme 

 17.42                                       28.26 

47.27                                       29.13 

 

Aqueux chloroforme  95.75 a                                     91.75c  

    



Résultats et discussions 
 

61 
 

   Dans le cas des extraits d’écorce (figure 23), nous constatons une diminution de l’effet 

anti-radicalaire à partir de la première dilution (75µg/ml), pour les trois extraits. Au dessous 

de cette concentration, l’effet anti-DPPH commence à baisser considérablement pour atteindre 

les taux les plus faibles à 10µg/ml, tandis que l’effet des standards reste stable à cette 

concentration. À partir de ces courbes nous avons  pu déterminer les IC50 dont la plus 

importante est celle de l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle avec une valeur de 18.41µg/ml. 

Quant aux extraits éthanolique et aqueux du chloroforme, leurs IC50 sont de 29.11 µg/ml et 

43.10 µg/ml, respectivement (Tableaux XI). Ces résultats sont très intéressants en les 

comparant à d’autres signalés par des auteurs qui ont travaillé sur des plantes appartenant au 

genre Fraxinus où  des IC50 largement supérieures à 100µg/ml ont été rapportées par Han et 

ses collaborateurs (2004) pour les feuilles de F. mandshurica et par Samarth et Krishna 

(2007) concernant les feuilles de F. griffithii. 

Par ailleurs, les IC50 trouvées pour les extraits d’écorce restent supérieures à celles 

rapportées par Atmani et ses collaborateurs (2009) qui étaient  de 10 µg/ml pour les deux 

extraits aqueux et étant donné que la plupart des paramètres d’investigation (matériel végétal, 

protocole d’extraction et le procédé d’évaluation de l’activité anti-DPPH) sont semblables 

entre les deux études,  Cette distinction n’est probablement attribuée qu’à la différence dans la 

période de cueillette de la matière végétale, en l’occurrence, la teneur en composés 

phénoliques. 

En effet, la saison de la collecte du matériel végétal influence énormément l’activité 

biologique des extraits de plantes, car la teneur en métabolites secondaires chez les végétaux 

n’est pas stable dans le temps. Au cours des mois, voire des journées, des poussées de 

biosynthèse engendrent une accumulation plus au moins importante de certains constituants 

des chaînes métaboliques ; certaines études ont même montré que le profil chimique de ces 

composés peut être différent au cours de la même journée (Wchitl et Anton, 2003) 

Concernant les extraits de feuilles (figure 24), nous constatons que l'effet de la dilution  

commence également à partir de la concentration de 75µg/ml, donnant ainsi aux extraits : 

éthanolique, acétate d’éthyle et aqueux du chloroforme des IC50 de 49.08, 54.05, 41.02 µg/ml, 

respectivement, qui sont loin d'être comparables à celles des standards (Tableau XI). 

   Les IC50 qui expriment le potentiel anti-radicalaire le plus important sont celles des 

extraits éthanolique et aqueux d’acétate d’éthyle de l'écorce, ce qui veut dire que les extraits 

de feuilles sont peu actifs en comparaison aux extraits de l’écorce. Ce résultat présume la 

richesse de cette partie en composés phénoliques doués d’activité anti-DPPH. La différence 

du potentiel antioxydant entre les deux parties de la plante peut se justifier par les teneurs 
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variables et la diversité des molécules contenues d'une partie à une autre, surtout que la 

structure et le nombre de groupements d’hydroxyles attachés aux composés phénoliques 

jouent un rôle crucial dans la capacité scavenging du radical DPPH (Tsimogianis , 2006) 

 Figure 23: Effet scavenger contre le  DPPH des extraits d’écorce de F. angustifolia et   les  standards à 
différentes   concentrations (10,25, 50, 75, 100, µg/ml).  
(1)Ethanol ; (2) Aqueux   d’acétate d’éthyle ; (3) Aqueux du chloroforme; (4) Rutine; (5) Acide tannique ;(6) 
Catéchine 
-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype 
 

 
Figure 24: Effet scavenger contre le DPPH des extraits des  feuilles de F. angustifolia et les standards à 
différentes concentrations (10,25, 50, 75, 100, µg/ml).  
(1)Ethanol ; (2) Acétate d’éthyle ; (3) Aqueux du chloroforme; (4) Quercitine; (5) Acide tannique  ;(6) Catéchine 
-Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n=3) avec + l'écartype. 
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Cependant aucun extrait n'a montré une activité aussi forte que les standards. Cela est 

dû au fait que les antioxydants de synthèse possèdent une grande aptitude à piéger le radical 

DPPH d’une part et au phénomène de l’encombrement stérique qui peut masquer 

l’authentique potentiel antioxydant des extraits de plantes d’autre part.  

 
Tableau XI: Les IC 50 des extraits des feuilles et des écorce de F. angustifolia et les standards  

 

III -3-3. Evaluation de l'effet anti-radicalaire contre le peroxyde d’hydrogène (H2O2)   

Le peroxyde d’hydrogène est une espèce réactive non radicalaire ayant tous ses 

électrons périphériques appariés ; il est plus au moins stable, mais fait l’objet  d'une grande  

préoccupation vu que c’est un redoutable précurseur de radicaux libres (Halliwell, 2000). 

L’absence de charge à sa surface rend cette espèce réactive très lipophile, c’est pourquoi elle 

diffuse très facilement à l’intérieur et à l’extérieur de la cellule. La majeure part de sa toxicité 

provient essentiellement de sa capacité à générer le radical hydroxyle (Genestra, 2007). 

 La prédisposition des extraits à piéger le peroxyde d’hydrogène a été évaluée selon la 

méthode rapportée par Atmani et ses collaborateurs (2009). La réaction se base sur la 

neutralisation du H2O2  par les molécules anti-oxydante se retrouvant dans les extraits, ce qui 

entraînera sa décomposition en molécule d’eau,  selon la réaction suivante :                                         

                          H2O2 +2H+
 + 2 é                      2 H2O              (Wang et al., 2008). 

 

A la première lecture des résultats illustrés dans la figure 25 et contrairement aux 

effets des deux premiers tests anti-radicalaires réalisés, discutés précédemment, nous 

remarquons qu’il n’y a pas une grande diversification dans les valeurs obtenues, en 

l’occurrence, l’effet  anti- H2O2 des divers extraits et entre les deux parties de la plante 

étudiées (feuilles, écorces). Ainsi, tous les extraits (organiques, aqueux, polaires et apolaires) 

ont exhibé des effets svacengers importants contre le H2O2 à 100µg/ml, avec une moyenne 

d’inhibition de 75%. Le taux le plus élevé est enregistré au niveau de l’extrait aqueux 

d’acétate d’éthyle des feuilles (82.69%), ce qui pourrait être attribuée à sa richesse en 

 

Extraits 

                                                   IC50 (µg/ml) 

Feuilles               Ecorce                                     standards 

Ethanol 49.08 29.11 RUT : 5.19 

Acétate d’éthyle             54.05 / A TAN : 11.90 

Aqueux acétate d’éthyle / 18.41 CAT :   6.24 

Aqueux chloroforme 41.01 43.10  
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composés phénoliques, suivi par les extraits acétate d’éthyle, aqueux de chloroforme et 

l’extrait hexane de l’écorce qui ne présentent pas d’ailleurs de différence significative 

(P<0 ,05) avec un pourcentage d’inhibition de 78%. Le plus faible taux est obtenu par l’extrait 

chloroforme des feuilles (56.86) (Tableau XII). Ce résultat peut être expliqué par deux 

suggestions ; soit les molécules responsables de l’activité anti- H2O2 sont communes et donc  

présentes dans tous les extraits ou bien l’effet scavenger de cette espèce réactive n’est pas 

amplement lié à la structure moléculaire des composés phénoliques, donc elle peut être 

neutralisée par différentes classes de composés (polaire et apolaires) pourvu que ces derniers 

soit de bons donneurs d’électrons pour accélérer la conversion du peroxyde d’hydrogène en 

eau.   

 
Figure 25: Effet scavenger contre le H2O2 des extraits des feuilles et d’écorce de  F. angustifolia et les standards 
à 100μg/ml 
 

Une étude faite par Wang et ses collègues (2007) sur l’activité scavenging du 

peroxyde d’hydrogène des extraits de l’arachide (légumineuse) qui est connue comme une 

bonne source d’antioxydants, qui peuvent contribuer à réduire le risque de maladies 

cardiovasculaires et de certains cancers, a révélé que l’activité de l’extrait éthanolique est de 

89,1% mais à la concentration de 500 µg/ml. Les résultats de cette étude s’avèrent plus 

important que ceux de Atmani et ses collaborateurs (2009) qui montrent que, à une 

concentration de 100µg/ml, tous les extraits, à la fois de Fraxinus angustifolia et Pistacia 

lentiscus avaient des capacités scavenger modérées allant de 33,83 à 51,05%,  et de 22.5 à  

75.11% respectivement.  Par ailleurs, aucun effet des extraits n’a atteint les effets des 
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antioxydants de synthèse. Les résultats obtenus pour les standards (Tableau XII) montrent que 

le pouvoir antiradicalaire le plus élevé a été  obtenu avec l’acide coummarique qui a 

enregistré un taux d’inhibition de 94.94%, tandis que l’acide tannique et l’acide caféique ont 

présenté des pourcentages d’inhibition de 93.08% et de 91.11%, respectivement. 
 

Tableau XII: Activité anti-radicalaire contre le H2O2 à 100µg/ml des extraits de F. angustifolia et les standards. 

 
- Activité anti-radicalaire contre le H2O2 à différentes concentrations 
 
          Selon les figures  25 et 26, il en ressort que l’activité scavenger du H2O2 augmente avec 

l’élévation de la concentration des extraits et des standards, c'est-à-dire dose-dépendante. 

L’extrait acétate d’éthyle des feuilles a exprimé l’effet scavenger le plus important contre ce 

radical avec une IC50 égale à 51.79 μg/ml, qui ne présente aucune différence significative  

(P<0,05) par rapport à celle de l’acide coummarique (51.70ug/ml). Des valeurs importantes 

sont aussi enregistrées pour l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle (52.30 μg/ml) et l’extrait 

aqueux de chloroforme (57.09 μg/ml), respectivement (Tableau XIII). 

Au niveau de l’écorce, l’extrait hexane a affiché la meilleure IC50 (53.42 μg/ml) qui 

représente un potentiel scavenger significativement supérieur (P<0,05) par rapport à celui de 

l’acide tannique (IC50=81.91 ug/ml). L’extrait aqueux acétate d’éthyle a montré l’effet 

antiradicalaire le plus faible avec une IC50 de 64.24μg/ml. On note que l’acide tannique avait 

un effet de 93.08% à 100µg/ml, significativement supérieur (P<0,05)  à l’effet de tous les 

autres extraits alors qu’il est le moins actif contre le H2O2 vu son IC50 élevée. Les résultats 

obtenus prouvent qu’il est plus fiable de comparer les effets en terme d’IC50 que selon les 

résultats des tests à 100ug/ml. 

 

 

 

 

 
Extraits 

                                     Effet scavenger du H2O2  (%) 
       
 

Ecorce                                Feuilles                            standards 

Ethanol  75.4                                     67.36 A TAN : 93.08 
Acétate d’éthyle  79.97                                   78.61a A COU : 94.94 
Aqueux acétate d’éthyle  76.56                                   82.69 A CAF : 91.11 
Hexane 
Chloroforme 

 78.28a                                  72.41                                   
73.71                                   56.86 

 

Aqueux chloroforme     70.53                                   78.05a  
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Figure 26: Effet scavenger contre le H2O2 des extraits des feuilles de F. angustifolia et les standards à 
différentes concentrations (10,25, 50, 75, 100, µg/ml).  
(1)Acétate d’éthyle ; (2) Aqueux d’acétate d’éthyle   ; (3) Aqueux du chloroforme ; (4) acide caféique  ;  
(5) acide coumarique ;(6) Acide tannique 
 
 
 

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0 6 0 7 0 8 0 9 0 1 0 00

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

 1
 2
 3
 4
 5
 6

Ef
fe

t a
nt

i-H
2O

2(
%

)

concentration  [ ug /m l]

  
Figure 27: Effet scavenger contre le H2O2 des extraits des écorces de F. angustifolia et les standards à    
différentes concentrations (10,25, 50, 75, 100, µg/ml).          
(1) Acétate d’éthyle ; (2) Aqueux d’acétate d’éthyle   ; (3) Hexane ; (4) acide caféique ; (5) acide 

couumarique ;(6) Acide tannique 
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Tableau XIII: les IC 50 des extraits des feuilles, des  écorces de F. angustifolia et les standards  

 

D’après les résultats des différentes activités anti-radicalaires des extraits de 

F.angustifolia vis-à-vis des radicaux utilisés dans cette étude, les IC50 qui expriment le 

potentiel antiradicalaire le plus important ont été obtenues contre le radical DPPH par les 

extraits d’écorce, ce qui pourrait être dû à la stabilité du radical, la simplicité du protocole 

expérimental et la nature du milieu réactionnel (Wu et al., 2007) et la richesse de cette partie 

de la plante en molécules douées d’activité antioxydant.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Extraits 

                                                   IC50 (µg/ml) 

Feuilles               Ecorce                                     standards 

Acétate d’éthyle 51.79a 54.36 A COU : 51.70a 
Aqueux acétate éthyle 52.30 64.24 A TAN : 81.91 
Hexane / 53.42 A CAF : 55.37 
Aqueux chloroforme 57.09 /  
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III -4. Etude chromatographique des fractions  

Ce type d’analyse à été entrepris dans l’objectif d’obtenir plus de données sur la nature          

et le contenu des extraits de cette plante en composés phénoliques responsables de chaque 

activité, après leur évaluation quantitative dans la partie précédente.  

Le dispositif de la chromatographie sur colonne contient essentiellement  une matrice 

poreuse qui est traversée par l’échantillon, la phase mobile y progresse par gravité ou sous 

l’action d’une différence de pression. Les différents composants traversent la colonne à des 

vitesses variables et  les fractions sont collectées dans une série de tubes (Eckert  et al., 1999) 

  Quatre fractions ont été recueillies progressivement avec une élution de polarité 

croissante : chloroforme, acétate d’éthyle- méthanol, méthanol et enfin méthanol/acide 

acétique  

 

 III -4-1. Activité scavenging  des fractions sur le radical hydroxyle 
 
          La figure 28 montre l'effet anti-radicalaire contre le OH des quatre fractions récupérées 

sur colonne à la concentration de 100µg/ml. Pour les trois extraits des feuilles, l’activité anti-

OH s’est révélée essentiellement au niveau des deux premières fractions ; les fractions 

chloroformiques (F1) et les fractions  mixtes (F2) avec une nette distinction pour ces dernières 

(figure 28 (A)). En effet, la F2  de  l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle a enregistré le taux 

d’inhibition le plus élevé avec une valeur de 61.89%, supérieur à celui du standard et à celui 

de son extrait natif (58.18%), suivi par la F2  de l’extrait éthanolique  avec un taux de 54,63%. 

L’extrait acétate d’éthyle a présenté deux fractions F1 et F2 moyennement actives avec des 

taux respectifs de 35.47 et 50.68% (Tableau XIV). Ce résultat  nous permet de déduire que la 

majeure partie des molécules responsables de l’effet anti-OH des feuilles sont de nature 

polaire, puisqu’elles ont été éluées par un système polaire (méthanol/acétate d’éthyle), 

probablement des flavonoïdes qui sont connus pour leurs capacité de chélation des métaux et 

leur activité scavenging du radical OH· (Morel et al., 1994). 

            Pour les extraits de l’écorce (figure 28 (B)) ce sont les fractions chloroformiques (F1) 

qui exhibent l’activité la plus élevée avec une moyenne de 56% égale à la moyenne de leurs 

extraits natifs (56.44%), suivi par la F2 de l’extrait éthanolique qui a exprimé un effet de 

35.63% (Tableau XV). Cela peut être expliqué par le fait que les molécules qui sont 

responsables de cette activité au niveau de l’écorce, sont de nature moins polaire, d’ou leur 

tendance à être éluées dans le premier solvant de fractionnement (chloroforme).  
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                         (A)                                                                       (B)      

Figure 28: Effet scavenger contre le OH.des fractions des extraits ;(A) : éthanolique, aqueux d’acétate               
d’éthyle et acétate d’éthyle des feuilles, (B) : éthanolique,  acétate d’éthyle  et hexane de l’écorce de 
 F. angustifolia et le standard  à 100ug /ml  
 
 
Tableau XIV : Effet scavenger contre le OH. des fractions des extraits des  feuilles de F. angustifolia et le 
standard  à 100ug /ml  

 
 

 
 
 
Tableau XV: Effet scavenger contre le OH. des fractions des extraits d’écorces  de  F.  angustifolia et le 
standard  à 100ug /ml   

 
 

0

20

40

60

80

100

F1 F2 F3 F4 CAT

Ef
fe

t 
an

ti
-O

H
(%

)

Fractions

ETH AE HEX STANDARD

 

Extraits 

                              Effet scavenger  contre le OH (%) 

       F1                F2                    F3                    F4                   .       catéchine  
Ethanol 

Acétate d’éthyle 

23.56             54.63 

35.47           50.7 

12.05 

05.46 

ND                37.85 

ND 

Aqueux acétate éthyle 6.89             61.8 ND ND 

    

 

Extraits 

                              Effet scavenger  contre le OH (%) 

       F1                F2                    F3                    F4                   .  catéchine  
Ethanol 

Acétate d’éthyle 

54.48             35.63 

59.12           26.89 

10.56 

3.56 

ND                37.85 

ND 

Hexane 56.61            11.24 ND ND 
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III -4-2. Activité scavenging  des fractions sur le radicale DPPH 

 

Selon la figure  ci-dessous, on remarque que l’activité anti-DPPH s’est concentrée au 

niveau des fractions mixtes des extraits des deux parties de la plante où de  puissants effets 

scavengers contre le radical DPPH ont été enregistrés à 100µg/ml.  Pour les feuilles, (figure 

29 (A)), les fractions F2 des extraits éthanolique et acétate d’éthyle ont  présenté les meilleures 

activités avec des taux de 86.19% et 88.06%, respectivement, suivi par la fraction F2 de 

l’extrait aqueux de chloroforme avec une activité de 80.80%. Cependant, les autres fractions  

ont exhibé des activités insignifiantes avec des taux allant de 7.83% à 11.63%, (Tableau 

XVI).  

 

 
                                                                                                              
       (A)                                                                                   (B) 
Figure 29: Effet scavenger contre le DPPH des fractions des extraits :(A) : éthanolique, aqueux de chloroforme 
et acétate d’éthyle  des  feuilles. (B) : éthanolique, aqueux de chloroforme et aqueux d’acétate d’éthyle des 
écorces de F. angustifolia et le standard  a 100ug /ml 
 

Des résultats semblables ont été obtenus pour les extraits d’écorce (figure 29 (B)),   ou 

les fractions F2 des extraits aqueux d'acétate d'éthyle et éthanolique exhibent une activité 

d’environ 90%. L’extrait aqueux de chloroforme a présenté deux fractions très actives: la 

fraction mixte (F2) avec un pourcentage d’inhibition de 94,75% similaire à celui de l’acide 

tannique (95.05%) (P<0,05), aussi, pour la première  fois, la fraction méthanolique (F3) avec 

un  effet scavenger de 92.32%. Le reste des fractions ont exhibé des activités faibles qui ne 

dépassaient  pas  25% (Tableau XVII). 
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Tableau XVI: Effet scavenger contre le DPPH des fractions des extraits des feuilles  de  F. angustifolia et le 
standard  à 100µg /ml 

 
 
Tableau XVII: Effet scavenger contre le DPPH des fractions des extraits d’écorces  de  F. angustifolia  et  le   
standard  à 100µg /ml 

         
III -4-3. Activité scavenging des fractions sur le peroxyde d’hydrogène (H2O2)  
 
           La figure 30 illustre l'effet anti-radicalaire contre le H2O2 des quatre fractions 

récupérées sur colonne à la concentration de 100µg/ml, la première remarque est que la 

position des fractions actives diffère d’un extrait à un autre dans la même partie de la plante, 

contrairement à l’activité anti-OH et anti-DPPH où la même fraction prédomine au niveau des 

trois extraits. Ce résultat confirme l’explication donnée auparavant (page 65) concernant 

l’implication d’au moins deux groupes de composés phénoliques de polarité différente dans 

l’activité scavenger du  H2O2 des extraits testés. 

         Ainsi, les taux les plus élevés sont enregistrés au niveau de la fraction mixte (F2) de 

l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle et des fractions chloroformiques (F1) des extraits acétate 

d’éthyle et hexane de l’écorce avec des valeurs respectives de 82.24% et 80.69%, plus 

importantes que celles de leurs extraits natifs (figure30(B)). Du coté des feuilles, on remarque 

particulièrement l’apparition de deux fractions actives pour l’extrait acétate d’éthyle avec des 

taux d’inhibition de 73.54% et 56.00%, sinon la concentration de l’activité s’est observée 

encore au niveau des fractions mixtes des extraits aqueux (figure30(A)). 

 

Extraits 

                              Effet scavenger  contre le DPPH (%) 

       F1                F2                    F3                    F4                   .   A TAN  
Ethanol 

Acétate  d’éthyle 

7.93               86.19 

8.99               88.09 

9.47 

ND 

ND                95.05 

ND 

Aqueux chloroforme 11.63            80.8 ND ND 

    

 

Extraits 

                              Effet scavenger  contre le DPPH (%) 

       F1                F2                    F3                    F4                   .  A TAN  
Ethanol 

Aqueux acétate ’éthyle 

13.59           90.66 

16.27          90.01 

24.69 

7.55 

ND                95.05 

3.31 

Aqueux chloroforme 22.14          94.75 92.32 ND 
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                                (A)                                                                                 (B) 
Figure 30: Effet scavenger contre le H2O2  des fractions des extraits ; (A) : acétate d’éthyle, aqueux d’acétate 
d’éthyle et aqueux de chloroforme des feuilles, (B) : acétate d’éthyle, aqueux d’acétate d’éthyle et hexane de 
l’écorce de F. angustifolia et le standard  à100ug /ml  
 
 
Tableau XVIII Effet scavenger contre le H2O2 des fractions des extraits des feuilles  de  F. angustifolia  et  le  
standard  à 100µg /ml 

 
 
Tableau XIX: Effet scavenger contre le H2O2 des fractions des extraits d’écorces  de  F. angustifolia  et  le   
standard  à 100µ /ml 
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Extraits 

                              Effet scavenger  contre le H2O2  (%) 

       F1                F2                    F3                    F4                   .       A  COU  
Acétate d’éthyle  

Aqueux acétate ’éthyle 

73.54          56.00 

33.00          77.97 

3.46 

7.15 

3.47               94.94 

3.50 

Aqueux chloroforme ND            69.74 23.30 3.25 

    

 

Extraits 
                              Effet scavenger  contre le H2O2  (%) 

       F1                F2                    F3                    F4                   .       A  COU  
Acétate d’éthyle 

Aqueux acétate ’éthyle 

80.69          13.11 

25.44        82.24 

ND 

ND 

ND                    94.94 

ND 

Hexane 74.76      30.28 ND ND 
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             L’activité anti-radicalaire est concentrée essentiellement au niveau de la fraction 

mixte (F2) récupérée par un mélange de solvants polaires (acétate d’éthyle/méthanol). Cette 

donnée confirme que la majeure partie des composés phénoliques de F.angustifolia 

(notamment pour les extraits des feuilles où cette fraction a prédominé dans les trois tests) 

responsables de ces activités sont de nature polaire. Ils peuvent être soit : des flavonoïdes,  des 

tannins, des acides phénoliques ou un mélange de ces derniers (Tableau III), néanmoins ce 

résultat nous ne permet pas de déduire si la composition de ces fractions (F2 des feuilles et F2 

de l’écorce) est la même. 

              Les fractions chloroformiques (F1), notamment celles des extraits de l’écorce, ont 

également affiché de très bons résultats, comme lors du test de H2O2. Ce résultat indique  

qu’en plus d’un groupe de composés polaires élués par le système 2, les extraits de 

F.angustifolia renferment un autre groupe de composés phénoliques à polarité inferieure, qui 

sont probablement des tannins condensés et qui contribuent considérablement à l’activité 

antioxydant de cette plante. Cette explication est  consolidée  par le fait que, parfois, il y a une 

synergie et l’effet anti-radicalaire se réalise par les deux groupes à la fois et s’est ce qui se 

traduit par la présence de deux fractions actives au sein du même extrait. Dans ce sens, on 

note que, généralement, ce sont  les deux extraits éthanolique et acétate d’éthyle qui ont cette 

particularité. Ça s’expliquerait par le fait que le premier est l’extrait brut, donc  il contient les 

différentes classes de composés et pour le deuxième, sa polarité moyenne lui permet d’être 

riche en flavonoïdes, en tannins et en phénols simples en même temps, conformément aux  

résultats du dosage. 

          En comparant les résultats de l’activité anti-H2O2 à ceux de l’activité anti-OH, nous 

avons remarqué que les fractions actives communes entre ces deux activités ont affiché 

nettement le même profil, avec des différences dans les taux d’inhibition respectifs. Ainsi, à 

partir des deux figures 28(A) et 30(A), il en ressort que l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle des 

feuilles a exprimé dans les deux tests, une F2 très active avec une F1 inférieure. Les extraits 

d’acétate d’éthyle et hexane de l’écorce ont aussi démontré le même profil dans les deux cas 

mais avec une F1 majoritaire et une  F2  moindre (figures 28(B) et 30(B)). Cette comparaison 

nous permet de déduire que ces deux radicaux sont inhibés par les mêmes composés au niveau 

de ces extraits et vu que le H2O2 est le précurseur de l’hydroxyle, il est aisé de conclure que 

l’un des modes d’action de l’activité anti-OH de F.angustifolia est l’inhibition de la formation 

de ce dernier en neutralisant au préalable le H2O2.  Par ailleurs, vu l’existence de fractions 

communes (les F2 particulièrement) entre les activités anti-DPPH et OH et sachant que les 

composés polaires agissent sur le DPPH en le réduisant directement (par donation de proton), 
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l’hypothèse que ces fractions agissent via le OH de la même façon est vraisemblablement 

juste, donc l’autre voie plausible de l’inhibition est le piégeage de OH directement.  

           La distinction de la fraction méthanolique (F3) qui est apparue exclusivement au niveau 

de l’extrait aqueux de chloroforme de l’écorce lors du test de DPPH peu être attribué à son  

état de pureté (qualité) et sa concentration (quantité). Cette donné indique que ce composé est 

doué d’un très bon effet scavenger et qu’il est propre à l’écorce.   

         A la fin, l’apparition parfois de fractions plus actives que l’extrait dont elles sont issues 

peut être commentée par le phénomène de l’encombrement stérique qui masque le vrai 

potentiel antioxydant des extraits natifs. 

Dans l’ensemble, l’activité antiradicalaire contre les trois radicaux DPPH, OH  et H2O2, 

montre que les fractions issues des extraits d’écorce sont plus actives que celles provenant  

des extraits des feuilles, ce qui s’explique soit par la richesse de cette partie de la plante en 

composés phénoliques doués d’activité anti-radicalaire ou bien par la qualité de ses composés. 

Le solvant acétate éthyle semble être le plus adéquat pour l’extraction des composés actifs de  

Fraxinus angustifolia. 

 

III -5. Chromatographie sur couches minces  

 Afin de caractériser partiellement les différentes fractions actives des extraits de 

Fraxinus angustifolia, une chromatographie sur couches minces (CCM) a été réalisée. Le 

système utilisé est composé d’un mélange : acétate éthyle, acide formique, acide acétique, eau 

avec les rapports (100 :11 :11 :26, v/v/v/v) (Andriambelson et al., 1998), un système conçu 

pour la séparation des composés phénoliques. En effet ce système de polarité importante 

permis de donner une bonne séparation au niveau des fractions polaires et exerce une 

hydrolyse acide modérée sur les composés contenus dans les dépôts sous l’effet de l’acide 

acétique et de l’acide formique. La révélation est effectuée avec la vanilline sulfurique. 

 Par ailleurs, l'utilisation de la chromatographie sur couche mince nous a permis, non 

seulement, la caractérisation des différentes fractions, mais aussi elle présente l'avantage de 

mettre en évidence l'activité anti-radicalaire contre le radical DPPH en visualisant directement 

les fractions responsables de cet effet sous forme de taches jaunes. 
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III -5-1. Caractérisation des fractions des extraits de feuilles  

 Selon la figure 31, la comparaison des chromatogrammes des fractions des trois 

extraits de feuilles de F. angustifolia indique qu’elles ont été bien séparées et sont 

caractérisées par des profils chromatographiques identiques en révélant quatre sous-fractions  

bien distinctes pour chacune (SF1, SF2, SF3 et SF4). Les SF1 sont apparues un peu plus au 

niveau des fractions issues des extraits éthanolique et aqueux d’acétate d’éthyle. Elles n’ont 

pas migré loin et se sont positionnées juste après la ligne de dépôt et  peuvent correspondre à 

des formes complexes de composés phénoliques. En estimant leur RF et leur couleur à la 

lumière du jour, nous avons remarqué que les composés représentés en SF2 ont donné une 

couleur jaune similaire à celle de la rutine utilisée comme standard et partage avec cette 

dernière le même RF. Dans leur récente étude, Kostova et Iossifova (2007) ont isolé la rutine 

au niveau des feuilles de cette plante, ce qui est en accord avec les résultats de cette présente 

étude. La troisième série de composés  (ST3) présente des taches claires, ce qui peut être dû à 

leur faible concentration. Leur RF correspond à celui du premier dérivé issu de l'hydrolyse 

acide de l'acide tannique. En fait, le système de séparation (Acétate d’éthyle- Acide formique- 

Acide acétique- Eau) que nous avons appliqué exerce, selon Andriambelson et ses collègues 

(1998), une hydrolyse acide sur les formes complexes telles que les tannins (tannins 

hydrolysables), permettant ainsi la migration des unités issues de cet effet. Enfin, le RF et la 

couleur des  SF4 sont similaires à ceux du troisième dérivé de l’acide tannique ainsi qu’à celui 

de l’acide gallique utilisé comme standard sur la même plaque. 

 La pulvérisation de la solution du DPPH sur la plaque contenant les fractions a 

montré des taches de décoloration au niveau de toutes les sous-fractions observées à la  

lumière du jour. On remarque que la décoloration est légèrement plus intense au niveau de 

celles issues des fractions des deux extraits éthanolique et acétate d’éthyle, particulièrement 

pour les SF2 qui correspondent à la rutine. Quoi que la CCM soit une méthode d’analyse 

qualitative et non quantitative, cette observation nous permet de déduire que les extraits 

polaires en sont plus riches que les autres.  Les taches de la décoloration T1, T2, T3 et T4 

(figure 32) témoignent donc de la propriété anti-radicalaire des sous-fractions F1, F2, F3 et F4 

révélées à la lumière du jour. 
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Figure 31. Chromatogrammes des fractions anti-DPPH de feuilles de F. angustifolia à la lumière du jour 1) F2 
de l’extrait éthanolique. 2) F2 de l’extrait d’acétate d’éthyle. 3) F2 de l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle.  4) 
Quercetine. .5) Rutine. 6) Acide  gallique 7) Acide tannique. 8) Catéchine 9) Acide caféique.10) acide 
cinnamique.11) acide coumarique 

 
 
 Figure 32. Chromatogrammes des fractions de feuilles de F. angustifolia pulvérisés par la solution DPPH  
1) F2 de l’extrait éthanolique. 2) F2 de l’extrait d’acétate d’éthyle. 3) F2 de l’extrait aqueux d’acétate d’éthyle. 
4) Quercetine. .5) Rutine. 6) Catéchine  7) Acide tannique. 8) Acide  gallique 9) Acide caféique. 10) Acide 
cinnamique.11) Acide coumarique 

La révélation avec la vanilline sulfurique des chromatogrammes de toutes les fractions 

actives (F1 et F2) de feuilles de F. angustifolia a permis de mettre en évidence d'autres 
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composés qui ne sont pas visibles à la lumière du jour. La figure suivante (33) révèle la 

présence de six sous-fractions ayant des couleurs différentes, concentrées majoritairement 

dans les fractions mixtes, ce qui confirme la richesse de ces dernières en divers composés. En 

effet, les profils des fractions F2 des extraits : éthanolique, acétate d'éthyle, aqueux d'acétate 

d'éthyle et aqueux de chloroforme apparaissent identiques en révélant quatre sous-fractions 

chacune, la SF1 et SF2 qui n’ont pas migré, pourraient correspondre à des composés à haut 

poids moléculaire (Andriambeloson et al., 1998) outre que les tannins hydrolysables, vu que 

ces derniers donnent une couleur rouge foncée avec la vanilline sulfurique (Mueller-Harvey ; 

2001). La coloration verte indique la présence du sucre, en particulier le mannose (Wichtl et 

Anton 2003). La SF3 ne s’est pas bien fractionnée, elle s’est étalée sur plusieurs centimètres, 

donnant une apparence de couleur marron qui indique la présence de tannins. La révélation 

confirme la présence de la rutine ou l’un de ces dérivés (SF4). Les fractions chloroformiques 

F1 des extraits éthanol et acétate d'éthyle ne partagent avec les F2 qu’une seule sous-fraction 

(SF5) d’une couleur rouge similaires aux propriétés de la catéchine (standard), conformément 

aux données de Mueller-Harvey (2001) mais leur RF est différent, cela peut être expliqué par 

le fait qu’un composé présent dans un mélange complexe, acquiert des propriétés différentes 

de celles du même composé pure. En fin, les SF6 propres aux F1 reflètent la présence des 

composés actifs polaires, vu leur RF qui est presque égale à 1. 

 
 
 Figure 33. Chromatogrammes de toute les  fractions actives de feuilles de F. angustifolia  révélées par la 
vanilline sulfurique .1)  F1 de l’extrait éthanolique. 2) F2 de l’extrait éthanolique.  3) F1 de l’extrait d’acétate 
d’éthyle. 4) F2 de l’extrait d’acétate d’éthyle.5) F2 de l’extrait  aqueux d’acétate d’éthyle. 6) F2 de l’extrait aqueux 
de chloroforme .7) Quercetine.8) Catéchine  9) Acide tannique. 10) rutine.11) Acide  gallique  
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III -5-2. Caractérisation des fractions des extraits d’écorce 

 L’application du système d’élution sur les fractions de l’écorce de F. angustifolia  a 

démontré des résultats intéressants en développant des chromatogrammes avec des séries       

de six sous-fractions au niveau des F2 des extraits ; éthanolique, aqueux d’acétate d’éthyle et  

aqueux de chloroforme simultanément. Observés après pulvérisation avec la solution de 

DPPH (figure 34), les sous-fractions ont manifesté des taches de décoloration bien distinctes, 

particulièrement intense au niveau des T3, T4 et T5. La fraction méthanolique de l’extrait 

aqueux de chloroforme (F3) a présenté une seule tache (T7) qui a la même couleur et le même 

RF que la Quercetine.  

 
 
Figure 34. Chromatogrammes des fractions anti-DPPH de l’écorce de F. angustifolia pulvérisés par la solution 
DPPH. 1) Acide caféique. 2) Acide gallique. 3) Rutine. 4) Acide tannique5) Catéchine. 6) Quercetine.7) F3de 
l’extrait aqueux de chloroforme.8) F2de l’extrait aqueux de chloroforme.9) F2 de l’extrait aqueux de l’acétate 
d’éthyle.10) F2de l’extrait éthanolique.  
 
 La révélation avec la vanilline sulfurique a dévoilé des SF claires, ce qui peut être dû à 

la faible concentration des composés actifs dans la fraction de l’écorce. Dans l’ensemble, les 

F2 ont montré trois sous-fractions de couleur différentes ; la SF1 de couleur jaune avec le 

même RF que la rutine (figure 35). Par ailleurs les fractions chloroformiques (F1) ne se sont 

pas bien séparées dans ce système, représentant ainsi des SF1 sur le lieu de dépôt, qui 

correspondent à des formes très complexes de composés phénoliques tels que les tannins 

condensés (figure 36). Ce résultat n’est pas affirmatif sur la richesse de l’écorce en divers 

composés, en sachant que, l’application d’autres solvants et d’autres révélateurs permettront 
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d’obtenir d’autres profils chromatographiques et révèleront d’autres molécules qui ne sont pas 

séparés par ce système.  

   

 
 
Figure 35. Chromatogrammes des  fractions mixtes de l’écorce de F. angustifolia  révélées par la vanilline 
sulfurique 1) F2 de l’extrait éthanolique. 2) F2 de l’extrait d’acétate d’éthyle. 3) F2 de l’extrait aqueux d’acétate 
d’éthyle.4) F2 de l’extrait aqueux de chloroforme .5) F3 de l’extrait aqueux de chloroforme. 6) Rutine. 7) Acide 
tannique. 8) Quercetine. 
 

 
 
Figure 36. Chromatogrammes des  fractions chloroformiques de l’écorce de F. angustifolia  révélées par la 
vanilline sulfurique 1) F1 de l’extrait éthanolique. 2) F1 de l’extrait d’acétate d’éthyle. 3) F1 de l’extrait hexane.4) 
Quercetine.5) catéchine. 6) Acide tannique.7) Rutine. 8) Acide  gallique. 
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           Les plantes médicinales sont considérées depuis des siècles comme une source majeure 

des substances à propriétés thérapeutiques. Les principes actifs d’origine végétale découverts 

jusqu’à présent ont prouvé leur conformité par leur efficacité et l’absence d’effets 

secondaires. Ces avantages offerts par ces composés ne cessent d’attirer l’intérêt de plusieurs 

groupes de chercheurs pour découvrir encore d’autres principes, notamment à partir des 

plantes endémiques peu ou pas étudiées.    

Dans le présent travail, on s’est intéressé aux effets anti-radicalaires des extraits de 

Fraxinus angustifolia, une plante utilisée localement comme remède contre de nombreuses 

pathologies à caractère inflammatoire. Trois  aspects ont été visés, à savoir : l’étude des effets 

anti-radicalaires des extraits contre le OH, le DPPH et le H2O2, l’étude des effets anti-

radicalaires des fractions chromatographiques issues des extraits qui ont donné des taux 

d’inhibition élevés et  la caractérisation de ces fractions par l’utilisation de la CCM.  

           Le résultat de dosage des extraits fait ressortir des taux différents dont le plus riche en 

phénols totaux et en flavonoïdes avec des valeurs respectives de 249.01 mg Eq Cat/g d’extrait 

et 169.53 mg Eq rut/g d’extrait, est l’extrait acétate d’éthyle des feuilles et le plus riche en 

tannins est l’extrait éthanolique de l’écorce (990.4 mg Eq Atan/g d’extrait). 

Les extraits de Fraxinus angustifolia ont été testés pour leur activité anti-radicalaire 

contre le OH. À la concentration de 100µg/ml, l’extrait éthanolique des feuilles a donné la 

meilleure activité (65,68%, IC50=79,76µg/ml), plus élevée que celle des standards dont le 

meilleur (catéchine) a enregistré un taux de 37,85%. Les résultats indiquent la présence d’une  

bonne corrélation entre l’activité testée et les teneurs des extraits en composés phénoliques 

suggérant l’implication de ces derniers dans cet effet. 

L’évaluation de l’activité anti-DPPH à la concentration de 100µg/ml a prouvé que les 

extraits de l’écorce manifestent des effets très importants, supérieurs à 94%, notamment au 

niveau de l’extrait éthanolique, aqueux acétate d’éthyle et aqueux du chloroforme avec des 

IC50 de 29,11 µg/ml , 18,41µg/ml et 43,10 µg/ml, respectivement. 

Les résultats du test anti-H2O2 indiquent que tous les extraits exhibent une haute 

activité au voisinage de 70% à une concentration de 100 µg/ml. L’extrait acétate d’éthyle des 

feuilles a exprimé l’effet scavenger le plus important contre ce radical avec une IC50 égale à 

51,79 ug /ml, alors que celle de l’extrait hexane de l’écorce est de 53,42 μg/ml.  
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L’utilisation de la chromatographie sur colonne a permis de révéler deux fractions 

actives ; des F2 polaires éluées par le mélange acétate d’éthyle/méthanol, constituées 

probablement de flavonoide et de phénols simples et les F1 moins polaires éluées par le 

chloroforme, composées éventuellement de tannins. Ce résultat nous a permis de  conclure 

que les extraits de Fraxinus angustifolia exercent l’effet anti-radicalaire via deux groupes de 

composés phénoliques à polarité différente. Aussi, l’ensemble des résultats montre que les 

fractions issues des extraits d’écorce sont plus actives que celles provenant des extraits de 

feuilles. 

 

 L'analyse de ces fractions sur CCM a montré que l'effet anti-radicalaire serait 

probablement dû à la présence de la rutine et des dérivés de l’acide tannique pour les F2 des 

extraits de feuilles et à la rutine et la quercetine au niveau des F2 et F3 des extraits de l’écorce. 

Les F1 de l’écorce ont montré la présence de molécules complexe à haut poids moléculaire 

douées d’un important pouvoir anti-radicalaire qui restent à identifier et à exploiter dans le 

domaine thérapeutique.  

 

Un tel résultat témoigne la richesse de ces extraits en divers composés et met en valeur 

les diverses applications thérapeutiques de F. angustifolia. Néanmoins, les résultats obtenus 

dans cette étude restent préliminaires et des études complémentaires approfondies sont 

envisagées et se résument dans les points suivants: 

-Isolement et caractérisation des composés actifs dans ces fractions par des méthodes plus 

spécifiques, 

-Evaluation de l’effet antioxydant in vitro des fractions en utilisant d’autres techniques  

-Pour obtenir une vue globale sur l’activité antioxydant de F. angustifolia, une étude in    

vivo est souhaitable, partant du fait qu’une substance pouvant être très active in vitro, peut 

perdre cette activité une fois pénétrée dans le corps, et vice versa. 
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                 Figure 1: Coube d'etalonnage avec la catéchine pour le dosage des phénols totaux. 
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                    Figure 2: Courbe d'étalonnage avec la rutine pour le dosage des flavonoïdes 
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   Figure 3: Courbe d'étalonnage avec l'acide tannique pour le dosage des tanins 
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Figure 4 : Corrélation entre l'activité scavenging contre le radical hydroxyle et les flavonoides des 
feuilles de  F .angustifolia 
 

 
 
Figure 5 : Corrélation entre l'activité scavenging contre le radical  hydroxyle et les tannins de 
l’écorce de  F .angustifolia. 
 
 
 
 
 
 



Résumé 

Dans le présent travail, nous avons étudié les effets anti-radicalaires des extraits de Fraxinus 
angustifolia , une plante utilisée localement comme remède contre de nombreuses pathologies à caractère 
inflammatoire. Les  résultats de dosage des extraits, ont fait ressortir des taux différents, dont le plus riche 
en phénols totaux et en flavonoïdes avec des valeurs respectives de 249.01 mg Eq cat/g d’extrait et 169.53 
mg Eq rut/g d’extrait, est l’extrait acétate d’éthyle des feuilles et le plus riche e n tannins est l’extrait 
éthanolique de l’écorce (990.4 mg Eq Atan/g d’extrait).  A100µg/ml, l’extrait éthanolique des feuilles a 
donné la meilleure activité contre le OH (65.68%, IC50 = 79.76µg/ml), plus élevée que celle des standards 
dont le meilleur (catéchine) a enregistré un taux de  37.85%. L’évaluation de l’activité anti- DPPH à la 
concentration de 100µg/ml a prouvé que les extraits de l’écorce  manifestent des effets très importants, 
supérieurs à 94%.Les résultats du test anti- H2O2 indiquent que tous les extraits exhibent une  haute activité 
au voisinage de 70%  à une concentration de 100 µg/ml, l’extrait acétate d’éthyle des feuilles a exprimé 
l’effet scavenger  le plus important contre ce radical avec une IC 50 égale à 51.79 ug/ml.  

L’utilisation de la chromatographie sur colonne a permis de révéler deux fractions actives ; des F2 
polaires éluées par le mélange acétate d’éthyle/méthanol et les F1 moins polaires éluées par le chloroforme. 
L’analyse de ces  fractions sur CCM a montré que l'effet anti-radicalaire serait probablement dû à la 
présence de la rutine et des dérivés de l’acide tannique pour les F2 des extraits de feuilles et à la rutine et la 
quercétine au niveau des F2 et F3 des extraits de l’écorce. Les F1 de l’écorce ont relevé la présence de 
molécules complexes à haut poids moléculaire douées d’un important pouvoir anti -radicalaire qui restent à 
identifier et à exploiter dans le domaine thérapeutique  

   Mots clés : activité anti-radicalaire, Caractérisation, F. angustifolia , (DPPH), CCM …  

Abstract 

         In the present work, we studied the anti-radical effects of extracts of Fraxinus angustifolia , a plant 
used locally to treat numerous inflammatory-related pathologies. Results concerning phenol analysis 
showed different rates, the richest in total phenols and Flavonoids with respective values of 249.01 mg 
CatEq/g of extract and 169.53 mg RtEq /g of extract is the ethyl acetate extract of leaves and the richest in 
tannins is the ethanol extract of bark (990.4 mg TAEq /g of extract). At a co ncentration of 100 µg/ml, the 
ethanolic leaf extract exhibited the best activity against OH (65.68%, IC 50 = 79.76µg/ml), higher than that 
of the standards of which the best (catechin) showed a rate of 37.85%. Evaluation of anti -DPPH activity at 
a concentration of 100µg/ml proved that bark extracts showed very important activity which is higher than 
94%. Results of anti-H2O2 indicate that all extract showed a high activity around 70% at 100 µg/ml; the 
ethyl acetate extract of leaves showed the most important  scavenging effect against this radical, with an 
IC50 of 51.79µg/ml.  

       Analysis using column chromatography revealed two active fractions: polar F2 eluted with a mixture 
of ethyl acetate/methanol and F1 less polar eluted with chloroform. Analysis of these fractions using thin 
layer chromatography showed that the anti-radical effect could be probably due to the presence of rutin and 
tannic acid derivatives in the case of F2 of leaf extracts and to rutin and quercetin for F2 and F1 of bark 
extracts. Bark F1 revealed the presence of complex molecules with high molecular weight having an 
important anti-radical effect which remains to be identified and exploited in therapy.  

  Keywords: Characterization, F. angustifolia , (DPPH), anti-radical activity…             

 ملخص

اااااار نبتة طبية تستعمل محليا في علاج الأمراض المختلفة خاصة في علاج الالتهابات. نتائج تقييم المركبات الفينولية أظهرت غناء 
 مستخلصات الأوراق مقارنة  باللحاء

 50IC ٬ حيث عبر عن  HO .ضد ا فعالاأن مستخلص الايثانول  للأوراق يملك نشاط اختبارات النشاطات المضادة للجذور الحرة أظهرت
 قياس النشاط ضد. .مل/ميكع 51.79.ب 50ICبحيث قدرت ال  2O2Hمستخلص الاسيتات اثيل أظهر نشاط عالي ضد . مل/ميكغ 79.76ب

فصل المستخلصات الفعالة .%  90مل تقارب ال/ميكغ 100برهن أن مستخلصات اللحاء تملك نشاطا معتبرا عند التركيز  DPPHجذر 
سمح لنا بإظهار عدة  CCMاستعمال .الذين اظهرا نشاطا فعالا ضد  هذه الجذور   2وج 1بالكروماتوغرافيا سمح لنا بالحصول على الجزيئين ج

 اااا ااا  نبتة مركبات فينولية مختلفة مما يدل على غنى

   جذور الحرة٬ ٬ الكروماتوغرافيا٬                            لاللمركبات الفينولية٬   .اااا ااا    : الكلمات الرئيسية

  


