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I ntroduction

On alongtemps employé des remédes traditionnel s & base de plantes sans savoir a quoi
étaient dues leurs actions bénéfiques. Apres plusieurs éudes, on a su qu’elles éaient pour la
majorité attribuées aux composeés secondaires dont les alcaloides, |es terpéenes et |es composés
phénoliques. Les polyphénols sont en effet doués de multiples vertus thérapeutiques,
pharmaceutiques, cosmétologiques et agroalimentaires : ils jouent un réle trés important,
principalement, dans la lutte contre les cancers, les maadies cardiovasculaires et la
péroxydation lipidique, expliquant de ce fait leur grande utilisation dans la fabrication des
médicaments. IIs interviennent aussi dans la protection des plantes contre les différentes
attaques microbiennes (surtout fongiques) risquant de causer la perte d’ une grande quantité de
végétation.

Actuellement, le dével oppement des méthodes d’ extraction et destechniques d’ anal yses
physico-chimiques et biologiques a permis une meilleure connaissance de la composition des
plantes. Larecherche des extraits végétaux riches en molécules afort pouvoir antioxydant et la
mesure de |’ activité antioxydant dans différents milieux restent des domaines de recherche
importants.

A |"heure ou I’ efficacité est devenue une des caractéristiques principales d’ une bonne
technique d extraction, I’extraction des polyphénols assistée constitue une aternative trés
intéressante qui peut permettre des durées d’extraction courtes tout en maintenant des
rendements éevés.

C’est dans ce contexte de I’ é&ude de I’ extraction et de la stabilité des polyphénols que

notretravail aprisnaissance. Le programme de recherche s articul e autour des axes principaux :

Tester I’ effet inhibiteur de Fraxinu sangustifolia et Pistacia lentiscus sur I’ activité NADH

oxydase et fractionner I’ extrait ayant exhibé une meilleure inhibition.

Tester I’ effet inhibiteur des fractions sur I’ activité NADH oxydase.

o
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Chapitre.l. La Xanthine oxydoréductase

. Laxanthine oxydoréductase

La xanthine oxydoréductase (XOR) est un complexe métalloflavo-protéique, qui a été
découverte la premiere fois dans le lait bovin par Schardinger (1902). Elle existe sous deux
formes inter-convertibles : 1a xanthine déshydrogénase qui est laforme la plus dominante et la
xanthine oxydase. Chez les mammiféres, la XOR existe originalement sous la forme
déshydrogénase (XDH), mais €elle peut étre convertie en forme oxydase (XO) durant le
processus de I’ extraction de la purification par des modifications qui sont :

-Soit réversibles par oxydation desrésidus sulfhydrile (SH) en utilisant des solvants organiques
ou par incubation anaérobique. Cette conversion est accomplie par modification de cystéine :
Cys 535 et Cys 992 (Enorth et al., 2000).

-Soit irréversibles par protéolyse en utilisant des enzymes protéol ytiques comme latrypsine, la
chymotrypsine et la pancréatine (Della Corte et al., 1969). Latrypsine clive la XDH apres la
lysine (Lys 551) et la pancréatine clive apres Leu 219 et Lys 569. Par contre, les formes
déshydrogénase de la poule et la drosophile ne sont pas converties en forme oxydase (XO)
(Nishino et al., 1997).

La XOR peut réagir avec plusieurs substrats dont les purines, les pyrimidines et les
ptérines (Krenitsky et al., 1974). La propriété cataytique principale la plus connue est le
catabolisme des purines ou elle convertit I'hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide
urique qui est le produit final du catabolisme des purines chez I'nomme. En outre, cette réaction
est accompagnée de la production du superoxyde et du peroxyde d' hydrogéne (Parks et al.,
1986), d'ou lerdle attribué ala XOR dans |e stress oxydatif.

La XOR intervient aussi sur un autre aspect en utilisant le NADH comme substrat. En
effet, la XOR catalyse la transformation du NADH en NAD™ tout en produisant des radicaux
libres (Atmani et al., 2005). L’ avantage de cette deuxiéme voie est qu’elle peut étre mise en
place sans conversion de la XDH en X O, puisgue la XDH dégrade le NADH aussi bien que la
XO.

La XOR existe chez les mammiféres sous forme déshydrogénase, mais peut étre
convertie sous forme oxydase soit d'une maniére irréversible ou réversible. Les réactions des
deux enzymes impliquent des substrats analogues avec des accepteurs d’ électrons différents
(Engerson et al., 1987).
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La différence est observé au niveau du cofacteur flavine et ses accepteurs d’ électrons ; la XO
accepte I’ O2 comme substrat réducteur tandis que la XDH utilise le NAD™. Le site de liaison
NAD situé a coté de laflavine est instable chez la XO ; en revanche il est stable chez la XDH
(Mc Manaman et al., 1996).

.1. Réledela XOR

e ROdlesphysiologiques
La (XOR) est une enzyme qui a une propriété catalytique trés importante dans le
catabolisme des purines en urate. La XOR a des propriétés antimicrobiennes par sa capacité
d’inhiber 1a croissance bactérienne. Une activité anti-oxydante est attribuée a |’ enzyme par le
biais de la production de I’ urate. La XOR est suggérée d’ avoir un réle dans d’ autres processus
physiologiques tel que les mécanismes de transduction du signal (M eneshian and Bulkley,
2002).
e ROdles physiopathologiques
La XOR est également une source importante de radicaux libres (superoxyde) ; elle
produit I’ O et e H20..Ces deux especes oxygenees peuvent étre par la suite des précurseurs
des autres especes réactives de I’ oxygene (ROS) ou du nitrogéne (RNS) qui sont impliquées
dans les grands dommages cellulaires et tissulaires. Ces especes réactives peuvent induire un
changement structural des molécules biologiques; les lipides, les protéines et I’ ADN. La XOR
joue un réle important dans différentes formes de pathol ogies humaines telles que les maladies
inflammatoires, les Iésions post-ischémiques, les dommages tissulaires et vasculaires et les

mal adies cardiagues chroniques (Pacher et al., 2006).

L e systéme enzymatique xanthine /xanthine oxydase intervient aussi dans|a production
du superoxyde au cours de I’ oxydation de la xanthine en acide urique. La production d’ espéces
réactives de I’ oxygene par la xanthine oxydase est faible en condition basale, mais jouerai un
réle important lors de I'ischémie-réperfusion (Ling, 2001).

Laxanthine oxydase catal yse |a dégradation de I” hypoxanthine en acide urique en condition
de forte demande en ATP et déficit en oxygene, notamment lors d’ischémie-reperfusion ou
d hypoxie. Pendant cette réaction, I’ oxygene moléculaire agit comme un accepteur d’ électron
produisant ainsi I’ O»(Gar ait, 2006).
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|.2. Lesinhibiteursdelaxanthine Oxydoréductase

1.2.1. Leslnhibiteurssynthétiques

e L’allopurinal
L’ allopurinol est un analogue de I hypoxanthine, dans lequel les atomes N et C en position 7 et
8 sont interchangés (Iwata et al., 1998), considéré comme inhibiteur compétitif de la Xantine
oxidase (Chang et al., 1994).

o Salicylate
Le salicylate est un inhibiteur compétitif dela X O, et interagit avec plusieurs acides aminés du
site actif (Arg 880, Phe914, Thr 1010, et Glu 1261) (Danny et al., 2002).

e Arseniteet lecyanure
L’ arsénite agit en bloquant le transfert des é ectrons du centre molybdéne versles centres Fex/S,

et FAD. Le cyanure a son tour agit en libérant le soufre du site Mo (Ellis et al., 2000).

e Lediphényliodonium
C’est I'inhibiteur spécifique del’ activité NADH oxydase de laxanthine oxydoréductase ; il agit
préférentiellement au niveau du site FAD, contrairement aux inhibiteurs de I’ activité xanthine

oxydase qui agissent au niveau du site molybdéne. (Lin et al., 2002).

[.2.2. Lesinhibiteursnaturelsdela XOR

e L’acideurique
L’ acide urique est un inhibiteur compétitif de la XOR gréce a son analogie au substrat. Il
favorise laréoxydation dela XOR (Radi et al., 1992).

e Lescomposés phénoligues dont on cite:
Acide Galligue, et I’ acide ellagique (Reber eau, 1992).
Flavonoides: lesflavonols (le kaempferols, laquercétine (Aucomp et al., 1997). Coumarines:
Esculetine (Chang et al., 1994).
Quinones: L’ dizarine (Sheu et al., 1997).
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L es composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux qui ne sont pas
essentiels a la vie des plantes, par opposition aux métabolites primaires qui alimentent les
grandes voies du métabolismebasal. Cependant, ils sont essentielsdans|'interaction de laplante
avec son environnement (Degardin, 2008). Les polyphénols sont subdivisée en plusieurs
catégories qui sont les acides phénoliques, lesflavonoides, lestanninsissus delapolymérisation
desflavonoides, leslignanes qui, avec lesisoflavones, sont nommés aussi des phyto-cestrogenes
(Martin et al., 2002).

Les polyphénols sont capables de piéger les radicaux libres générés en permanence par
notre organisme ou formés en réponse a des agressions de notre environnement (cigarettes,
polluants, infections,....) qui favorisent le vieillissement cellulaire. Ingérés avec nos aliments,
ces composes renforcent nos défenses naturelles en protégeant les constituants tissulaires
(lipides et autres macromolécules) contre le stress oxydant et préviendraient ainsi les diverses
maladies chroniques associées, telle que le cancer, les maladies cardio-vasculaires ou
I’ ostéoporose. |ls peuvent aussi interagir de maniére spécifique avec des récepteurs cellulaires
telsquelesrécepteurs des cestrogenes et induire ainsi des effets plus spécifiques sur |’ organisme
(Scalbert et al., 2004).

I1.1.La biosynthése des polyphénols

11.1.1. Voiede shikimate

C’ est souvent la voie de biosynthése des composés aromatiques (la phénylalanine, la
tyrosine et le tryptophane) (figure 1). Ces acides aminés aromatiques sont, quant a eux,
synthétisés a partir du phosphoenolpyruvate et de I’ érythrose-4-phosphate au cours d’'une

succession de réactions appel ées voie de I’ acide shikimique (Hopkins, 2003).
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Figure (1) labiosynthése des composés phénoliques par lavoie de shikimate (Floss, 1997)
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11.1.2. Lavoiede polyacétate

C’ est ladeuxieme voie de biosynthese, laplus fréguente chez | es bactéries, champignons
et plantes inférieures. Elle consiste a réaliser non plus un seul noyau benzénique, mais un
ensemble de noyaux aromatiques par cyclisation d une chaine polycétonique, elle-méme

obtenue par condensation de groupement acétate (Buchanan et al., 2000).

11.1.3. Lavoie de phénylpropanoide

La voie de phénylpropanoide commence par la phénylalanine qui fournit en plus des
principaux acides phénoliques simples, coumarines, isoflavonoides, flavonoides, acide
salicylique, des précurseurs de lignine, qui est quantitativement le second biopolymere le plus

important apres la cellulose (Figure 2) (Portes, 2008).

11.1.4. Lavoiede biosynthése des flavonoides

Les flavonoides se trouvent d'une maniére systématique dans toutes les plantes
vasculaires, ouils peuvent étrelocalisés dans diversorganes: racines, tiges, bois, feuilles, fleurs
et fruits. Ils possédent tous le méme élément structural de base, car ils dérivent d'une origine

biosynthétique commune (Figure 3) (Maamri, 2008).
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Figure (2) Labiosynthese des composés phénoliques par la voie de phénylalanine (M ouffok, 2011).
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Figure (3) lavoie de biosynthése des flavonoides (Subsamanian et al., 2007).
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I1.2.Classification des polyphénols

On peut distinguer les différentes classes des pol yphénols en se basant d’ une part, sur le
nombre d'atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de sguelette de base. La
classification ci-dessous est basée sur le nombre de carbones dans le squelette de la molécule
(Tableau 1) (Pravo, 1998).

Tableau (1) classification des polyphénols (Pravo, 1998).

Classe Formule
Phénol smple C6
Acidehydroxybenzoique Ce6-C1
Acidehydroxycinnamique C6-C3
Coumarines C6-C3
Stilbenes C6-C2-C6
Flavonoides C6-C3-Co
Lignines (C6-C3) n
Tannins (C6-C3-C6) n

I1.3.R06le biologiques

Les polyphénols sont probablement les composés naturels les plus répandus dans la
nature et, de ce fait, sont des éléments faisant partie de I’alimentation. A titre d’ exemple,
I”’homme consomme jusqu’a 10g de ces composés par jour. Ces substances sont largement
utilistes en thérapeutique comme anti-inflammatoires, antiallergiques, inhibiteurs
enzymatiques, antioxydants, antiulcéreux, anti-tumoraux, antimicrobiens et anti-radicalaires
(Bahorun, 1997).

C'est ainsi que notre étude a porté sur I’ effet des extraits de deux plantes médicinales :
Fraxinus angustifolia et Pistacia lentiscus, largement utilisées en médecine traditionnelle, sur
I’ activité NADH oxydase de |a xanthine oxydoréductase, enzyme d’' une grande importance en

physiopathol ogie humaine.
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Matériels et Méthodes
[.1. Matériel végétal
Cette étude a été réalisée sur les extraits de feuilles de Pistacia lentiscus et d' écorces de

Fraxinus angustifolia.

I.1.1. Fraxinusangustifolia

Le fréne oxyphyle est un arbre a taille modéré, a tronc court, a écorce gris et a feuilles
cadugues, composés pennés, elle est d’ unedistribution variée, en régions méditerranéenne, dans
le sud de I’ Europe, I’ Ouest de |’ Asie (jusqu'al’ouest de I’ Iran) ; le nord de I’ Afrique (nord de
I’ Algérie et du Maroc) (Mahmoudi, 1990).

L’ écorce de Fraxinus angustifolia (Figure 04) a été utilisées par nos ancétres, depuis
des années, pour traiter les hémorragies passives, la goutte chronique, la lithiase biliaire et

surtout contre les fiévres intermittentes (Beloued, 1998).

Figure (1) représente I'écorce de Fraxinus angustifolia.

1.1.2. Pistacia lentiscus

Lelentisgue (pistacia lentiscus) est un arbuste poussant dans les garrigues et les maquis
des climats méditerranéens, (cette plante contient plusieurs familles de composés huiles
essentielles, polyphénals...etc), auxquels reviennent ses propriétés thérapeutiques et son
utilisation dans divers domaines, notamment en médecine traditionnelle (Derbel et Ghedira
2005; Abdelwahed et al., 2007). Pistacia lentiscus est utilisé contre les affections bronchiques,
lesirritations, les diarrhées, les ulcéres de |’ estomac et |es inflammations.
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Lesfeuillesde Pistacia lentiscus sont riches en composes phénoliquetel quelestannins,

les flavonoides glycosides, elles renferment aussi des huiles essentielles comme le pinéne et le

terpinen-4-ol (M essaoudi, 2005).

Figure (2) arbuste de Pistacia lentiscus.

1.1.3. Classification desdeux plantes

Tableau (1) Classifications des plantes.

Classification Fraxinus angustifolia Pistacia lentiscus
Régne Végéta Végétal

Division Angiosperme Magnoliophyta
Classe Dicotylédones Magnolipsida

Ordre Olédes Sapindales

Famille Oleaceae Anacardiaceae
Genre Fraxinus Pistacia

Espéce Fraxinus angustifolia Pistacia lentiscus
Nom commun Frene oxyphyle Lentiseque Pistacia
Nom local Asdlen, « dardar » Thidekth, Amadhagh
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Récolte

Les échantillons (écorce pour Fraxinus angustifolia et feuilles pour Pistacia lentiscus) ont

€été récoltés au niveau de larégion d’ Azru n Bechar a Amizour wilaya de Bejaia (juillet 2013).
Séchage

Les feuilles de Pistacia lentiscus et les écorces de Fraxinus angustifolia ont été séchées a
I"aire libre et atempérature ambiante.

Broyage

Le broyage de |’ écorce et des feuilles a été réalise avec un Broyeur électrique, pour obtenir

une poudre fine.
Tamisage

La poudre obtenue a été tamisée dans un premier tamiseur de 125 pum de diametre puis par

un deuxieme tamiseur de 63 um de diamétre afin d’ obtenir une poudre trés fine.

|.2. Méthodes

[.2.1. Extraction

Dans le but d extraire le maximum de composés nous avons utilisé une extraction
sélective avec plusieurs solvants (Atmani et al., 2009), avec quelques modifications. 500g de
poudre des deux parties de plantes ont été macérés dans de I’ é&hanol avec un rapport de 1 :4
(p/v). Le mélange a été laisse sous agitation pendant 24h. L’ extrait éthanolique obtenu a été
remis dans un mél ange eau/acétate d’ éthyle avec un rapport de 1 :3: 1 (p/v/v). Apres séparation
et séchage, la phase organique d’ acétate d’'éthyle subit une extraction avec un mélange

chloroforme /eau avec un rapport de 1 :3: 1 (v/v/v) (Atmani et al., 2009).

Lestaux d extraction ont été cal culés pour chague extrait comme suit :

P1-Po

Te (%)=| — [x100
P
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P1 : poids de la boite de pétri apres évaporation.
Po : poids de la boite de pétri avide

P:. poids total de I’ extrait.

[.2.2. Préparation delaforme déshydrogénase de la xanthine oxydor éductase

La XOR purifiée a étéincubée avec le dithiothreitol (DTT) (10mM), pendant 1H &437°C
avant chague expérience, puis passee a travers une colonne de sephadex G-25, préalablement

lavée avec un tampon bicine (50mM), pH 8,3 pour enlever le DTT.

[.2.3. Etudedel’activitéinhibitrice del’activité NADH oxydase

e Préparation des solutionstests

Lasolution d’ extrait est préparée comme suit : 10mg d’ extrait brut dissous dans 1 ml de
méthanol. Plusieurs molécules de référence ont été testées pour leur effet inhibiteur sur la
xanthine déshydrogénase. Les solutions ont été préparées de la méme fagon que les solutions

d extraits.
e Préparation dela solution tampon
Tampon Bicine (50 mM, pH : 8.3).
e Préparation dela solution de substrat (xanthine)

0,0076g de xanthine ont été dissous dans 2 ml de NaOH (0,2M), et le volume a été gjusté

jusqu’a 50 ml avec la solution tampon.

[.2.4. Etudedel’activitéinhibitricede la XOR par lesextraits

L’ activité de la XOR est mesurée par spectrophotométrie par la détermination de
I’ absorbance a 340nm (caractéristique de la diminution du NADH), consommé par la XOR.
L’ effet inhibiteur des solutions tests sur I’activité XDH est déterminé par la diminution de

I” absorbance comparée au controle.
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e Contrdle (sans extrait)

20 pL de la solution enzymatique sont additionnés a une solution contenant 1760 puL de
tampon Bicine (50mM, pH : 8.3), 20 uL de Méthanol et 200 uL. de NADH, la concentration de
I’ acide urique est estimée a 340 nm chague seconde pendant 3 min, lavitesse caractéristique de
chaque substrat est déterminée par le calcul de la moyenne des pentes AA (nm) / t (sec) des

trois essais réalisés. Le blanc est préparé de la méme fagon sans la solution enzymatique.
e Echantillon test (avec extrait)

Un volume de 20 pL de la solution enzymatique est additionné a une solution contenant
1760 pL du tampon Bicine (50 mM, pH : 8.3), 20 uL d’extrait (100png/ml) et 200ul de solution
xanthine. Le blanc est préparé de la méme fagon mais sans la sol ution enzymatique.

L’ activité inhibitrice (%) de la XOR est déterminée par la mesure de la diminution de

I” absorbance a 340nm caractéristique de ladiminution de la génération de I’ acide urique :

% d’inhibition = (1 — AA test / AA contrdle), ou :

AA contrdle : est le changement d’absorbance par seconde pour le test contrdle (sans extrait).
AA test : est le changement d’absorbance par seconde pour 1’échantillon test (avec extrait).

[.2.5. Chromatographie sur colonne de gel de sephadex LH 20

Préparation de la colonne Sephadex LH 20 : Ringage de la colonne avec du méthanol
24h avant | utilisation. Pour la préparation du gel : on a utilisé 30g de sephadex mis 24h avant

I’ utilisation, dans 120 ml de méthanol, pour étre gonfler et prét a utiliser.

L’introduction du gel de sephadex LH20 dans la colonne a été réalisée avec une micropipette,

puis lalaisser jusqu’ a décantation.

Nous avonsintroduit ensuite I’ extrait de |’ écorce de Fraxinus angustifolia. (800 mg de I’ extrait
agueux d’ éhyle acétate dissous dans 1 ml de méthanol), puis récupération des fractions apres

élution. Le méme protocole a été réalisé avec Pistacia lentiscus.
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1.2.6. Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince a été dga utilisé par (Zeljan et al., 2013) afin de
réalisé une détermination quantitative de Flavonoides et acide chlorogenique utilisant les
feuilles de Arbutus unedo. C'est la méme technique que nous avons utilisée dans le but de
caractériser les composés phénoliques de I’ écorce de fraxinus angustifolia et de feuilles de

pistacia lentiscus.

e Préparation des plaques chromatographiques

Les plagues ont été d’ abord nettoyées al’ eau distillée. Le gel est constitué de 60 g de
siliceméangés a 100ml d’ eau distillé. Puis, le gel a été étalé sur les plaques grace aun étaeur,
formant des plaques de 0.5mm d’ épaisseur. Les plaquesont été séchéesal’ air libre puisactivées
dans une étuve a 105C° pendant 30 min. Les plaques sont tracées par deux lignes, limitant la
distance de migration des extraits (14cm).Les extrais (800mg d’extrait dilué dans 1ml de
méthanol) et les standards (05mg dilué dans 1ml de méthanol) ont été déposés sous forme de

spots de 10 pl.

e Préparation dela cuve chromatographique

Le systéme utilisé est composé d' éthyle acétate (67,5 ml), acide acétique (7,43 ml),
acide formique (7,43 ml) et eau distillé (17,86 ml). Le mélange de solvants a été introduit dans
la cuve chromatographique, a environ 0.5 cm du fond de la cuve ; la cuve a été fermée pour

assurer la saturation en vapeur de solvants pendant au moins 02 heures.
e Dépdt del’échantillon sur la plague

L’ échantillon a été déposé al’ aide d’ une micropipette, puis les plaques ont été placées
danslacuve en position verticale. Lorsque le front du solvant setrouve al’ extrémité supérieure

delaplague, cette derniére est retirée.
e Observation sous UV

Apres séchage, les plagues ont été observées sous une lampe UV a 365nm dans le but

derévéler lesfractions ainsi que leurs aspects.
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e Révédation par lavanilline

Apreslarévéation, les plagues ont été pulvérisées par la solution de vanilline, préparée
avec 3g de vanilline, 50ml d’ éthanol et acide sulfurique. Les plaques sont ensuite dans une

étuve a 105C° pendant 15 a 30 mn, jusqu’ al’ apparition des taches colorées.
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Il. Reésultats et discussions

I1.1.Extraction
Afin de récupérer un maximum de substances actives, les feuilles de Pistacia lentiscus et
I’ écorce de Fraxinus angustifolia ont été sechéesal’ air libre. Dansle but d’ augmenter lasurface
de contact avec les solvants, |e broyage et |e tamisage ont été réalisés de maniére a récupeérer
une poudre de diamétre inférieur ou égale a63um.
L’ extraction est réalisée selon un protocole bien choisi utilisant plusieurs solvants pour
isoler les différents composes que contient la poudre et cela en fonction de leur polarité,

permettant ainsi leur fractionnement entre les phases polaires et apolaires.

Letaux d extraction de |’ extrait éthanolique a é&é calculé a partir de lapoudreinitiale et
la suite des taux a partir de |’ extrait issu de |’ étape précédente. Le tableau ci-dessous présente

les pourcentages d extraction des deux plantes

Tableau (1) Taux d extractions des différents extraits de I’ écorce de Fraxinus angustifolia et feuilles

de Pistacia lentiscus.

Solvant % d extraction de |’ écorce de | % d’ extraction de feuilles de
FA PL

Ethanol 4.81%% 17.07%

Acétate d éhyle 14.43% 64.05%

Aqueux acétate d' éhyle 57.42% 79.18%

Chloroforme 70.35% 22.08%

Aqueux chloroforme 7.11% 2.063%

Letaux d’ extraction le plus élevé est celui du chloroforme et I’ aqueux d’ acétate d’ éthyle
pour FA ; en revanche, les taux d’extraction les plus éevé pour PL sont |’aqueux acétate
d ethyle et acétate d’ éthyle. Les plusfaibles pourcentages obtenus sont ceux des extraits aqueux

de chloroforme.

D’ apres les résultats présentés dans le tableau précédent, on constate que les taux

d’ extraction des extraits aqueux, mis a part I’ aqueux d’ acétate d’ éthyle, sont faibles par rapport
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aux extraits organiques, ce qui nous mene a suggerer que I’ écorce de Fraxinus angustifolia est

faible en composés polaires.

Les faible taux d extraction observé chez Fraxinus angustifolia (éthanol) et Pistacia
lentiscus (aqueux chloroforme) ne signifie pas la pauvreté de ces deux plantes en composé

phénolique.

L’ extraction des composés phénolique est influencée par leur nature chimique et la
méthode d’ extraction ainsi queladifférence entreles parties du matériel végétal utilise (feuilles,

€corce).

I1.2. Essaisd’inhibition del’activité NADH oxydase par lesextraitsdel’ écorcede FA
L’inhibition de la Xanthine déshydrogénase entrainera a la fois la diminution de la
concentration en acide urique et les espéces réactive de |I’oxygéne, ce qui va prévenir les

maladies liées au stress oxydatif et al’ acide urique.

11.2.1. Evaluation de |’ activité anti-NADH oxydase
Les résultats obtenus pour I’ écorce de Fraxinus angustifolia sont présentés dans la

figure (06). On remarque que tous les extraits inhibent I’ activité NADH oxydase.

%d'inhibition

1001
ethanol
804 eth acet
ag ac eth
(7]
) 60'
5 chlo y
< 40 % aq.c o
L rutine
204
0

Figure (1) Evaluation del’ activité anti-NADH oxydase par les extraits de |’ écorce de FA (Eth
acet : acétate d'éthyle, ag ac eth : aqueux acétate éhyle, chlo : chloroforme, ag chlo ; aqueux de

chloroforme.)
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On remarque que, a I’exception de I’extrait aqueux de chloroforme, tous les extraits
présentent une trés bonne activitéinhibitrice. En effet, I extrait aqueux d’ éhyle acétate aexhibé
I"activité la plus éevée avec 91.65+0,56%, suivi par I’ extrait d’ éthyle d’ acétate avec un taux
de 86.64+0,79%, |’ extrait éthanolique avec un taux de 85.92+0,07% et |’ extrait de chloroforme
avec un taux d'inhibition de 79.83+0,94%. L’ extrait agueux de chloroforme a présenté une
activité moyenne de 72.18+0,12% adors que le standard posséde une trés bonne
activité(89.93+0,965%).

[1.2.2. Observation sous UV.

EXT F1 F2 F3 F4 F5 F& Rut

Figure (2) Observation sous UV des fractions de I’ extrait agueux d’acétate d’ éthyle de I’ écorce de

Fraxinus angustifolia a 365 nm (EXT : extrait, F : fraction, Rut : rutine.).
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[1.2.3. Révélation par la vanilline sulfurique.
Cetterévél ation permet de mettre en évidence d’ autrestéches qui ne sont pasvisiblealalumiére

dujour.
Ti2 "","" s B Wl e SRR, . SR =
T11 -

T10
™
T8
Tr

T6

TS
T4
T3

T

TO

er F F2 F3 F4 FS Fé Rut

Figure (3) Pulvérisation de la vanilline sulfurique des plaques chromatographiques de I'extrait aqueux

d'acétate d'éthyle de |'écorce de Fraxinus angustifolia (EXT : extrait, F : fraction, T : tache.).

La figure montre I’ apparition de 12 taches ayant des couleurs et Rf similaire avec
I’ extrait aqueux d’ acétate d éthyle et la F1 avec 10 taches, suivis par la F2 avec 11 taches, la
F3 montre une similitude a I’ extrait avec 7 taches. Tandis que la F4, F5 et F6 montrent une

similitude de 3, 4,3taches respectivement.




Chapitre .11. Résultats et discussions

11.2.4. Caractéristiques et résultats des chromatogrammes.
Tableau (2) calcul des Rfs des taches de |’ écorce de FA dans le systéme (Ea: Aac : Af : Eau).
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11.2.5. Evaluation del’activité Anti NADH oxydase.

Résultats et discussions

%d'inhibition
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f4
f5
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Figure (4) Evauation de I'activité Anti NADH oxydase des fractions de I’ extrait aqueux d' éthyle

acétate (f1: fractionl, f2: fraction 2, f3: fraction 3, f4 : fraction 4, f5 : fraction 5, f6 : fraction6.).
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[1.2.6. Discussion desrésultatsdes CCMs

Les résultats du fractionnement nous ont permis d’ obtenir 6 fractions dont F2, F3, F4,
F5 et F6 ont montre des activités inhibitrices tandis que la F1 a montré un effet pro-oxydant en
générant des ROS a partir de I’ oxygene qui active a leur tour I’ enzyme par formation de pont

disulfure.

Le systeme (EA :Aac : Af : Eau)(100,11,11,26) est adéquat pour la séparation des extraits de

F. angustifolia.
Dans ce systeme, les extraits de |’ écorce de F. angustifolia sont fractionnés en douze taches.

La révéation avec la vanilline sulfurique des extraits de cette plante a permis de mettre en
évidence des composés qui ne sont pas visible alalumiére dejour.

D’ apresle tableau et lesfigures les fractions présentent des couleurs différentes, ce qui signifie

larichesse de cette plante en composés différents.

Lacouleur grise de latache 4 de laF1, apres pulvérisation par lavanilline, indique la présence
de composés stéroides. L’ obtention de cette coul eur est due aune hydrol yse acide sur lesformes
complexes (Andriambelson, et al.1998), telle que les saponines qui s hydrolysent en sucre et

en aglycone nommeé sapogénine.

Lesfractions F1 et F2 des extraits donnent des taches de couleur orange apres révéation, donc

il s'agit tres probablement de flavonoides (Benhamou et al., 2008).

LestachesTO, T1 et T3 del’ extrait aqueux d’ acétate d’ éthyle et laF2 présentent une coloration
violette apres révélation par la vanilline, donc ces taches correspondent a des terpenes
sembl ables au menthol (Wichtl et Anton, 2003).

Nous avons observé que TA TS5 T6 T7 T8 T9T10 T11 T12 del'extrait et T8 de FL F2 F3; la
tacheT9deF1IF2 F3F4 F5 F6 et latache T10de F2 F3 F4 F5; latache T11 de F6 et latache
T12 de F5 et F6 présentent une coloration jaune. On peut suggérer que ces extraits sont riches

en flavonoides de type heptamethoxy flavones (Stacckle, 1961).

latache 8 de |’ extrait et les fractions (F1, F2 et F3) ont une couleur jaune et un Rf similaires a
la rutine. En effet, Kostova et ses collaborateurs (2007) ont isolé la rutine au niveau de

I’ écorce de cette plante.




Chapitre .11. Résultats et discussions

La présence d’'une tache T3 rouge en F1 correspondraita des tannins non hydrolysables
(Andriambelson et al., 1998). Par ailleurs, lestachesroses TS5 de F1 F2 et laF3 et T6 de F1
présentent une coloration rose qui correspond probablement a un anthocyane di-glycosylés
(Ribérau-Gayon,1 968).

D’ aprés les résultats on suggere que I’ effet pro oxydant de la F1 (-82,24%) est di alarichesse
de cette fraction en tannins non hydrolysables, tannins gallique, et en composés stéroides.
Tandis que I’ effet inhibiteurs des fractions F2 et F3 avec 88,41% et 91% peut étre du a la

présence des composeés tels que les coumarines, flavonoides et anthocyane di-glycosylés.
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I1.3.Essaisd’inhibition del’activité NADH oxydase par les extraitsde PL.

Lesreésultats obtenus pour lesfeuillesde PL sont présentés danslafigure (10). On remarque
gue tous les extraits inhibent I’ activité NADH oxydase mis a part I extrait acétate d' éthyle qui

présente un effet activateur sur |’ activité NADH oxydase.
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Figure (5) Inhibition de I'activité NADH oxydase par les extraits de feuilles de Pistacia lentiscus.

D’ apres les résultats, on remarque que tous les extraits inhibent I'activite NADH
oxydase a part I extrait d’ acétate d' éthyle qui présente un effet activateur sur I’ activité NADH
oxydase

Les activités inhibitrices les plus éevées sont celles de I’ extrait éthanolique avec 89,65+ 3,56
suivi par I’extrait agueux d'acétate d éthyle, agqueux de chloroforme et chloroforme avec
78,95+0.99, 60,8614,21 et 15,41+2,12, respectivement. L’ extrait acétate d’ éhyle a montré un
effet activateur (-58,41+2,81). Cela semblerait étre di d' une part ala présence de polyphénols
inhibant I’ activité NADH oxydase, et d’ autre part a la présence de composés stimulant cette

activité.
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11.3.1. Observation sous UV

Ext F1 F2 F3 F4 F5 F&6 K7 AG Quer Cath

Figure (6) Chromatogramme des fractions de I'extrait éthanolilque de feuilles de PL observé sous une
lampe UV a365 nm. (F1: fraction 1, F2 : fraction 2, F3 : fraction 3, F4 : fraction 4, F5 : fraction 5, F6 :
fraction 6, F7 : fraction 7, AG : Acide gallique, Quer : Quercéting, Cath : Cathéchine).

[1.3.2. Révélation par lavanilline sulfurique
La révéation par la vanilline sulfurique permet de mettre en évidence d’ autres taches

qui ne sont pas visible alalumiéere du jour.

Ext F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 AG  Quer Cath

Figure (7) Observation des fractions apres révélation par la vanilline sulfurique (Ext : extrait, F :
fraction, AG : acide gallique, Quer : Quercétine, Cath : catéchine.).
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11.3.3. Caractéristiques et résultats des chromatorammes

Tableau (3) Résultats des Rf des Fractions de |'extrait éthanolique de feuilles de PI.
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Chapitre .11. Résultats et discussions

Lesrésultats du fractionnement nous ont permis d’ obtenir sept fractions dont lafraction F4
qui amontré une forte activité inhibitrice avec 95,82+1,74 qui est supérieur acelle delarutine.
Cependant, les fractions F1, F2, F3, F5 F6 et F7 ont montré des inhibitions avec 82,76+0,11,
85,97+ 0,61, 34,35+5,48, 66,59+2,64, 89,28+0,83 et 53,27+1,82, respectivement qui sont

inférieur a celle exhibé par le standard.

11.3.4. Evaluation de |’ activité anti-NADH oxydase

%d'inhibition
150 extrait
F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
RN] Rutine

1004

Fractions

so1} |

HEBANEORE

Figure (8) Inhibition de I'activité NADH oxydase par les fractions de I'extrait éhanolique de Pl (F1 :
fraction 1, F2: fraction 2, F3 : fraction 3, F4 : fraction 4, F5 : fraction 5, F6 : fraction 6, F7 : fraction 7).

Latache T5 del’ extrait éthanolique et de F1 présentent une coloration bleu violace qui
correspond probablement aux coumarines (Dohou et al., 2007). La T6 de |’ extrait et de F1
présentent une couleur bleu, cette derniére révele des groupements terpéniques (Wichtl et
Anton, 2003).

Nous avonsobservé que T4, T7, T9 et T11 del’ extrait, lestaches TO, T2 et T7 de F1, la
tache T6 de F2, F3, F5 et latache T4 de F3 et F4 ; latache T11 et T10 de F4, F5, F6 et latache
T8 de F5 et F6 présentent une coloration jaune apres pulvérisation par la vanilline sulfurique,

Ceci pourrait supposer que cestaches correspondent ades flavonoides (Benhamou et al., 2008).




Chapitre .11. Résultats et discussions

Ces derniers présentent la méme coloration que la quercétine, ceci pourrait supposer que ces

taches correspondent a cette derniére.

Par ailleurs lestaches TO, T1 et T3 de |’ extrait latache T9 et T11 de laF6 et lestaches
T1,T3,T4,T6, T9 et T10 delaF7 présentent une coloration rose qui correspond probablement
aun anthocyane di-glycosylés (Ribéreau-Gayon, 1968).

D’ apres les résultats, on remarque que les pouvoirs inhibiteurs les plus élevés ont été
observés au niveau des fractions dont la teneur en flavonoides est concentrée, suggérant ainsi
gue |’ effet inhibiteur élevé des fractions F4 F6 F2 F1 avec 95,82+1,74 89,28+0,83 85,97+0,61
et 82,76x+0,11, respectivement peut étre di a la présence des flavonoides. Le fait que les
fractions inhibent |’ activité de la xanthine oxydoréductase mieux que les extraits plaide en

faveur du fractionnement utilisé.

D’aprées les résultats on constate que tous les extraits de I’écorce de Fraxinus
angustifolia ont exhibés un effet inhibiteur sur I’activitt NADH oxydase et apres avoir
fractionner |’extrait ayant la plus forte activité on a remarqué que toutes les fractions ont
présentés une activité inhibitrice de |I’enzyme mis a part la F1 qui a montré une activité Pro-
oxydant en revanche les extraits de feuilles de Pistacia lentiscus ont exhibé un effet inhibiteur
mis a part I’ extrait d’ acétate d' éhyle qui a montré un effet Pro-oxydant, tandis que toute les

fractions de I’ extrait é&hanolique ont montré un effet inhibiteur.
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Conclusion

Plusieursinhibiteurs synthétiques de laxanthine oxydoréductase ont été mis en évidence
afin de traiter les différentes maladies causées par cette derniére, cela dit ces inhibiteurs
demeurent des produits chimiques, dont certains sont nocifs pour la santé. Sous cette base, les
recherches explorent un maximum de sources naturelles potentiellement dotées de pouvoirs
inhibiteurs contre cette enzyme. Dans ce méme but nous avant sélectionné deux plantes connu
pour leur effet anti-inflammatoire et antirhumatismal: Pistacia lentiscus et Fraxinus

angustifolia en raison de leur utilisation en médecine traditionnelle surtout en Kabylie.

Dans cette étude, nous avons démontré que |’ écorce de Fraxinus angustifolia a exhibé
la plus forte activité inhibitrice, notamment |’ extrait agueux d’ éthyle acétate avec une activité
de 91,65+0,5%. L e fractionnement de |’ extrait agqueux d’ éthyle acétate a donneé 6 fractions dont
la fraction 3 est la plus active avec un taux d’inhibition de 91%. Cette fraction a présenté 7
taches sur la plague chromatographique, avec une variation de couleurs (violet, rose, jaune)
aprés pulveérisation par la vanilline sulfurique. Ces différentes couleurs peuvent correspondre

aux différents composés phénoliques présents dans la fraction.

L’ extrait éhanolique de Pistacia lentiscus est e plus actif, avec une activité inhibitrice
de 89,65+3,56%. Le fractionnement de ce dernier nous a permis de récupérer 7 fractions qui
ont été soumises a une chromatographie sur couche mince puis a une pulvérisation par la
vanilline sulfurique. La fraction 4 a exhibé la plus forte activité inhibitrice de |I’enzyme avec
95,82+1,74%, avec 4 taches qui ont présenté une couleur jaune qui correspond probablement

aux flavonoides.

Les résultats obtenus ont confirmé que les extraits des deux plantes constituent une
source inestimable en divers composés phénoliques doués d'activité anti-xanthine
oxydoréductase, ce qui justifie leur utilisation en médecine traditionnelle dans le traitement de
I’inflammation, la goutte et les maladies liées a |” hyper-uricémie. Cela dit d autre travaux et
techniques (HPLC, RMN) s'imposent afin de confirmer les résultats et d’identifier d’autres

COMPOSES.
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Résumé

Fraxinus angustifolia et Pistacia lentiscus sont des plantes locales utilisées en médecine
traditionnelle afin de traiter certaines maladies telles que la goutte, I’inflammation et les maladies liées
a |’ hyper-uricémie. Un protocole d’ extraction sélectif a été utilisé afin de sélectionner et fractionner
différents extraits par des solvants de polarités différentes. Les extraits et leurs fractions respectives

ont été testés pour leurs activitésanti-NADH oxydase de la xanthine oxydoréductase (XOR).

L’ extrait agueux d éthyle acétate de Fraxinus angustifolia ains que I’ extrait éhanolique de
Pistacia lentiscus ont montré une forte activité anti-NADH oxydase de la XORavec des pourcentages
d’inhibition de 91.65+0,56% et 89,65+ 3,56, respectivement. L’ étude chromatographique sur couche
mince des fractions des extraits de Fraxinus angustifolia et Pistacia lentiscussuivi de la pulvérisation
par la vanilline sulfurique a montré des taches de couleurs diverses, indiguant la présence de divers

composés phénoliqueset suggére leur richesse en flavonoide et en tannins.

En conclusion, Pistacia lentiscus et Fraxinus angustifolia constituent une source potentielle de
diverses molécules douées d activités anti-NADH oxydase, ce qui leur conféreune place trés

importante dans la phytothérapie.

Mots clé: Pistacia lentiscus, Fraxinus angustifolia, activité anti-NADH oxydase, extraits, composes

phénoliques, Chromatographie sur couche mince, vanilline sulfurique.
Abstract

Fraxinus angustifolia and Pistacia lentiscus are local plants used in traditional medicine to
treat certain diseases such as gout, inflammation and diseases related to hyperuricemia. A selective
extraction protocol was used to select and fractionate extract using solvents of different polarities. The
extracts and their fractions were tested for anti-NADH oxidase activity of xanthine oxidoreductase
(XOR).

The agueous extract of ethyl acetate Fraxinus angustifolia and the ethanolic extract of Pistacia
lentiscus showed strong anti-NADH oxidase activity of XOR with percentage inhibition of 91.65% +
0.56 and 89.65 + 3.56, respectively. Thin layer chromatography study of fractions of Fraxinus
angustifolia and Pistacia lentiscus extracts sprayed by vanillin showed spots of different colors,
indicating the presence of various phenolic compounds and suggests their high content in tannins and

flavonoids.

In conclusion, Pistacia lentiscus and Fraxinus angustifolia are a potential source of various

anti-NADH oxidase activitie, which gives them a very important place in herbal medicine.

Keywords: Pistacia lentiscus, Fraxinus angustifolia, anti-NADH oxidase activity, extracts, phenolic

compounds, TLC, vanillin sulfuric.
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