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ABTS 2,2’ azinobis-(3-6 ethyle-benzothiazoline-6-sulfonate)

ADN Acide désoxyribonucléque.

AINS Anti inflammatoire non stéroidien

AlS Anti inflammatoire stéroidien

AICl3 Trichlorure d auminium

BHA Butylé Hydrox Anisole

DO Densité optique

EOR Espéces oxygéneées réactives.

EQ Equivaent quarcithine

EAG Equivalent acide gallique

Fe?t Fer ferreux

Fe3* Fer ferrique

GIGPx Glutathion peroxydase digestive.

GPx Glutathion peroxydase.

HOO- radical acylperoxyle.

H202 Peroxyde d’ hydrogene.

HPGPx Glutathion peroxydase localisé au niveau de la membrane
cellulaire.

NADPH Nicotinamide adinin dinucléotide phosphate

ONOOH Reduced nicotinamid-adenine dinucl eotide phosphate.

10, Oxygene singulier.

pGPX Glutathion peroxydase plasmatique mitochondriale.

ROO* Radicale pyroxyle.

ROOH Hydro peroxyde Organique

SOD superoxyde dismutase.

uv

Ultraviolet
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Introduction

Depuis I'antiquité, les Hommes cherchent dans la nature des plantes, pour soulager
leurs maux et leurs douleurs. Le hasard, la religion, la superstition, la disponibilité de
plante et I’ expérience certainement, ont contribué dans la décision et le choix d’ utiliser une
plante par rapport a une autre, d’ou I’ apparition de la pratique de traitement par les plantes

meédicinales.

De nombreux chercheurs ont essayé dexpliquer I'action de ces plantes sur
I’organisme. C'est alors que les chimistes ont réussi a isoler les principes actifs de

certaines plantes.

Aujourd hui, les traitements a base des plantes reviennent au premier plan. Des
stratégies adoptées par la phytothérapie, pour prévenir ou guérir la maladie. Plusieurs
plantes sont utilisées dans le monde, grace a leur champ d'action et leur puissance et
efficacité. Les métabolites secondaires qui constituent ces plantes sont responsables de
leurs effets. |l S'agit en générale des composés phénoliques, tels que les polyphénols les
flavonoides. Ces composés possedent de nombreuses propriétés biologiques (anti

inflammatoire, anti oxydant,...).

L'inflammation est un processus habituellement beénéfique, son but est
déiminer |'agent pathogene et de réparer les lIésions tissulaires. Parfois I'inflammation
peut ére néfaste du fait de I'agressivité de I'agent pathogéne. D’un autre coté, la
surproduction des especes réactives d’ oxygenes au-dela des capacités antioxydants des
systemes biologiques donnent lieu au stress oxydant qui est impligué dans I’ apparition de
plusieurs maladies. Cependant, I’ utilisation des substances chimiques de synthese anti-
inflammatoire ou antioxydants est accompagnée toujours d'effets secondaires
indésirables, alors que I'utilisation de composés phytochimiques s avére utile et sans
effets secondaires. Dans ce cadre, le travaille que nous avons réalise est dans le bute de

synthétiser dans ce manuscrit les constitutions suivant :

Chapitre | comportant une synthése bibliographique sur les généralités de pin, les
espéeces réactives de I’ oxygene, stress oxydant, les antioxydants, I'inflammation et les anti-

inflammatoires.

v' Chapitre Il (Matériel et méthodes) décrivant la méthodologie suivie pour évaluer
I activité anti-inflammatoire et antioxydant d’ extrait des graines de pin :

1
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e Extraction au méthanol 50% par macération.

e Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides.

e Test In vitro de I'activité antioxydant réalisé par deux méthodes: le pouvoir

réducteur et letest anti radicalaire ABTS*".

e Evaluation d'activité anti-inflammatoire In vitro d’extrait des graines de pin a
différentes concentrations sur la dénaturation thermique d’ ovalbumine.

v Chapitre |11 est consacré a la description des principaux résultats obtenus et leur
discussion.

v Une conclusion ala fin du manuscrit récapitulant les principaux résultats obtenus,

leurs limites et impactes et |es perspectives qui en découlent.
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Revue bibliographique



Chapitre I Synthése bibliographique

1. Généralitéssur legenre pinus
11 Lepin

Le pin est la désignation générique des arbres appartenant au genre pinus. L’ origine
de nom pinus provient de mot « pit », ¢’est un mot Indo —Européen désignant une résine.
Le pin est un gymnosperme de la famille des pinacées. Cette famille est la plus important
des coniféres, dont plus de centaine d’ espéces on été décrites par plusieurs auteures (Judd
et al., 2002). La classification de genre pinus est illustrée dans le (Tableau 01).

Tableau | : Classification de genre pinus (Gaussen et al., 1982)

Rang taxonomique Nomencalture
Reégne Végétale
Embranchement Spermaphytes
Sous -Embranchement Gymnosperms
Classe Coniférophytes
Ordre Pinales

Famille Pinaceae
Genre Pinus

¢ Description physique et habitat

Les espéces de genre pinus sont largement distribuées dans les zones tempérées de
I hémisphére. Ces espéces sont tres fréquentes dans le bassin méditerrané. Elles sont a la
fois thermophiles et héliophiles. Ces coniféres préférent les soles bien drainés sur lesquels
la croissance est plus rapide.

Les arbres de genre pinus peuvent attendre 40m de hauteur. Ils ont une longévité qui
varie de 100 a 400 ans .On les distingue des autres arbres par leur aiguilles, dont la
longueur varié entre 4 et 5 cm, groupé par deux ou trois. Les fruits de ces arbres sont des
cones de longueur variable entre 3 et 21 cm. Ils renferment des graines de différentes

couleurs et longueurs selon I'espece. Le genre pinus comporte plus dune centaine
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d’ especes Monoiques dont | es caractéristiques morphol ogiques varient plus au moins d’ une
espece a une autre.

e Lepind Alep (pinushalpensis) : lepin d Alep on I’ appelle parfois pin blanc.
Cette résineuse se trouve dans les régions cotieres de la méditerrané. Elle est capable de
S adapter aux plusieurstypes de sol et aux climatsvariés. Le pin d’ Alep est un arbre de5a
20 m de hauteur et d’une longévité qui peut attendre 300 ans. Son tronc est tortueux avec
une écorce de couleur gris argent. Ses aiguilles mesurent de 6 410 cm de longueur et sont
groupé par deux .ses fruit sont des cones de 8 a 12 cm de longueur, qui renferment des
graines environ 5 mm de longueur (Figure 01) (Bernard, 2013).

e Lepin pignon (pinus pinea) : le pin pignon ou pin parasol occupe géenéralement
les plaines littorales et particuliérement les régions méditerranéennes. 1l est sensible a la
basse température et |’ humidité.

Le pin pignon est un arbre de 30 m de hauteur et d’une longévité de 400 ans.son tronc
cylindrique nue et élevé avec un écorce gercure-écailleuse. Ses aiguilles mesurent de 10
a20 cm et sont groupé par deux. Ses fruits sont des cones de 8 a 14 cm de long, qui
renferment des grosses graines environ 2 cm (Figure 01) (Sbay & HJIB, 2012).

e Le pin maritime (pinus pinastre) : le pin maritime ou snober el bahr est un
conifére largement distribué dans le bassin occidental de la méditerranée. Il demande un
climat assez chaud et une bonne adaptation aux sols drainés.Ce résineux est un arbre de
40 m de hauteur et d’ une longévité qui peut arriver a 500 ans.son tronc est flexueux avec
un écorce tres épaisse de couleur gris pale. Ses aiguilles épaisse et rigide groupé par deux
de 15 & 20 cm de long. Ses cones mesurent de 10 & 18 cm de long qui renferment des

grainesde8 a 10 mm.

FigureOl: Arbresdepind Alep (Sbay et | Figure02: Arbresde pin Pignon (Bernard,
Hjib, 2012). 2013).
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1.2. Composition chimique

En raison de leur large domaine d’'usage médicinal, les graines de pin ont fait
d objet de plusieurs études phytochimiques dans le but d'identifier ses principes actifs. Ces
études ont révélées que ces graines sont riches en plusieurs constituants hétérogenes tels

que les lipides, les protéines, les sucres, et les composes phénoliques, dont la teneur varier

d’ une espéce a une autre selon les conditions géographiques et climatiques (Tableau 02).

Tableau I1: Teneur des graines de quel ques especes de genre pinus en lipides, en acide gras, en

protéines, en sucres, en polyphénols totaux et en flavonoides. (cheikh-rouhou et al., 2006 ; Nergiz
et Domnez, 2004 ; kadri et al., 2004).

Taux deslipidesen (%)
Pinus pinea Pinus halpensis Pinus pinastre Pinus canariensis
44,9 43.3 24.15 23.92
Taux en acide gras (g/100g)
Constituants Pinus pinea Pinus halpensis Pinus pinastre
Acide oléique 38.6 27.3 18.1
Acide linoléique 47.6 48.8 55.9
Acide palmitique 6.49 8.75 36
Taux en proténesen (%)
Pinus pinea Pinus halpensis Pinus pinastre Pinus canariensis
316 26.62 16.25 16.71
Taux en sucres (%)
Pinus pinea Pinus halpensis Pinus pinastre Pinus canariensis
13,9 3,95 2.37 3.67
Taux en phénolstotaux (mg/g)
Pinus pinea Pinus halpensis Pinus pinastre Pinus canariensis
7.99 3.71 9.23 9.67
Taux en flavonoides (mg/g)
Pinus pinea Pinus halpensis Pinus pinastre Pinus canariensis
142 2,17 1.42 0.75
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|.3. Usage et activités biologiques

Les principales utilisations de pin sont liées a la production de bois comme bois
d'industrie ains que pour la charpente ou la menuiserie. Le pin utilisé aussi pour la
protection des sols. Il est utilisé dans le domaine cosmétique expliqué par sa richesse en
acide gras, vitamine E, polyphénols et antioxydants naturelles. Elles sont aussi utilisees

dans le domaine agroalimentaire (la pétisserie) (Colonel et al., 201l).

Plusieurs études indiquent que les métabolites des espéces de genre pinus présent
divers activité biologique. Ces travaux qui ont été réalise dans ce contexte, concernent les
graines qui présent des activités antioxydant et anti inflammatoire qui sont en générales
associé a la présence des polyphénols et des flavonoides. Les extrais des aiguilles
notamment les huiles essentiels, ont montrés une activité anti bactérienne, anti
inflammatoire et anti cancéreuse. Ainsi I’ écorce possede une activité anti inflammatoire et

antioxydant.
2. Radicaux libres et especesréactive del’ oxygéene
2.1. Définition

e Lesradicaux libres sont des espéces chimiques, atome ou molécule contenant un ou
plusieurs éectrons non apparie sur leur orbitale externe.

e Espéces réactives de I'oxygene (ERO) sont une famille d entité chimique
regroupent des dévirés radicalaires et des dérivés non radicalaires. Les ERO susceptibles

de former dans lacellule sont illustrées dans le (Tableau 03). (Goudable & Favier, 1997).

Tableau 11 : Principauix radicaux libre et leur structure chimique. (Favier, 1997).

Type Rdicadl libres Structure chimique
Radicla hydroxyle OHse
Radical hydroperoxyde HOO-
Dérives radicalaires
Radical peroxyde ROO-
Radicale alkoxyle ROe
Peroxyde d’ hydrogéne* H.0,
Dérivés non radicalaires Peroxynitrite ONOO-
Anion superoxyde Ope-
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2.2. Sour ce des espéces réactives de I’ oxygene

e Les ERO sont produit a I’intérieure (sources endogenes) et a I’ extérieure (sources
exogenes) des cellules par différentes mécanismes.
s Sources exogenes

e Lesradiations X ou gamma: Ces radiations sont capable par différents mécanismes

de faire apparaitre des radicaux libres en scindant la molécule d’ eau en deux radicaux.
e Les rayonnements UV : Ils sont capables de produire des anions superoxydes ou
de I’oxygene singulet apres activation des photosensibilisants. Autre sources telles que
les médicaments et les xinobiotiques peuvent contribuer a la production des ERO qui se

forment comme un des produits de leurs métabolismes (Valko et al., 2007).

%+ Sources endogenes
Au cours de métabolisme cellulaire, la production d énergie via la respiration
mitochondriale, dont la derniere étape réduit par quatre éectrons la molécule d’ oxygene
sans libérer d espéces radicalaire, Cependant une faible quantité de O, s'échappe. le
contacte de cette derniére et certain protéine de system respiratoire a conséquence de
production d'anion superoxyde Oge- .cette réaction est catalysé par NADPH oxydase
membranaire.
NADPH + 20, NAD* +20+H" NADPH oxydase

»

e Une production de peroxyde (Oze-+ et H202) a lieu aussi dans le peroxysome lors

de I’ischémie/reperfusion.

Xanthinet+ 202 + H20 oxydase acide urique + 20e-+ 2H"
—

el adismutation de Oze- spontané, ou catalysé par la supeoxyde desmutase (est la
source maeure de H>O». (Favier, 2006 ; L everve, 2009).

20,- + 2H" SOD 2H202 + O2

e L'H20, ala capacité de généré les radicaux hautement réactive, selon la réaction

suivant :

H207 + Oye CAT ou GPx 'Oz + OH + OHe
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e LeH20, aauss lacapacité d oxyder les composes aromatiques, en présence
de fer selon laréaction de fenten (Favier, 1997).

H20, + Fe’* » HOe+OH"

2.3. Principaux ciblesdes ERO

Les ERO jouent un réle important dans le bon déroulement de la réaction
immunitaire, particulierement dans la phagocytose des bactéries et des parasites par les
macrophages et des polynucléaires. Les ERO participe a la destruction par oxydation
I”ensemble des composés bactériens. Les ERO intervient aussi dans la régulation et la
communication cellulaire D’ autres cibles biologiques susceptibles aux attaque radicalaires

lors d’ un stresse oxydant citons (L everve, 2009).

el es lipides: les acides gras polyinsaturés des lipides sont la cible privilégie de
I’ attague par le radicale hydroxyle OH, qui est capable d arracher un hydrogéene sur les
carbones situés entre deux doubles laissons de ces acides gras. Ceci conduit a un processus
de peroxydation lipidique (Pasquier, 1995).

oL’ADN: au niveau de I’ADN les radicaux libres peuvent induire des effets
oxydatifs et mutagenes ou un arrét de réplication. lls provoquent des altérations de base de
pontage ADN-Protéine ou des ruptures de brin (Pasquier, 1995).

el esprotéines: lesradicaux libres peuvent agir sur les protéines, surtout celles qui
comportent un groupement sulfhydrile (SH) (enzyme, protéines de transport...). Elles
peuvent aussi subir des réticulations, notamment par formation de pont bi-tyrosines, soit
par coupure ou modification selon le type d' agression (Pasquier, 1995 ; Christelle, 2006).

3.1. Lestress oxydant

Le stress oxydant est I’incapacité de |’ organisme a se défendre contre |’ agression des
ERO, qui due a un déséquilibre entre la production des ces substances et la capacité de
défense des antioxydants. Ce processus peut étre causé par plusieurs facteurs tel que les
déficits nutritionnel en antioxydants comme la vitamine E, la vitamine C et les oligo-
éléments, ce phénomene est doué aussi par des autres facteurs pro oxydants tels que les

tabac, |I’alcool, les métaux, ains a une diminution des antioxydants.
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3.2. Les pathologiesliées au stress oxydant

eDe nombreuses études, indiquent que le stress oxydant est potentiellement

impliqué dans le développement de plusieurs pathologies humaines, Larelation entre

le stress oxydant et |es maladies sont cites dans le (tableau 04).

Tableau V : Relations entre les maladies et e stress oxydant (Favier, 2006).

Type de stress oxydant

Lamaladie

Mal adies dues a une production
insuffisante d’ insuffisante de radicauix
libres

*Agranulomatose septique
* Psoriasis

Maladies ou |e stress oxydant
est la cause primordiale

* Cancers

* Auto-immunité

* Cataracte

» Dégénérescence musculaire

* Sclérose latérale amyotrophique
* Photo-vieillissement cutané
*Photosensibilisation

* Hémochromatose

Maladies ou |e stress oxydant
fait partie
des facteurs déclencheurs

» Maladie d’ Alzheimer

* Stérilités masculines

» Maladiesvirades: EBV, HVB
* Rhumatismes

* Athérome

* Insuffisance respiratoire

4. L es antioxydants

4.1. Définition

Les antioxydants sont définit par Halliwell, (1999), comme « toute substance qui en

faible concentration par rapport au substrat susceptible d’ ére oxyder, prévient ou ralentit




Chapitre I

Synthese bibliographique

I’oxydation de ce substrat ». Ils peuvent étre classés selon leur mode d'action, leur

localisation cellulaire et leur origine. Selon le tableau suivant (Orban, 2011).

Tableau 1V : Localisation et fonction des antioxydants enzymatique et non enzymatique.
(Orban, 2011 ; Favier, 1997).

L’ antioxydant

L ocalisation et fonction

Enzymatique

Le superoxyde | localisés dans le cytoplasme, la mitochondrie et les milieux
dismutase extra cellulaires. , 1l catalyse la dismutation de I'anion
(SOD) superoxyde en peroxyde d' hydrogéne (H2O2) et en
Oxygene. Selon laréaction suivant :
localiser dan la mitochondrie, le peroxysome et le
cytoplasme. Elle et capable de transformé le peroxyde
Catalase (CAT) d hydrogéne, produit généralement par la SOD en eau et
oxygene moléculaire.
Glutathion localise dans le cytosol (cGPx), la matrice Mitochondriale,
per oxydase le plasma (pGPx) et au niveau de la membrane cellulaire
(GPx) (HPGPX).

Non
enzymatique

LavitamineE

Elle est présente dans tous les organes, a I'exception du
cerveau. Elle empéche La réaction de peroxydation
lipidique

LavitamineC

qui se trouve dans le cytosol et dans le fluide
extracellulaire. Elle peut piégé directement |’anion super
oxyde (O2),le radical hydroxyle (OH) I’oxygene singulier
et réduit le peroxyde d hydrogene en eau, Elle permet la
régénération de la forme non radicalaire de la vitamine
E

Non
enzymatique

L es caroténoides

comportent nombreuses doubles liaisons conjuguées, au
sien de leur structure, qui lui offre une activité antioxydant.
Assurés  par trois mécanismes, soi par |'abstraction
d hydrogéne, transfére d’ électrons et addition de radicale.

Les polyphénols

Sont des molécules de métabolisme secondaire ils .sont
capables de piéger des radicaux libres, dinhiber la
peroxydation lipidique en réduise les radicaux libres

L esflavonoides

IIs ont la capacité de piéger les radicaux libres, comme Oy,
le OH", pyroxyle et alotoxyle, par transfére de I’ hydrogene.
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5- Inflammation et anti-inflammatoir es
5-1- Généralités sur I'inflammation

L’hémostasie est une propriété fondamentale de system biologique, regroupe
différents mécanismes, qui assure leur préservation a des saignements spontanés ou
développés, ainsi que la préservation de leur de stabilité et régulation. Cette fonction

physiologique essentielle de la vie dépend plusieurs processus citant I”inflammation.

L’inflammation : nom Femina emprunté au latin (inflammation « action d incendier,
incendies »). C' est un phénoméne de défense non spécifique, répondre a une agression,
soit endogene, telle que (les cellules endommageés, les réactions immunitaires, maladies
auto-immune, les endotoxines de bactéries...), soit exogene telle que, les agents
physiques( brulure ,gelures, radiations...),les agent chimique ( produit cosmétique) ,les
agent microbiens(les exotoxines de bactéries lesvirus ...).

L’ Inflammation peut étre locale ou générale, qui vis a maintenir I’intégrité de soit.

Elle est responsable d’ un syndrome clinique et biologique.

Dans les deux circonstances, endogénes et exogenes les systémes de défenses mise
en jeu sont les mémes, mais le poids moléculaire, I'intensité et la durée de I’ inflammation
modifient et conditionne le type d'inflammation en distinguent I’inflammation aigue et
celle de chronique (Barton, 2008).

¢ |nflammation aigue

L’inflammation aigue est caractérisée par quatre phénomenes typiques, qui sont
I’ cedéme, la douleur, la chaleur et la rougeur. Elle est de courte durée. L’inflammation
aigue peut étre divisée en trois grandes phases: une phase vasculaire immédiate, une
phase cellulaires et une phase de résolution et cicatrisation. Elle est causée par I’ activation

de différents médiateurs et cellules spécialisés dans le site infecter (Jacques et al., 1988).

¢ Inflammation chronique

Elle est caractériser par une réponse immunitaire adaptative, elle fait intervenir des
cellules lymphocytaires spécifiques sur I'endothélium Vasculaire, qui permettant leur
transmigration dans les compartiments extravasculaires. Par |'apparition de molécules
d'adhésion, sur la surface des cellules endothéliales .Elle est d’une longue duré et qui a
I’origine de différentes maladies chroniques, telle que Rhumatisme Articulaire et de la
polyarthrite rhumatoide. La réaction inflammatoire n’est pas une réaction immunitaire,
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mais est un élément primordiale de I'immunité non spécifique, elle permet de mise en
place d’ une défense a large spectre, par I’intervention de system de défense inné, comme
premier ligne avant que la Les Anti-inflammatoires éponse immunitaire adaptative puisse
intervenir (Cavaillon, 1993).

e esmédiateursdel’inflammation

Quelle que soit la nature de pathogeéne, |e déroulement d’ une réaction inflammatoire
présente des caractéres morphologiques généreux et communs. Ce processus fait intervenir
des cellules immunitaires (Les granulocytes, les mastocytes et les macrophages, les
monocytes, les mastocytes, les cellules endothéliales, les lymphocytes) et des médiateurs
chimiques (médiateurs plasmatiques et médiateurs cellulaires). L’ ensemble de ces éléments

apour bute d @iminé |’ agent pathogene et de réparation tissulaire (Kumar et al., 2007).

e Médiateurs plasmatiques

Les médiateurs plasmatiques sont présents dans le plasma sous la forme de
précurseurs qui doivent étre activés pour acquérir leurs propriétés. En effet Le plasma
présent quatre systemes de défenses inactives al’ état physiologique : le system des kinines,
le system de complément, le system de coagulation et le system protéolytique. Lorsque
survient une lésion tissulaires ces quatre systémes activés déclenchant des cascades
enzymatiques qui induisant une augmentation de la perméabilité vasculaire et de taux de
plasmine (Charleset al., 2010).

e Meédiateurscellulaires

Les médiateurs cellulaires sont soit préformés et sequestrés dans des Granules
intracellulaires, soit synthétisé en réponse a un stimulus .les médiateurs cellulaires sont
principalement libéré par des mastocytes , des plaguettes sanguines et par les leucocytes
.parmi ces médiateurs cellulaires en trouves des cytokines ,des facteurs de croissance, des
phospholipide membranaires ,les enzymes lysosomiales et les especes réactive de

I’ oxygéne (Kumar et al., 2007).
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5-2.Anti-inflammatoire

Les anti-inflammatoires sont des substances de différentes origines a pour but de réduire la
réponse inflammatoire de longue duré, ces substances subdivisent en trois classes ; les anti-
inflammatoires stéroidiens, les anti-inflammatoires non stéroidiennes et les anti-

inflammatoires d’ origines végétales.
» Anti-inflammatoir es stéroidiens

Les antis inflammatoires stéroidiens (A1S), constituent une vaste famille de médicament
dérivé de cortisol, principale glucocorticoides surrénaliens. Les glucocorticoides sont des
substances dérivées de cholestérols, sous I'action de |I”hormone adrenocorticotropine
(ACTH) de I'hypophyse. Les AIS sont responsables de nombreux effets biologiques,
notamment sur I’inflammation, soit en répriment I’ expression de gene pro-inflammatoire,
I"induction de I'expression de géne anti-inflammatoire, ou inhibent la production des
prostaglandines (Weill et Batteux, 2003).

> Anti-inflammatoir es non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), agissent en empéchant la formation de
prostaglandine responsable de I'inflammation. 1ls sont efficaces contre la douleur et la
fievre. Leur action anti-inflammatoire n’est efficace qu'a forte dose, et par ce fait sont
considérés comme I’ une des classes thérapeutiques les plus utilisés dans le monde. Ils sont
caractérises par une forte fixation aux protéines plasmatiques et une large distribution
tissulaires. Sont role principale ¢’ est I’inhibition de la cyclooxygenase (enzyme qui permet
la production de prostaglandine a partir de [I'acide arachidonique)
(Krzesinski et Piront, 2002).

La prescription des AINS et AIS est de plus en plus importante, vu leur efficacités
dans le cas des douleurs. Mais de nombreux effets indésirables, peuvent étre enjoindrais
suit a I'utilisation de cette classe thérapeutique. Pour cette raison il est favorable de
retourné a la médecine traditionnelle a base des plantes médicinaes, afin de bien exploité
ces composés hioactives, notamment les composés phénoliques, qui sont dotés d’'un effet
anti-inflammatoire. Le tableau suivant montre les effets anti-inflammatoires de quelques

plantes médicinales.
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Tableau VI : Exemples de plantes médicinales douées d’ activités anti-inflammatoires

(Barnes, 1998).

N Nom commun Famille Partie utilisé Utilisation
scientifique
Zingiber Gingembre Zingiberaceae Rhizome Arthrose, douleurs
officinale rhumatismal es.
Helleborus Lenten-ros Ranuncul aceae Racines (Edémes, douleurs
orientalis rhumatismales
Uriticadiaca Ortie Urticaceae Feuilles, Rhinite allergique,
Racines eczéma goutte.
L aurocerasus Laurier Rosaceae Feuilles Fiévre, douleurs
officinalis d’ estomac
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Chapitre 11 Matériel et méthodes

1. Préparation del’extrait végétal
1.1. Préparation dela poudre végétale

Le matériel végétal qui est constitué des graines de pin, a éé acheté chez un
herboriste de la ville de Bejaia. L’espéce n'a pas été identifiée. Les graines sont bien
nettoyées, lavées avec de |’ eau, puis séchées dans I’ é&uve. Apres séchage, les graines sont
broyées a laide d’'un mixeur électrique. Le produit est tamise afin d obtenir une poudre
homogene. Cette poudre est ensuite conservée dans un bocal en verre hermétiquement

fermé.
1.2. Extraction au méthanol

L’ extraction des composes phénoliques de la poudre des graines de pin préparée a été
réalisée par macération au méthanol 50% selon la procédure décrite par Tawaha et al.,

(2007). Laméthode d' extraction est illustrée dans la figure suivant (Figure 03).

10g de poudre des graines de pin

[ 100 m de méthanol
Vortex ) 50%
Agitateur — Homogeénéisation

- pendant 1mn 30
magnetique

* <

- ' Incubation a température
Centrifugation ambiant pendant 24h
sous agitation

G — Centrifugation &
K 3000/rmp  pendant 10
¢ mn
Rotavapeur Evaporation de surnagent et

Récupération de I'extrait sec

Figure 0 3: Protocole d' extraction des composés phénoliques (Tawaha et al., 2007).
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“Expression du rendement d’ extraction

Le rendement de I’ extraction est défini comme étant le rapport entre la masse de
I’extrait sec obtenue apres évaporation du solvant et la masse de la poudre végétale

utilisée. Ce rendement est calculé par |’ équation suivant:

R(%)= (M1-M0O/ M) x 100

Oou’:
R(%): Rendement en % ;

MO: Masse de bicher vide;
M 1: Masse de bicher aprés évaporation ;

M : Masse de matiére séche.

2. Evaluation destaux des composés phénoliques

2.1. Dosage des polyphénols totaux

% Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteau, mélange de I’ acide phosphotungstique (H3PW120o)
et  d'acide phosphomolybdique (H3PM012040), est réduit en présence des phénols totatix
en un mélange d'oxydes bleu de tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MogO23). La
coloration bleu produite est proportionnelle au taux des composeés phénoliques présents
dans le milieu réactionnel. Cette coloration possede une absorption maximum aux
environs de 750 a 760 nm (Rayan ,2013).

“+ Mode opératoire

L e protocole que nous avons suivi pour le dosage des polyphénol s totaux contenus
dans nos extraits est celui décrit par (Ryan, 2013). Un volume de 200 ul de I’extrait
des graines de pin solubilisé dans |’ éthanol (1 mg/ml) a é&é mélangé avec 1.5 ml de réactif
Folin-Cioclateu (0.1 N). Le mélange a été incubé pendant 5 mn a I’ obscurité puis 1,5 ml

d'une solution de carbonate de sodium (N&COz) a 6 % lui a été additionnés. Apres

16



Chapitre 11 Matériel et méthodes

agitation et incubation a température ambiante pendant 2 heures, |’ absorbance (Abs) a é&é
mesuré a 765nm contre un blanc préparé dans |les mémes conditions mais ne contenant pas
d extrait végétale. Les mesures ont été realisées trois fois de fagon indépendante

% Expression derésultats

La concentration des phénols totaux a été déterminée en mg équivalent d' acide
gallique par gramme d’ extrait sec calculé en se référent & une courbe d’ étalonnage réalisée

dans les méme conditions réactionnelles avec I’ acide gallique comme phénol standard.

2.2. Dosage des flavonoides

La détermination quantitative des flavonoides d’ extrait méthanolique des graines de

pin est élaborée par la méthode colorimétrique de Dejdanne et al., (2006).

« Leprincipedela méthode

La méthode colorimétrique de dosage des flavonoides repose sur la capacité de ces
composes a former des complexes chromogenes avec le chlorure d auminium (AlCls), qui
donne a la solution une coloration jaunétre dans I’absorption maximal et la longueur
d onde a448 nm, contre un témoin préparé dans les mémes conditions et ne contenant pas

I’ extrait des graines de pin. Le protocole de dosage est présenté dans la figure suivante.

1 ml d'extrait (Img/ml de méthanol)

!

+1ml d'AlClza2%

!

Agitation puisincubation al’ obscurité pendant 10 mn atempérature
ambiante

!

Lire |’ absorbance a 448 nm

Figure 06 : Mode opératoire de dosage des flavonoides (D danne et al., 2006).
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% Expression desrésultats
La concentration des flavonoides présents dans I’ extrais est déduite a partir d’une
gamme d’ étalonnage, établie dans les mémes conditions avec la quercétine et est exprimée

en mg équivalent de quercétine par gramme de I’ extrait sec (mg EQ/g d’ extrait sec).

3. Etude del’ activité antioxydant del’ extrait desgrainesde pin
3.1. Test d’activité scavenging du radical ABTS*

< Principe

Ce test est basé sur la réduction de radical libre ABTS** qui présente une coloration
bleu verte sombre, par des molécules a activité antioxydant. La forme réduite confére une
décoloration jaune pale. L’intensité de la décoloration, dépendent de la nature et la
concentration de |a substance anti radicalaire.

+» Mode opératoire

e Leradical d ABTS aété préparé en mélangeant 1.54 mg d’ ABTS" avec 2.5 mg du
persulfate de potassium, le mélange est conservé a |’'obscurité pendant 16h avant
I” utilisation. La solution obtenue est diluée pour obtenir une absorbance de 0.7 a 734 nm.

e un volume de 2 ml de la solution diluée est d’ une part goutée a un volume de
20ul d'extrait méthanolique des graines de pin a différentes concentrations (100, 200, 400,
500, 800 et1000 pg/ml), et d autre part, a 20uL de Trolox utilise comme standard a
différentes concentrations (10,20, 40, 50,80 et 100 pg/ml) le blanc contient tout les réactifs
sauf I’ extrait a tester. Apres 6 mn d'incubation a |’ obscurité, |I” absorbance a été mesurée a
734nm (Djeridane et al., 2006).

s Expression desrésultats
L’ activité antioxydant a été exprimée en pourcentage d'inhibition du radicale

ABTS' selon laformule suivante:

(%) d’inhibition du ABTS* = (Ac-Ae /Ac). 100

Ac : Absorbance du contréle;

Ae : Absorbance de |’ échantillon.
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3.2. Test de pouvoir réducteur

< Principe

Le pouvoir réducteur d’ un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Le but de
cette technique est de mesurer |a capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe*)
présent dans le complexe ferricyanure de potassium KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*). En
effet le Fe** participe a la formation du radicale Hydroxyle par la réaction de Fenten
(Stéphanieet al., 2009).

% Mode opératoire

e 1ml dextrait métnalolique des graines de pin a différentes concentrations (100,
200, 400, 600, 800et1000ug/ml) est mélangé avec 1ml d’'une solution tampon phosphate
0,2 M (pH 6,6) et 1ml d une solution de ferricyanure de potassium KzFe(CN)s a 1%.
L’ensemble est incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 min, ensuite 1ml d’acide
trichloracétique a 10% est gjouté au milieu réactionnel. Les solutions sont centrifugées a
3000 rpm pendant 10 min. Un aliquote (2,5ml) de surnageant est combiné avec 1,5ml
d eau distillée et 1ml d’une solution aqueuse de FeClz (Chlorure ferrique a 0,1%.).

e |la BHA a é&¢é utiliste comme un contréle standard. Les absorbance ont été
mesurées a 700 nm contre un témoin contenant tout les réactifs sauf I’ extrait. Une
augmentation de |’ absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des

extraits testés.

% Expression desrésultats
Le pouvoir réducteur est déterminé par la variation des DO a700 nm en fonction de

|a concentration.

4. Etude In vitro de I’ effet anti-thérmodénaturant d’ extrait méthanolique

desgrainesdu pin.

Pour évaluer I’ activité anti-inflammatoire d extrait des graines de pin, un test par la
méthode turbidimétrique a été réalisée In vitro contenant I’ovalbumine extraite du blanc
d ceuf utilisé comme modele d’ étude (Adarsh Vermaet al., 2011).
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4.1. Extraction de|’ovalbumine

Les ceufs ont été achetés d’ une supérette d'alimentation puis nettoyés avec de |’ eau
distillée. L’ extraction de I’ovalbumine a partir du blanc d ceuf de poule a été réalisée
suivant le protocole décrit par Anderson, (2013). Dans un bécher mis dans un bain de
glaces, un blanc d'ceuf a éé mélangé a 50 ml du tampon phosphate (0.1M, pH=6.6) et
homogénéisé sous agitation magnétique pendant 5 mn. L’homogénat obtenu d aspect
trouble a été ensuite centrifugé a 3000 rpm (4°C) pendant 5 mn, puis filtré sur bande a gaz
pour éliminer les globulines precipitées. Le filtrat obtenu est riche en ovalbumine, a été
ensuite fractionné en des aliquotes de 3 ml et congelé a 20°C. Apres |’ extraction on a testé
I’effet tde trois paramétres (la concentration, température, éthanol) sur la dénaturation

thermique de I’ ovalbumine.

+¢ Effet dela concentration d’ ovalbumine en fonction de temps

La cinétique de dénaturation de I’ovalbumine a différentes dilutions (1/25, 1/50,
1/75, 1/100.) a été suivie en fonction de temps d’incubation de 0 -60 mn aune température
de 70°C.

« Effet detempérature
Pour évaluer |’ effet de la température sur la dénaturation de I’ ovalbumine, on a réalisé
un test avec la dilution 1/50 de I’ ovalbumine aux températures 60°C, 70°C et 80°C. Les
densités optiques sont mesurées a 660 nm.

< Effet del’éhanol

L’ effet de |'éthanol a différentes concentrations (0, 2,5, 5, 7,5 10%), sur la
dénaturation de I’ ovalbumine a été suivie dans les mémes conditions précédemment citées
avec une dilution de I’ extrait ovalbumine de 1/50.

4.3. Mesure de I'activité anti-thérmodénaturation de I’extrait méthanolique des
grainesdepin
“+ Mode opératoire

20 mg d'extrait de grain de pin a été solubilisé dans 2 ml d'éthanol 50%, puis
différentes concentrations de cette solution (0, 100,200,400 pug/ml) ont éé méangees
avec 7,6 ml d une solution d’ ovalbumine diluée a 1/50 dans un tampon phosphate (0,1 M,
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pH=6,6), le mélange est incubé dans un bain marie a70°C. Les densités optiques sont lues
a660nm (Adarsh Vermaet al., 2011).

s Expression desrésultats
Le taux d'inhibition de la dénaturation thermique de I’'ovalbumine a 70°C est

exprimé par |’ expression suivante :

Taux d’inhibition (%)= (AAbsc- AAbs/ AAbsc).100

Ou:

Absc: variation d’ Absorbance a 660nm de I’ ovalbumine en absence d’ extrait des graines
de pin (contréle) ;

Abse: variation d’ absorbance a 660nm de I’ ovalbumine en présence de |’ extrait de pins
(essai).
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Chapitre 111 Résultats et discussion

1. Rendement d’ extraction méthanolique

Les résultats de rendement de notre extrait méthanolique des graines de pin, apres
différentes étapes d’ extraction (figure 4) est de 30% (30mg d’ extrait sec /g matiéres seche).
En comparent aux résultats des travaux de lantto et al., (2009) et Su et al.,2009) sur les
graines de Pinus sibirica et Pinus koraiensis dont les rendements d extraction sont
respectivement (21.5mg/g) et (35mg/g), on remarque que le rendement de notre extrait est
inférieur de celui de Pinus koraiensis et supérieur acelui de Pinus sibirica .

Cette déférence entre les rendements d’ extraction des composés phénoliques entre les
différentes especes de méme genre peut étre due a plusieurs facteurs physico chimiques, aussi
al’espéce. La maturité des graines joue un réle primordial dans le rendement d’ extraction. La
taille homogene de la poudre fine peut aussi influencer sur le rendement d’ extraction, cette
forme fine permet d’avoir une meilleure interaction entre le solvant et la surface des
particules. Cette déférence peut étre due aussi ala nature de solvant d’ extraction utilisé, dont

I’ extraction avec méthanol /eau (v/v) donne un meilleur rendement (Silva et al., 2007).

2. Taux en phénolstotaux et en flavonoides

L’analyse quantitative en phénols totaux et en flavonoides, montre que |’ extrait
méthanolique des graines de pin contient des taux en phénols totaux et en flavonoide de
11.56mgEAG/g d' extrait sec et 3.18mgEQ/g d’ extrait sec respectivement (Figur e 05).

14 -
12 - J;
o0
= 10 - 11,5674095
£ 2
s 8-
e
o
£ 61
8
5 4
o
2 | L
0 T
phénols totux flavonoides

Figure 05: Taux des phénols totaux et de flavonoides en mg EAG/100gd’ extrait sec et en mgEQ/g

d’ extrait sec respectivement.
Les taux de métabolites secondaires polyphenols totaux et flavonoides des graines de

Pinus canariensis et Pinus pinastre, obtenus par Kadri et al., (2014), sont de méme ordre de
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grandeur des taux gue nous avons obtenus 11,56 mg EAG/g d’ extrait sec de phénols totaux et
3,18mg EQ/g d' extrait sec de flavonoides. En effet, Kadri et al., (2014) ont montré que les
extraits de Pinus canariensis et Pinus pinastre, contiennent respectivement 7,67mg et 9,23
en mg AG/ g d’ extrait sec en polyphenols totaux et de 0,75 et 1,42 mgEQ/g d’ extrait sec en
flavonoides. Par contre, pour les graines de Pinus pinea, il a éé démontré que les taux de
phénols totaux de leurs extraits métanololiques sont largement plus faibles de 0,23 mg
EAG/g d extrait sec (Nasri et al., 2004).

La variation des taux en phénols totaux et flavonoides dépend de la variabilité des
espéces. Elle est probablement induite par différences dans les métabolismes entre celles-ci
(Tovar et al., 2002). Plusieurs auteurs ont également rapporté que la variation des teneurs en
phénols totaux et flavonoides peuvent étres liés aux origines géographiques ce qui pourrait
expliquer le cas des graines de Pinus pinea qui présentent des faibles teneurs en phénols
totaux. Autres auteurs ont mis en évidence d'autres parametres sur la teneur en phénols
totaux et flavonoides comme I’ état des graines et les paramétres d’ extraction (Servili et al.,
2004).

3. Activité anti-radicalaire ABTS*

Pour étudier I’ activité anti-radicaaire, le test de I'ABTS" été utilisé. Les résultats de
I’ activité anti radicalaire obtenus pour le trolox , phénol de synthése utilisé comme référence

et pour |” extrait de pin sont représentés dans la figur e 06.

D’ apreés ces résultats, qu’ils soient pour le Trolox ou pour I’ extrait de plante, on observe
gue I'activité anti radicalaire évolue avec la concentration. A concentration égale de
100ug/ml, le taux d’'inhibition du radical ABTS pour le Trolox est d environ 70%, par contre
pour |’ extrait de plante, il N’ est seulement que de 15%. En estimant I'|C50, I’ extrait de plante
est trés peu efficace par rapport au Trolox. En effet, IC50 pour le Trolox est de 70ug/ml alors
que pour I’ extrait de pin il est largement supérieur a Img/ml.
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Figure: Taux d'inhibition de radical ABTS** a différentes concentrations de Trolox (a) et del’ extrait

métnanolique des graines de pin (b).

Les résultats présentés dans la Figure 06 montrent que |’ extrait méthanolique des
graines de pin contient des composés antioxydants capables de réduire le radical ABTS'. En
comparant les résultats enregistrés par (Stephanie et al., 2009) sur I’activité inhibitrice de
radical ABTS" d' extrait d' écorce de pin maritime qui est de I’ ordre de 76,71%, on remarque
gue leur activité est supérieure a celle trouvée par notre extrait. Cependant, si on compare
notre résultat avec I’ effet inhibiteur de radical ABTS' des extrais methanoliques des graines
de Abdmoschus moschatus (Ambrette) qui possede un taux d'inhibition de 1.48%
(Stephanie et al., 2009). Ce dernier montre une activité inférieure a celle trouvée dans notre
extrait. La différence de taux d’inhibition de radical ABTS" de notre extrait des graines de
pin, des grains du Abelmoschus Moschatus et de celui de I’ écorce de pin maritime peut étre
due aladifférence des espéces, I'organe é&udié, ainsi que leur genre. En effet, I activité anti
oxydants des plantes due a leur teneur en extrais phénolique et leur composition en
métabolites secondaires qui peut expliquer la variation des taux d'inhibition de radical
ABTS'. Ces antioxydants peuvent étre affectés par plusieurs facteurs tels que les conditions
de la croissance et la maturité des organes étudiés. La différence des taux d’inhibition peut
étre attribuée aussi ala variation des conditions de manipulation, la qualité et la concentration

du radicale utilisé dans | e test antioxydant et aux conditions expérimental es.
4. Lepouvoir réducteur

Pour évaluer le pouvoir réducteur d’ extrait méthanolique des graines de pin, on a suivi

la réduction de Fe** par un éectron provient de I’ extrait. Les résultats obtenus par la BHA,
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polyphénols synthétiques, utilisee comme contrble standard et ceux I’extrait de pin sont

représentés dans lafigure 07.
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Figure 07: variation des DO de I’ activité réductrice de Fe** pour différente concentration de la BHA
(a) et de !’ extrait méthanolique des grains de pin (b).

D’ apres les résultats obtenus (Figure 07), on remargque que la capacité réductrice de
Fe** est proportionnelle a la concentration, qu’il soit pour la BHA ou par I’extrait de graines
de pin. Si on compare le pouvoir réducteur d extrait de graines de pin avec celui de BHA on
remargue gue leur pouvoir réducteur a une concentration de 100g/m de la BHA présent une
DO égae a 1.44, et de 0,051 pour I’ extrait, cette DO est inférieur a celle enregistrée par la
BHA. La variation de pouvoir réducteur de BHA et celle d extrait peut étre due a la

composition quantitative est qualitative des antioxydants présentes dans les graines de pin.

5. Activités inhibitrice de la dénaturation de |I’ovalbumine des extraits des

grainsdepin

Les protéines sont des constituants indispensables a I’ organisme humain. Elles assurent
des fonctions physiologiques essentielles. En effet, le disfonctionnement d’ une protéine dans
I’organisme, induit par des agents physiques ou chimigues constituant une des causes
d’induction dun processus inflammatoire. Dans le but de maintenir la stabilité des protéines
et de minimiser ses dommages dans I’ organisme, on a examiné |’ effet d’ extrait des graines de
pin sur la thermodénaturation des proténes globulaires. La protéine modéle pour ce travail,
est I’'albumine sé&rique humaine. Mais en raison de non disponibilité en quantité suffisante de
cette protéine, nous avons utilisé I’ ovalbumine de blanc d’ ceuf. L’ ovalbumine est une protéine
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de blanc d'ceuf qui représente pré de 54% de ses protéines totales. Elle est fortement
hydrophobe, elle est trés sensible aux conditions environnementales (pH, température...).
(Huntington & stein, 2001).

e Effet dela concentration d’ovalbumine

La cinétique de la dénaturation thermique a une température de 70°C de I’ ovalbumine
pour les dilutions 1/25, 1/ 50, 1/75 et 1/100 est présentée par la variation des DO a 660 nm en

fonction de temps présenté dans la (Figur e 08).
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Figure 08: Variation des DO a 660 nm de I’ ovalbumine incubée & 70°C en fonction du

temps pour différentes concentrations de la protéine.

D’apres les résultats de la  Figure 04, quelque soit la dilution d ovalbumine, la
variation des DO augmente en fonction du temps. On remarque qu’ apres 60 mn, plus la
dilution d ovalbumine est grande plus les variations des DO sont faible, dont les DO des
dilutions 1/25, 1/50, 1/75¢et 1/100 sont 0.288, 0,9, 0,86 et 0,06 respectivement. La différence
entre ces variations peut étre due a la concentration d ovalbumines contenue dans chague
dilution. On conclue que plus la concentration d une protéine est éevée plus les variations

des DO de la thérmodénaturation augmentent

o Effet del’ éthanol
La cinétique de la dénaturation thermique a une température de 70°C d ovabumine
pour les déférentes concentrations d éthanol, présentée par la variation des DO a 660nm, en

fonction de temps est illustrée dans la (Figure 09).
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Figure 09 : Variation des DO 4660 nm de I’ ovalbumine incubé a 70°C en fonction du temps

pour différentes concentrations d’ éthanol.

D’apres les résultats obtenus de la Figure 09, on observe que quelque soit la
concentration de I'éthanol la variation des DO est augmentée en fonction de temps. On
remargue auss qu’a chaque fois la concentration de I’ é&hanol augmente, la variation des DO
diminue. Le résultat obtenus montre que I’ éthanol a 7,5% et 10% présente un bon effet
thermostabilisateur de d ovalbumine dont les DO aprées 60 mn sont 0,52 et 0,014
respectivement. Alors que I'éhanol a 0% et 2,5% ne présente pas un effet sur la
thermostabilisation de |I’ovalbumine. La stabilité de cette protéine peut étre due a I’ effet du

solvant (éthanol, eau), qui provoque lathermorésistance de |’ ovalbumine.

e Effet detempérature

La cinétique de dénaturation d’ovalbumine est exprimée en variation des DO en

fonction de temps a des températures 60°C, 70°C et 80°C est présentée dans laFigure 10.
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Figure 10: Variation des DO &660nm de I’ ovalbumine par une dilution /50 a différente température

en fonction de temps.

Les DO de la dénaturation thermique d’ovalbumine aprés 60mn, a une température
ambiante est trés faibles de 0.008 par apport a celles incubées a 60°C ,70°C et 80°C, les DO
augment jusgu'a 0,12 pour la température 80°C. Pour les trois températures 60,70 et 80°C, on

remargue une |égére déférence des DO qui est approximativement égale a 0.02.

On peut expliquer I’augmentation de la dénaturation thérmique, par I'effet de la
température élevée qui rompent les liaisons d'interactions faibles, tels que les liaisons
hydrogéne, qui conduit au dépliement de la structure générale de la protéine, et par

conséquence de la perte de safonction (Naotoshi et al., 2001).

6. Effets inhibiteurs d’extrait de pin sur la dénaturation thermique

d’ovalbumine

Pour évaluer |’ activité anti-inflammatoire In vitro des extraits methanoliques des graines
de pin a différentes concentration, on a testé I'inhibition de la dénaturation thermique de
I”’ovalbumine. Les taux d inhibition pour déférentes concentrations d’ extrait des grains de pin

sont présentés dans la (Figure 11)
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Figure 11: Taux d'inhibition de la dénaturation d’ ovalbumine a différentes concentrations des extraits

méthanoliques des graines de pin et Diclofenac.

Les résultats obtenus, gu’il soit par I’ extrait métnaolique des graines de pin ou celui de
diclofenac montrent une activité inhibitrice de 91,% et 96,6% respectivement de la

dénaturation thermique d’ ovalbumine a une concentration maximale de 100 pg /ml.

La variation des taux dinhibition pour les deux substances est augmentée
proportionnellement en fonction de la concentration. Donc on constate que notre extrait aun
pouvoir stabilisateur de I’ovalbumine. La stabilité des protéines par I’ extrait des graines de
pin met en jeu probablement des métabolites secondaires, dont I’ action stabilisante résulterait
de I’ éablissement d’'interactions de types polaires et/ou hydrophobes avec les résidus d’ acides

aminés de surface de la protéine (Pelletier, 2009).
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Conclusion et perspectives

La régne végétal est une source inépuisable de molécules peuvant présenter un
intérét thérapeutique. Notre étude est consacrée a |’ extraction et le dosage des composés
phénoliques des graines de pin, obtenus par macération a méthanol. Le rendement en
composé phénoliques a éé jugé comme satisfaisant (30 mg d’extrait sec /g de poudre

seche).

L’ évaluation du contenue des phénols totaux et des flavonoides, est effectué par la
méthode de folin -ciocateau et celle de chlorure d’aluminium (AICI3) respectivement,
révélent |la présence des quantités moyennement importantes en phénols totaux (11.56 mg
EAG/g d extrait sec) et (3.18 mgEQ/g d’ extrait sec) des flavonoides.

Le potentiel anti radicalaires des extrait des graines de pin a été déterminé par la
méthode anti radicalaire ABTS** et la méthode de pouvoir réducteur dont les résultats
montrent que ces extrais possedent une bonne activité antioxydant. Donc ces graines

contiennent des molécules considérées comme des agents antioxydants potentiels.

Au cour de cette études nous avons réalisé un test anti inflammatoire par I’ activité
de I'extrait a stabiliser la protéine (ovalbumine) contre la dénaturation thermique, dont
I efficacité est tres proche a celle de I’ anti inflammatoire non stéroidien de déclofénac (91,

31%) pour le déclofénac et (96.6%) pour |’ extrait métnanolique des graines de pin.

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs, connues
par leurs propriétés thérapeutiques. Une éude antioxydant et anti-inflammatoire nous

permet de conclure que les graines de pin sont de bonne source en antioxydants.

Notre pays possede une biodiversité immense de plantes médicinales qui se
caractérisent par un réservoir assez important de métabolites avec des caractéristiques
thérapeutiques et pharmacol ogiques particulieres qui demande :

e D’étre plus exploitées par les chercheures et faire des éudes biochimique sur des
plantes notamment le genre pinus

e De déerminer des nouvelles substances naturelles pourront répondre aux
différents problémes de santé et d’ é&tre une alternative des médicaments synthétiques.

e De développer des médicaments anti radicalaires a base de plantes doués d’ une

activité antioxydant et anti inflammatoire.
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Annexe(0l:
Réactif et solution pour le dosage des polyphenols et flavonoides
¢ Folin-ciocalteu a 10% : 10ml du réactif de folin-ciocalteu dans une fiole gaugé de
100ml et compléter au trais de gauge avec I’ eau distillée.
e Na2CO3 a 6% : 6g d’ AlCI3 dans 100ml d’ eau distillée.

Courbesd’ éalonnages
v" Courbe d' étalonnages pour |e dosages des polyphénols totaux (référence

I"acide gallique).

y =0,0421x - 0,0094
R?=0,9964
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Figure Ol : Variation de |’ absorbance & 765 nm en fonction de la concentration de |’ acide

galique.

v' Courbed’éalonnage pour dosage des flavonaoides (r éférence quer cétine)

Abs a 448 nm

40
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Figure 02 : Variation de |’ absorbance a 448nm en fonction de la concentratio de la
quercétine
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Résumé: le pin est I'une des plantes médicinales traditionnelles qui possede de
nombreuses propriétés biologiques, qui sont attribuées & sa richesse en composés
phénoliques. Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés a |’ extrait
méthanolique des graines de pin et son effet anti inflammatoire, le test anti thermo-
dénaturation d’ ovalbumine, ainsi gqu’'a son effet antioxydant, en utilisant |e test de pouvoir
réducteur et |’ effet anti radicalaire ABTS. Les résultats de dosage montrent |a richesse
d extrait en phénols totaux (11,56mg/g), suivi des flavonoides (3,18mg/g). Une
concentration maximale dextrait (Img/ml), présente un pouvoir réducteur d'une
absorbance de 0.6 nm et inhibe 22% de radiclle ABTS. La concentration 400ug/ml
d extrait posséde un taux de 96% d’ inhibition de la dénaturation thermique d’ ovalbumine.

Mots clés: Le pin, polyphénols totaux, flavonoides, activité anti inflammatoire, activité
antioxydant.

Abstract: the pine is one of the traditional medicinal plants which have many biological
properties, which are alotted to its wealth of phenolic compounds. Within the framework
of this works, we were interested in the extract methanolic of pine seeds and its anti
inflammatory effect; the test anti thermo denaturation of ovabumin, thus its antioxydant
effect, by using the test of reducing power and effect scravenging activity of ABTS. The
results of proportioning show the richness of extract out of total phenols (11,56mg/g),
followed flavonoides (3,18mg/g).A maximum concentration of extract (Img/ml), presents
a reduction of an absorptance of 0.6 nm and inhibits 22% of radical ABTS. The
concentration 400ug/ml of extract has a rate of 96% of inhibition of the thermal
denaturation of ovalbumin.

Key words: The pine, phenols total, flavinoides, inflammatory anti activity, antioxydant
activity.
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