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Introduction

Le corps humain produit des especes réactives de I'oxygene (EROs) qui sont des particules
tres reactives considérées comme de dangereux produits du métabolisme. Elles induisent
I’oxydation de molécules biologiques dont les sucres, les lipides, les protéines les acides aminés
libres et les acides nucléiques, conduisant a de nombreuses maladies tels que les maladies
cardiovasculaires, les pathologies inflammatoires, la dégénérescence du systeme immunitaire,
I’accélération du processus de vieillissement, et le cancer. La peroxydation lipidique recouvre la
dégradation des lipides, plus particulierement les lipides membranaires tels que : le cholestérol,
les phospholipides et les acides gras insaturés (Fuchs, 1991). Cette oxydation provoque la perte

de la fluidité membranaire et de la perméabilité cellulaire, ce qui provoque la mort cellulaire.

Pour traiter ces pathologies, les traitements actuels a base des molécules synthétisées par
voie chimique présentent des effets secondaires sur la santé humaine, il est donc capital de
trouver de nouvelles molécules efficaces afin de prévenir et guerir ces pathologies. Pour supplier
a cela la recherche scientifique est de plus en plus orientée vers 1’investigation des produits
naturels, tels que les plantes, dont les vertus thérapeutiques sont souvent liées a leurs métabolites
secondaires, incluant les composés phénoliques.

Ces composés phénoliques englobent des substances qui protegent les systemes biologiques
contre les effets délétéres potentiels des processus ou réactions qui engendrent une oxydation
successive (Park et al., 2001), par I’influence de la structure de ces composés phénoliques et
leur interactions avec différentes biomolécules, particulierement les lipides, les cibles privilégiée,
des oxydants. Il est possible de ralentir ou d’inhiber I’oxydation des glycolipides, les
phospholipides et du cholestérol (Kajiya et al., 2002).

Cette présente étude S’inscrit dans cette optique de valorisation d’une plante médicinale
algérienne, Fraxinus angustifolia Vahl. localement trés répandue et trés utilisée dans le nord
algérien, ainsi que le bassin méditerranéen, pour plusieurs propriétés médicinales. Ces dernieres
ont été attribuées par certaines références bibliographiques a leur richesse en différents principes
actifs, parmi eux figurent des composés phénoliques.

Ce présent travail vise a évaluer les effets des interactions, in vitro, d’un composé
phénolique présent dans cette plante, ainsi que les extraits phénoliques de ses feuilles et ses

écorces, sur le processus de la peroxydation d’un acide gras polyinsaturé, 1’acide linoléique.
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I.1. Généralités sur Fraxinus angustifolia VVahl.

Fraxinus angustifolia Vahl. est une espece de la famille des Oléacées commune, dans les
régions humides de tout le Nord algérien. Selon la langue et la région, plusieurs noms
vernaculaires sont attribués a Fraxinus angustifolia, appelée communément, le fréne a feuilles
étroites, Dardar en arabe ou bien Taslent, aslen en kabyle et Narrow-leaved Ash en anglais
(Rameau et Dumé, 1989).

Le fréne a feuilles étroites tire son origine du nom latin Fragor, ou Fractura en grec. C’est
un arbre a croissance rapide et héliophile, il couvre 1’ Afrique centrale et I’Europe, 1’Ouest de
I’Asie, et le Nord africain, incluant le Nord de 1’Algérie et du Maroc. Sa distribution est plus
inégale et réduite a des populations plus petites et plus isolées sur les sites des zones humides,
mais aussi sur des sites secs a des altitudes plus éleveés, car il se produit principalement dans les
climats doux (Meusel et al., 1978).

1.1.1. Classification

Le genre Fraxinus a fait I’objet de plusieurs travaux de taxonomie, basés sur les aspects
morphologiques, micro-morphologiques, mais aussi de phylogénie moléculaire. La taxonomie la
plus récente de Wallander (2013), situe Fraxinus angustifolia dans le rang taxonomique illustré

dans le tableau suivant :

Tableau I: Systématique de I’espéce Fraxinus angustifolia (Wallander, 2013).

Rang taxonomique Nomenclature
e Regne - Végétale
e Sous regne - Eucaryotes
e Embranchement - Spermaphytes
e Sous embranchement - Angiospermes
e Classe - Dicotylédones
e Sous classe - Astérides
e Ordre - Oleales
e Famille - Oleéacées
e Sous famille - Oléoidées
e Genre - Fraxinus

e Espéce - Fraxinus angustifolia
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1.1.2. Description botanique

Le genre Fraxinus compte plus de 65 espéces dans le monde, de morphologies tres
diversifiées et influencées par les environnements biogéographiques. Fraxinus angustifolia
Vahl. est un grand arbre de taille moyenne qui mesure de 15 & 20 m et 1,5 m de diametre, sa
couronne est dense irréguliere et en forme de déme avec des pousses fissurées (Wallander,
2013).

Figure 1 : Photographie originale de I’arbre de Fraxinus angustifolia Vahl.

Cet arbre méditerranéen, possede des feuilles minces composées disposées en groupes de 7
a 13 imparipennées, de longueur de 3 a 8 cm et de largeur de 1 a 1.5, cm a bordure dentée, ayant
une couleur claire en dessous et verte sur la face supérieure, une écorce grisatre et un fruit qui est
une samare a aile allongée contenant une seule graine ovale. Cette samare fait 3 a 4 cm de long,
aplatis et elle murit en été. Cette espece contient des fleurs avec inflorescence de 10 a 30 fleurs
hermaphrodites. Cependant quelques inflorescences avec des fleurs purement males peuvent
apparaitre et sont pollinisées par le vent. Elles sont de couleur marron sans pétales ni sépales

regroupées en panicules (Bobinac et al., 2010).

1.1.3. Intéréts biologiques et pharmacologiques de Fraxinus angustifolia VVahl.
La famille des Oléacées est I’une des principales familles contenant des espéces ayant des
propriétés médicinales. Fraxinus angustifolia Vahl. est une plante tres exploitée que ce soit au
niveau médical ou industriel. En médecine traditionnelle, les utilisations de cette plante sont trés
variées, les feuilles sont utilisees comme remeéde anti-rhumatismal, anti-arthrite, anti-goutte,
fébrifuge et analgésique, hypotensif et antiseptique, hypocholestérolémiant, contre les
hémorroides, elles sont aussi efficaces contre les diarrhées et les parasites intestinaux

(Goodmann et Hobbs, 1988). L’écorce est utilisée contre 1’hémorragie, la lithiase et la fiévre
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intermittente. Elle est utilisée aussi pour traiter les pathologies du systéme digestif et les

problémes du systeme nerveux (Fakchich et Elachouri, 2014).

Les percées des connaissances chimiques, physiques et physiologiques ont permis la mise
en évidence des principes actifs des végétaux et les possibilités de leurs extractions, permettant
de confirmer leurs activités biologiques. Fraxinus angustifolia Vahl. a révélé plusieurs activités
telles que anti-inflammatoire, antioxydante (Atmani et al., 2009), mais aussi anti-enzymatique
(Berboucha et al., 2010), qui ont été principalement liées a ces contenus en métabolites

secondaires de nature phénolique.
1.2. Composes phénoliques et leurs propriétés physico-chimiques

Les composes phénoliques constituent un groupe complexe de substances, dont 1’¢lément
structural fondamental, est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement
lié¢ au moins un groupement hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction éther, ester ou
hétéroside. Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des végétaux,
ordinairement engendrés en réponse aux stress environnementaux, pour fournir une protection
contre les agents pathogenes et les prédateurs et determiner leurs qualités sensorielle et

nutritionnelle (Balasundram et al., 2005).

Plusieurs composes phénoliques sont retrouvés chez 1’espéce Fraxinus angustifolia Vahl.
comme les coumarines, les secoiridoides, les lignanes, les flavonoides et les tannins (Tableau
).

Les coumarines sont des dérivés des acides hydroxycinnamiques. Largement distribuées
dans tout le regne végétal. Elles peuvent étre présentes dans le fruit, les fleurs, les racines, les
feuilles et les graines (Croteau et al., 2000).

Les secoiridoides chez Fraxinus sont habituellement produits comme glycosides, puis se
trouvent sous forme d’ester, 1I’endroit habituel d’estérification étant en C-7 et en C-11, tandis que
d’autres contiennent deux groupements ester phénéthoxy lié a C-7 et dans certains cas les
liaisons d’ester par I’intermédiaire du groupement OH phénolique, ou d’un résidu de sucre
(Kostova et lossifova, 2007).

Les lignanes sont des composés phénoliques formés de deux unités monolignols. Ces
mémes unités de base servent aussi aux vegétaux pour synthétiser un long polymere ramifié, les
lignanes se trouvent sous forme glucoside, ce sont essentiellement de type tetrahydrofurofuran
(Kostova et lossifova, 2007).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Compos%C3%A9s_ph%C3%A9noliques
https://fr.wikipedia.org/wiki/Monolignol
https://fr.wikipedia.org/wiki/Polym%C3%A8re_ramifi%C3%A9

Chapitre 1 Synthése bibliographique

Les flavonoides sont caractérisés par une structure de base commune en C6-C3-C6 dans
laquelle deux cycles benzéniques (cycle A et B) sont reliés par un hétérocycle oxygéné en C3
(cycle C) (Ribereau-Gayon, 1968).

Tableau IlI: Les différentes catégories de polyphénols de Fraxinus angustifolia
(Peronny, 2005 ; Kostova et lossifova, 2007 ).

Catégories Structures Exemples

-Esculetine, Esculin
-Cichoriin, scopolétine
-Isoscopoletin
-Fraxetine, - Fraxine
-Fraxinol

-Oléoside7-méthylester
-Oleuropeine

-Ligstroside
-Angustifolioside A /B
-Fraxicarboside A/B/C
-Ligstral

-Oleoside 7, 11-dimethylester
-Oleobutyle

-Ligstrobutyl

-Secoroiridoide GI3, GI5

Coumarines

Secoiridoides

[ -Pinoresinol 4 O-Bglucopyranoside

OMe -8-hydroxypinoresinol4 O-B-glucopyranoside
RS L -Fraxiresinol -8-O -B-Dglucopyranoside
-Pinoresinol

Lignanes

-Kaemopferol

Ry
@ - Quercétine
Flavonoides * O . R, -Rutine
-Astragalin
-Nicotiflorin

Tannins ”@"“"%"'*Q” -Tannins hydrolysables

Les tannins, de part leur premiere définition physico-chimique donnée par Bate Smith, il
s’agit de composés phénoliques solubles dans 1’eau, possédant une masse moléculaire comprise

entre 500 et 3000 Da, ayant une capacité a faire précipiter les alcaloides, la gélatine et les autres
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protéines. Ces tannins sont localisés dans les feuilles, I’écorce et les fruits de nombreuses
plantes, incluant les espéces de genre Fraxinus (Bate Smith, 1954).
+ Propriétés physico-chimiques des composés phénoliques

La polarisation des phénols leur permet de développer de fortes interactions moléculaires
de dispersion avec d’autres composés polarisables, ce phénomene résulte du couplage entre les
fluctuations électroniques de deux molécules voisines, ainsi en solution aqueuse, 1’interaction du
noyau benzénique apolaire du phénol avec une autre entité polarisable telle qu’un second cycle

aromatique est favorisée par 1’effet hydrophobe (NKhili, 2009).

Les phénols possedent des activités pharmacologiques et biochimiques dues a leur pouvoir
de se lier aux protéines, en plus de leur capacité de les précipiter, ces polyphénols sont aussi
capables d’inhiber I’activité de divers enzymes. lls interagissent également avec les lipides, en
les protégeant de 1’oxydation (Atrooz, 2007). En effet, les phénols sont des donneurs de la
liaison hydrogéne en raison du caractere acide du proton du groupe OH, mais aussi des
accepteurs de la liaison hydrogéne (Nkhili, 2009).

La taille du polyphénol, soit le degré de sa polymérisation pour les tanins condensés, est
importante. L’augmentation de leur poids moléculaire favorise la complexation avec les

protéines. Plus il y a de OH plus I’affinité est importante (Simon, 2003).

1.3. Interactions entre les composés phénoliques et les lipides
1.3.1. Rappel sur les lipides

Les lipides constituent une classe complexe hétérogene de métabolites, définis comme étant
insolubles dans 1’eau et solubles dans les solvants organiques. Auparavant, les lipides étaient le
plus souvent définis comme dérivés des acides gras, ces derniers sont des acides carboxyliques
R-COOH, dont le radical R est une chaine aliphatique de type hydrocarbure de longueur
variable, qui donne a la molécule son caractére hydrophobe (gras). Les lipides résultent de la
condensation d’acides gras avec des alcools (liaison ester) ou avec des amines (liaison amide)
(Etournaud, 2007).

Les lipides proviennent de sources végétales comme les fruits oléagineux (olive, palmier a
huile) et les graines (tournesol, colza), mais aussi de sources animales telles que les graisses de
dépdts (saindoux, suifs), graisse de lait (ruminants) et la graisse de la faune-aquatique (poissons,

mammiferes marins) (Etournaud, 2007).
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1.3.2. Roles biologiques des lipides

Les lipides naturels jouent de nombreux réles dans le monde vivant: réserves
intracellulaires d’énergie, précurseurs d’activité biologique (hormones stéroides...) et matériaux
de structure (membranes biologiques...). (En effet, presque la moitié de la masse de la
membrane plasmique sont des lipides, différenciés selon leur groupe polaire, leur longueur de
chaine et leur degré d’instauration. Malgré que la composition de la membrane est différente
selon le type de cellule, mais les phospholipides (glycérophospholipides et sphingolipides) et les
stérols restent le plus souvent les lipides les plus abondants de la membrane plasmique
(Leterrier, 1989).

-Les phospholipides sont composés d’un glycérol, de deux acides gras a longues chaines
(14 a 24carbones), d’un phosphate et d’un alcool primaire phosphorylé avec une chaine
possedant une fonction amine. lls s’auto-organisent en un double feuillet, possédant une téte
polaire hydrophile dirigée vers le milieu aqueux, et une queue constituée de deux chaines

hydrocarbonées hydrophobes, pointant a I’intérieure de la membrane.

Les glycérophospholipides possedent sur leur téte polaire un squelette glycérol, un groupement
acide phosphorique chargé négativement et un groupe supplémentaire qui confére au lipide
son identité. Et deux chaines hydrocarbonées. Les chaines peuvent contenir des doubles liaisons,
c’est- & - dire des insaturations. Chaque double liaison provoque la perte d’un degré de liberté, ce
qui change la géométrie de la molécule et donc a priori le type d’agrégat qu’elle peut former.
Les glycérophospholipides les plus abondants dans la membrane plasmique sont les
phosphatidyléthanolamines (PE), les phosphatidyl serines (PS), les phosphatidyl inositols(PI), les
phosphotidylcholines (PC) et 1’acide phosphatidique (PA) (Alberts, 2002).

Les sphingolipides (SL) possedent une base a longue chaine qui peut étre insaturée (sphingosine)
ou saturée (dihydrosphingosine) liée a un acide gras par une liaison amide. Quand ils possedent
des chaines saturées (ou trans — insaturées), elles leur permettent de former des cylindres plus
hauts et plus étroits que ceux de la PC et de se compacter plus a longueur de chaine identique. Le
sphingolipide le plus abondant dans les membranes cellulaires est la sphingomyéline (SM)
(Dimitra, 2012).

-Les stérols sont des lipides non lyotropes extrémement hydrophobes et d’important

constituants de la membrane cellulaire. Dans les cellules mammiféres le stérol et le cholestérol

sont majoritaires. Le cholestérol est un dérivé d’un alcool cyclique appelé stérol. Il posséde une

I
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structure de stéroide comptant 4 cycles rigides et une courte chaine hydrocarbonée ramifiée, il
s’agit du deuxiéme lipide le plus abondant de la membrane plasmique, il participe nettement a la

fluidité membranaire (Boesze-Battaglia et Schimmel, 1997).

1.3.3. Membranes lipidiques modeles en expérimentation

Afin d’¢étudier les différents phénomenes complexes qui impliquent la membrane
biologique, il est nécessaire d’avoir la possibilité de simplifier, de modéliser et de modifier la
composition et/ou I'environnement. Cela est possible a 1’aide des membranes modeles. Une
membrane modele est une bicouche lipidique artificielle, dont on peut contréler la composition
et ’environnement. |l existe plusieurs types de membranes modéles avec des avantages et des
inconveénients spécifiques de chacune. La membrane modele appropriée est choisie en fonction
de la propriété, du phénoméene ou de I’interaction qui est étudiée, ainsi que selon les limitations
de la technique d’étude envisagée. Un des modeles largement utilisés est le liposome (Chan et
Boxer, 2007).
Les liposomes (Figure 3) ont été découverts par Alec Bangham et ses collégues dans les
années 1960. Le terme liposome dérive de deux mots d’origine grecque, lipos qui signifie gras et
soma qui signifie corps. Les liposomes sont des vésicules sphériques composées d’une ou
plusieurs bicouches phospholipidiques entourant des compartiments aqueux. Leur taille varie
d’une vingtaine de nanomeétres a quelques micrometres. Ils sont utilisés comme systeme de
délivrance de substances actives. Ils peuvent encapsuler a la fois des substances hydrophiles dans
le compartiment aqueux, lipophiles dans la membrane et amphiphiles a I’interface eau-lipide
(Laouini et al., 2012).

Ingrédients liposolubles
(médicaments,
nutriments et vitamines)

Lipides
amphiphiles

Ingrédients solubles dans ( .
)
o

'eau (médicaments, nutriments he linidi
et vitamines) Couche lipidique

Couche H20

Figure 3 : Structure d’un liposome selon Keller (2001).
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Les liposomes sont constitués généralement d’un ou de plusieurs types de phospholipides et tres
souvent le cholestérol, ainsi que d’autres constituants, tels que les chaines de polyéthylene glycol
(PEG) (Keller, 2001).

1.3.4. Peroxydation lipidique

L’oxydation des lipides est causée par un exces des especes réactives de 1’oxygene (EROs),
y compris les radicaux libres, naturellement produites par le corps humain pendant les
métabolismes normaux du dioxygéne (Halliwell, 2009). La peroxydation des lipides est une
réaction auto-catalytique qui, correspond a une fixation d’oxygéne sur des molécules insaturées.
Il s’agit d’un enchainement de réactions radicalaires se déroulant en trois phases : I’initiation, la

propagation et la terminaison.

= L’initiation

Au cours de I’initiation, un radical libre se produit par élimination d’un hydrogéne d’une
liaison d’un acide ou d’un résidu d’acide gras insaturé selon la Réaction 1, mais dans un premier
temps il faut qu’un atome d’hydrogene soit enlevé sur la chaine des doubles liaisons. L’oxygéne
(ou plutét les EROs) n’est pas le seul responsable de cette réaction initiant la peroxydation.
Différents mécanismes réactionnels sont également impliqués, comme une élévation de la
température, des générateurs chimiques, des systemes enzymatiques ou chimiques produisant des

especes réactives de 1’oxygene, ou encore des traces de métaux (Gill et tuteja, 2010).

Réaction 1 : RH > R-+ H-

= Propagation :

Les radicaux libres alkyles (R-), formés lors de I’initiation, fixent tres rapidement 1’oxygéne
moléculaire a 1’état normal et forment des radicaux libres peroxydés (ROQO:) instables
Réaction 2 qui peuvent réagir avec une nouvelle molécule d’acide gras insaturé pour former des

peroxydes Réaction 3 (Gill et tuteja, 2010).

Réaction 2 : R-+ 302
Réaction 3 : ROO-+ RH

v

ROO-: (réaction rapide)
ROOH + R: (réaction lente)

v

= Terminaison :
Au cours des réactions de terminaison, les radicaux formés peuvent interagir entre eux pour

former un produit qui n’est pas un radical libre Réactions 4, 5 et 6 (Gill et tuteja, 2010).

Réaction 4: ROO-+ ROO- » [ROOOOR] > ROOR + 02
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Réaction 5 : R-+R-
Réaction 6 : ROO- + R-

R-R
ROOR

v

v

L’oxydation des lipides, en particulier des résidus d’acides gras polyinsaturés, conduit a la
formation de produits primaires : peroxydes, radicaux libres, diénes conjugués, trés instables et
rapidement décomposes en produits secondaires (aldéhydes, alcools, cétones), ce qui pourrait a
long terme, participer au développement de pathologies dégénératives, telles que des désordres
intestinaux chroniques, ou encore divers cancers (Poisson et Narce, 2003).

Pour combattre les EROs, le métabolisme humain a développé des mécanismes de systéeme
de défense enzymatique (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, glutathion réductase,
catalase) et des composes endogeénes antioxydants (le glutathion, coenzyme Q, vitamine E...).
Cependant, lorsque ce dernier devient inefficace, le stress oxydant se produit ¢’est-a-dire un
déséquilibre entre les antioxydants et les EROs. L’une des fagcons de contrer 1’oxydation des
lipides et ses effets délétéres seraient de consommer des antioxydants exogenes (Poisson et
Narce, 2003).

I.4. Mécanismes des interactions entre les composés phenoliques et les entités
lipidiques

Les interactions de polyphénols avec la bicouche lipidique comprennent : la partition des
composés les plus apolaires dans la bicouche lipidique de la membrane, la formation des liaisons
hydrogenes entre le polyphénol le plus hydrophile et les groupements de téte polaire du lipide et
a I’interface de la membrane et le comportement du cholestérol, le composant commun de la
bicouche lipidique situé dans cette derniere par son groupe hydroxyle disponible pour la liaison
hydrogéne avec la solution agueuse environnement.

Les flavonoides présentent un effet antioxydant protecteur dans les milieux aqueux a
également montré un effet antioxydant protecteur sur les lipides, cet effet était di soit au
positionnement particulier du polyphénols a la surface des liposomes soit la partition de ces
molécules dans le compartiment lipidique (Rice-Evans et al., 1996).

La lipophilie des flavonoides et leur capacité a interagir avec les membranes biologiques
sont des facteurs importants de leur activité pharmacologique, similaires aux polyphénols, de
nombreux flavonoides contient un certain nombre de groupe hydroxyle qui conférent une
certaine polarité et de faibles propriétés acides aux molécules. Il a été démontré
expérimentalement qu’il ya une corrélation inverse entre le nombre de groupe d’hydroxyle et la
lipophile des flavonoides (Van Dijk et al., 2000).
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L’implication des liaisons hydrogenes dans ces interactions a été suggérée par plusieurs
auteurs. Ces liaisons se feraient principalement entre les fonctions hydroxyles des tannins et le
groupement phosphate dans le cas des tannins localisés a la surface de la membrane (CG, EGC,
ECG, GCQG) et de la fonction carbonyle dans le cas des tannins s’ancrant légérement dans la
membrane (C, EC, EGCG) (Sirk et al., 2008).

Sirk et al. (2008) montrent que dans le cas des tannins galloylés, les liaisons hydrogéne se
forment avec les fonctions hydroxyles du groupement galloyle et du cycle pyrogalloyle. A
I’inverse, dans le cas des tannins non galloylés, a base de catéchine ou d’épicatéchine, les
liaisons hydrogenes se formeraient principalement avec le cycle phloroglucinol. Ainsi, a
I’exception notable d’ECG, les tannins galloylés formeraient généralement plus de liaisons
hydrogenes que les tannins non galloylés. Outre la présence de liaison hydrogene Uekusa et al.
(2011) suggérerent, notamment dans le cas des lipides présentant une téte choline, la présence
d’interactions de type cation - entre I’amine quaternaire chargée positivement du groupement
choline du lipide et les cycles aromatiques des tannins.

Les conséquences de ces interactions peuvent influencer a la fois I’encapsulation,
I’efficacité et le taux de libération de polyphénols. En ce qui concerne le stockage,
I’encapsulation de polyphénols prend heureusement avantage des propriétés antioxydantes de
polyphénols, qui peuvent étre tres bénéfiques pour le manque de la stabilité de liposome en

raison de 1’oxydation et I’agrégation des lipides insaturés et améliorent leur stabilité au stockage.

Atrooz a montré que les polyphénols peuvent réduire I’oxydation des lipides et de
I’agrégation et améliore leur stabilit¢ au stockage. Par conséquent, l’encapsulation de

polyphénols dans les liposomes peut stabiliser le polyphénol lui-méme (Atrooz, 2007).
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Tableau 111 : Exemples d’interactions de formes liposomales avec les polyphénols. (Nathalie et al.,2013)

Polyphénols Formulation % (lp/p) Effet de la formulation 2
DOPC/DOPC/DOPA- o o, , s
Fisetin | PEGuooFis/1,3/0410,3 1g | Diodisponibilité acerue et Pefficacite
hydratation du film + extrusion, MLV
Quercétine PE/ChoI_/DPC/Q_C?/l/l/l_ _ 10 e_f'fet antioxydant de la formulation in
hydratation du film+ sonication Vivo
Quercétine L_écithine/ChoI/EEG 4000 hydratation du 30 une solution accrue, la biodisponipilité
film + lyodratation, SUV accrue et I’efficacité antitumorale in vivo
DPPC/DSPE PEG2000/Chol 1,85/0,15/1 . R -
. solution améliorée et la stabilité
Resveratrol film 0,1-5 chimique
Hydratation + extrusion
P90G/DCP/Chol + Une efficacité prolongée et une
Resveratrol 15

sonication extrusion meilleure protection contre les UV B

Lécithine/Chol/amine stéarylique/Tween20
Silymarine 9/1/1/0,5
hydratation du film

Augmentation de la stabilité, la
biodisponibilité et la protection du foie

Silymarine Mannitol, phospholipides proliposomes 20 Biodisponibilité orale améliorée

PEG : Polyéthylene glycol, DOPC :Dioleoly-phosphatidylcholine, DPPC :Dipalmitoyl-phosphatidylcholine , SEV : Small unimellar vesicle ,
DOPA-PEG : Dioctadecylcarbomoylnethoxyacetyl -acetic acide (methoxy)-polyéthylene glycol, PEC : Egg phosphatidylcholine

P90G :Phospholipon 90G , PSPE-PEG :Disteroyl-phosphotielyethanolaminepolyethylene glycol , Chol : Cholestérol, MLV: Multilamellar
Vesicle, 1: Percent of polyphenol/lipids, 2: Effects as compared to the free drug, P/P : Poids/Poids.

L’interaction avec la bicouche lipidique dépend du pH, qui détermine les charges
électrostatiques des flavonoides et des molécules lipidiques. Selon une régle générale un pH
inférieur entraine une déprotonation inférieure des groupements polaires et donc une pénétration
plus profonde des flavonoides dans la bicouche lipidique bien que les plus grands flavonoides
révélent une certaine lipophilie. En effet, il a ét¢é montré que les membranes chargées
négativement diminuent 1’affinité entre tannins et lipides, a 1’inverse des membranes chargées
positivement. L’affinité entre les tannins et les modeles membranaires serait augmentée par la
présence de sels ou de peptides dans le milieu, qui on s’associant avec les tannins formeraient un
complexe plus hydrophobe qui faciliterait I’interaction avec le modéle membranaire (Uekusa et
al., 2008) a indiqué que I’incorporation de polyphénols dans la membrane biologique dépend
aussi étroitement de leurs structures chimique.

Le but de notre travail consiste a étudier les interactions entre les composés phénoliques des
extraits éthanoliques des feuilles et des écorces de F.angustifolia Vahl. via I’inhibition de la

peroxydation lipidique de 1’acide linoléique.
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11.1. Matériel

Matériel et méthodes

I1.1.1. Equipements, verreries et produits chimiques

Plusieurs produits chimiques, équipements et verreries ont été utilisés pour réaliser ce

travail, le tableau suivant les regroupe.

Tableau IV : Matériel et produits chimiques utilisés.

Equipements et verreries

Produits chimiques

Etuve (ECOCELL).
Broyeur(KIKA).

Centrifugeuse (SIGMA).
Rotavapeur (HEIDOLPH).
Hotte.

Gants.

Balance analytiqgue (RADWAG).

Vortex (VELP).

pH-meétre (HANNA).
Spectrophotométre (SHIMADZU).
Micropipettes(GLASSCO)

Bechers.

Tubes a essais.

Ballons & fonds ronds.
Barreaux magnétiques.
Erlenmeyers.

Tubes a hémolyse.
Ballons a fonds plats.
Ependorffs (1,5 _ 2 ml).
Eprouvettes.
Entonnoirs.

Tubes de microbiologie.

FEFEFFF PR R R PR R EE

Tamiseur électrique (RETSCH 63um).

Agitateurs électromagnétiques (VELP).

(05uL-100ul, 100pl- 1000pl).

FrEFFEFERFE R E F PR EFRFREREREREREREEF

L

=

Meéthanol absolu.

Ethanol absolu (99,5% ; 99,99%).
Folin Ciocalteux (1N).

Eau distillée.

Quercétine (C15H1007).
RUtiHE(C27H30015).

Acide Tannique (C7eHs2046).
Acide gallique (C;HgOs).

Chlorure d’aluminium (AICls).
Acétate de Sodium (CzH3NaO,).
Carbonate de sodium (NaCOs).
Di-hydrogéno Phosphate de Potassium
(KH2POy).

Hydrogénophosphate de potassium
(K2POs).

Acide Acétique (CH3COOH).
Chlorure de sodium (NacCl).
Chlorures ferriques (FeCls).
Chlorures de fer (FeCly).
Thiocyanate d’ammonium (TCA)
(NH4SCN).

Sodium Dodecyl sulfate (SDS).
Triéthanolamine (TEA).

Albumine du sérum bovin (BSA).
Hydroxyde de sodium (NaOH).
(chlorure d’hydrogéne (HCI).
Acide linoléigue (C1sH3202).

Les réactifs sont majoritairement de
marque (SIGMA).

Les solvants et les acides sont de
marque (BIOCHEM, PROLAB).
L’eau distillée a été préparée en
utilisant un distillateur (GFL 2104) au
sein du laboratoire de biochimie

appliqué.
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11.1.2. Matériel vegétal

11.1. 2 .1.Collecte de I’écorce et des feuilles de Fraxinus angustifolia Vahl.

L’écorce et les feuilles de Fraxinus angustifolia Vahl. utilisées dans cette étude ont été
récoltées en juillet 2017, dans la forét d’Akfadou, région de Chemini située a 70 Km d’ Ouest

de la ville de Bejaia, une région a climat subhumide afin de mener une étude sur ses extraits.

.w

(A) (B)

Figure 3 : Photographie originale des feuilles (A) et des écorces (B) de Fraxinus angustifolia Vahl.

11.2. Méthodes

11.2.1. Extraction éthanolique a partir des écorces et des feuilles de Fraxinus

angustifolia Vahl.

11.2.1.1. Préparation de la poudre végetale (écorces et feuilles).

L’écorce et les feuilles collectées ont été séchées dans un endroit ombragé et aéré a une
température ambiante. Afin d’éliminer toute humidité, les feuilles et les écorces séches de
Fraxinus angustifolia Vahl. ont été portées dans une étuve a 37C° pendant 12 heures, puis
broyées a I’aide d’un broyeur électrique jusqu'a 1’obtention d’une poudre homogéne, qui a été
tamisée a travers un tamiseur électrique dont le diametre est <63um. La poudre fine obtenue a

été conservée dans des récipients et stockés a I’abri de la lumiére.
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(A)

Figure 4 : Photographie originale de la préparation de poudres des écorces (A) et des feuilles (B) de

Fraxinus angustifolia Vahl.

11.2.1.2. Extraction des composés phénoliques des écorces et des feuilles de

Fraxinus angustifolia VVahl.

L’extraction éthanolique, visant principalement les composés phénoliques des écorces et
des feuilles de Fraxinus angustifolia Vahl., a été effectuée par 1’épuisement d’un échantillon de
100g de la poudre fine (< 63um) des ecorces et des feuilles suite a une macération dans 400ml
d’¢éthanol (99,99%) pendant 24h sous agitation, a température ambiante et a I’abri de la lumiére
et de I’air. Apres une décantation pendant 12h, le surnageant a été récupéré et une deuxieme
extraction identique a été effectuée sur le culot. Les surnageants obtenus ont été centrifugés
15min a 2500 rpm pour se débarrasser de toute trace de poudre, les extraits éthanoliques des
écorces et des feuilles ont été séchés au rotavapeur, permettant 1’obtention des extraits brut

éthanoliques secs.
Les extraits éthanoliques secs des feuilles et des écorces ont été pesés apres la stabilisation du poids

sec pour le calcul des rendements d’extraction :

Taux d’extraction % = [(P1-Po ) /E]x100

<+ P1: Poids du ballon avec extrait (g) aprés évaporation totale du solvant.
4+ Po : Poids du ballon vide (g).
<+ E : Poids de la poudre (g).
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11.2.2. Dosages des composés phénoliques des extraits de Fraxinus angustifolia
Vahl.

Ayant visé I’extraction des composés phénoliques de F.angustifolia Vahl., une

investigation phytochimique de ces composés via des dosages colorimétriques a été menée.
11.2.2.1. Dosage des phénols totaux

Le protocole utilisé pour le dosage des phénols totaux est celui de Kahkonen et al.
(1999), basé sur le réactif de Folin Ciocalteu, constitué de polyhétérocycles qui seront réduits
lors d’oxydation des phénols, ceci se traduit par la coloration bleue dont 1’absorbance
correspondante est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits testés.
Expérimentalement, les phénols totaux des deux extraits éthanoliques (feuilles et écorces) ont été
quantifiés, selon la procédure décrite dans la figure (5) suivante :

+ 1ml Folin-Ciocalteu Incubation 4 Lecture
+ +200ul de solutions

d’extrait de feuilles et .
30min

d’absorbance au

d’écorce de F.angustifolia spectrophotomeétre
Vahl. (Img/ml).

a 765 nm
+ + 800l carbonate sodium

(7,5%) \_ -/

a ’obscurité.

Figure 5 : Procédure expérimentale de dosage des phénols totaux dans les extraits éthanoliques de

I’écorce et des feuilles de F. angustifolia Vahl.

Les tests ont été répétés trois fois contre un blanc, ou la solution d’extrait a été
remplacée par du méthanol pour I’extrait éthanolique de 1’écorce et des feuilles. Une courbe
d’étalonnage (Annexe 1) a été réalisée dans les mémes conditions opératoires, en utilisant
I’acide gallique comme phénol de référence a différentes concentrations. Les résultats sont
exprimés en milligramme équivalent acide gallique par gramme d’extrait sec (mg Eq.A.G. /g

d’extrait).

11.2.2.2. Dosage des flavonoides
La teneur des flavonoides a été estimée par la méthode de chlorure d’aluminium (AICls)
décrite par Maksimovie et al. (2005), basé sur la formation d’un complexe de coloration
jaunatre tres stable entre les chlorures d’aluminium (AICl3) et les groupements hydroxyles
OH des flavonoides. L’intensit¢ de la coloration est proportionnelle a la quantité des

flavonoides présents dans 1’extrait. Expérimentalement, les teneurs en flavonoides des deux
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extraits éthanoliques de feuilles et des écorces ont été quantifiées comme récapitulé dans la

figure (6) suivante :

4+ 2ml d’extrait de feuilles

et des écorces de Incubation Lecture
ifoli . d’absorbance au
(I;;g/gmuls)tlfoha vant A spectrophotometre
= +1ml de'chlorure a I’abri de la a430 nm
lumiére

d’aluminium (AIClIs).

Figure 6 : Procédure expérimentale de dosage des flavonoides dans les extraits éthanoliques de 1’écorce

et des feuilles de F. angustifolia VVahl.

Les teneurs des flavonoides dans les deux extraits ont été calculées a partir de la courbe
d’étalonnage (Annexe 2) établie dans les mémes conditions expérimentales par différentes
concentrations d’un flavonoide de reférence, la quercétine. Les résultats sont exprimés en

milligramme équivalent quercétine par gramme d’extrait sec (mg Eq. Q. /g d’extrait).
11.2 .2.3. Dosage des tannins

L’estimation quantitative des tannins contenus dans les extraits éthanoliques des feuilles et
des écorces a eté realisee par la méthode de Hagerman et Bulter (1978). Le principe de cette
méthode consiste a faire précipiter I’albumine du sérum de bovin (BSA) par les tannins présents
dans D’extrait. La teneur du précipité en complexe tannins-protéines a été déterminée par
spectrophotométrie, aprés hydrolyse alcaline (SDS/TEA) et réaction de I’hydrolysat avec les
chlorures ferriques, qui favorisent 1’apparition d’une couleur violette. Expérimentalement, les
taux des tannins présents dans les deux extraits ethanolique des feuilles et des écorces de F.

angustifolia Vahl. ont été quantifiés par la procédure décrite dans la figure (7) suivante :
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+ 1ml d’extrait de feuilles
et des écorces de
F.angustifolia Vahl. Incubation 24h &
(Lmg/ml). 4°C. 3000g /20 min.

+ +2 mldeBSA (5 mg/ml |
de tampon A, pH4,9).

Centrifugation

<~

Incubation 05 minutes a Ajouter Dissoudre le
température ambiante. précipité dans 4ml
b 1mi FeCls et de SDS/TEA par
Lire ’absorbance vortexer. -
agitation.
a 510 nm.

Figure 7 : Procédure expérimentale de dosage des tannins dans les extraits éthanoliques de 1’écorce et des

feuilles de F.angustifolia Vahl .

La courbe d’étalonnage (Annexe 3) a été réalisée en utilisant 1’acide tannique comme
référence. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide tannique par gramme de

I’extrait sec (Mg Eq.A.T./g d’extrait) .

I1.3. Interaction des extraits phénoliques avec I’acide linoléique via

Pinhibition de sa peroxydation

L’évaluation du potentiel antioxydant des extraits de feuilles et d’écorce de F.angustifolia
Vahl a été determinée selon Osawa et Namiki (1981), avec quelques modifications. Ceci peut
nous permettre de prédire les interactions des composés contenus dans les extraits de feuilles et
des écorces avec 1’acide linoléique et les comparer aux résultats obtenus pour ses interactions

avec le standard phénolique utilisé, la rutine.

Le principe de cette méthode chlorométrique a été déterminé par 1’évaluation du taux de
peroxydes présents dans le milieu réactionnel par 1’utilisation du FeCl, et du thiocyanate
d’ammonium. Lors de I’oxydation de I’acide linoléique il ya formation du peroxyde qui assure a
son tour ’oxydation du Fe?* en Fe3*, ce dernier se lie avec le TCA formant ainsi un complexe

ayant un maximum d’absorbance a 500 nm.

Ces tests réalisés en présence des extraits de feuilles et des écorces de F.angustifolia Vahl,
peuvent modifier par leurs interactions avec 1’acide linoléique, le taux de ces peroxydes formes,

ceci a différentes concentrations la démarche expérimentale est récapitulée dans la figure (8)




Chapitre 11 Matériel et méthodes

1mi 1,025 ml d’acide
d’extrait linoléique (2,5%) dans 2 ml de tampon 0,975 ml
(dans + L’éthanol (99,5%). + phosphate (50mM a + fi"_’al,l
I’éthanol pH 7). distillée.
9590).

Incubation de la solution préparée a 40C° pendant une semaine avec agitation

+ 25ul prélevés de cette solution préparée (chaque 24h).

4+ 2,425 ml d’éthanol (75%).

4+ 25ul de TCA (30%) dans ’eau distillée.

+ 25ul de FeCl2 a 20mM dans HCI (3,5%).

LolloL=ll

Incubation 3 min a température ambiante a I’abri de la lumiére

Lecture d’absorbance a 500nm.

Figure 8 : Procédure expérimentale de I’interaction des extraits phénoliques avec I’acide linoléique via

I’inhibition de sa peroxydation.

11.4. Analyse statistique

Les résultats des tests ont été exprimés en moyennes + S.D. (n=3). L’analyse statistique a
été réalisée en utilisant le logiciel Graph PadPrism 5.03. pour Windows (Graph Pad Software,
San Diego, CA, USA). Les différents tests, en présence ou absence d’extrait ou de standard
rutine ont été comparés par 1’analyse de la variance (one way ANOVA) via le post-test de
comparaison multiple Dunett. Les résultats ont été considérés significatifs par les comparaisons
(p<0,05) des tests d’activité des extraits de feuilles et d’écorce de Fraxinus angustifolia au
standard phénolique (rutine a 50ug et 100ug/ml) et au contréle positif de peroxydation maximale

en absence des substances phénoliques.
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Taux d’extraction

La présente étude a été consacrée a I’extraction des composés phénoliques de Fraxinus
angustifolia Vahl. en utilisant 1’éthanol comme solvant d’extraction en vue d’étudier leurs
interactions avec I’acide linoléique. Les rendements d’extraction des échantillons étudiés ont

été déterminés, les resultats obtenus sont présentés dans la figure (9) suivante :

<
Y
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Figure 9 : Taux d’extraction des composés phénoliques a partir des feuilles et des écorces de

Fraxinus angustifolia Vahl.

Les résultats obtenus montrent une différence dans les taux d’extraction obtenus selon
I’échantillon. Le meilleur rendement a été enregistré chez les feuilles avec 33,23 %, contre un

taux de 11,07 % chez les écorces.

Selon Escribano (2003), les facteurs qui influencent 1’efficacité de ’extraction sont le
type de solvant utilisé, la température, le nombre d’extractions, le volume d’un solvant et la
dimension des particules. Les fines particules permettent aux composés phénoliques d’étres
transférés plus facilement, cela s’explique par le fait que le solvant diffuse plus facilement a
I’intérieur des petites particules pour extraire les molécules des polyphénols. Néanmoins de
plus fines particules ne sont pas utilisées afin d’éviter le phénoméne de colmatage de ces
dernieres Virginie et al. (2015). De méme la période de la récolte, 1’origine et le facteur
d’environnement influengant la biosynthése et I’accumulation des métabolites secondaires de
la plante et le stade de maturation de cette derniere affecte significativement les taux des
extractions Tabart et al. (2007).
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Une étude réalisée par Berboucha et al. (2010) a été faite sur I’extraction des composés
phenoliques de feuilles et des écorces de Fraxinus angustifolia Vahl., récoltées de la forét de
Tizi Neftah d’Amizour de Bejaia, pour la préparation de la poudre, ils ont utilisé une poudre
<65 um avec la procédure d’extraction est celle de Chiang et al. (1993) ou la poudre qui a été
macérée dans 1’éthanol (1/ 4: P/V) pendant 48 h. Les résultats obtenus montrent une
différence dans les taux d’extraction obtenus selon 1’échantillon. Le meilleur rendement a été
enregistré chez les feuilles avec un taux d’extraction de 12, 73 %, contre un taux de 3,84 %

chez les écorces.

Une autre étude réalisée par Atmani et al. (2009) a été faite sur I’extraction des
composés phénoliques de feuilles de Fraxinus angustifolia Vahl. a (un diamétre <63 pug) la
procédure d’extraction est réalisée aussi, selon Chiang et al. (1993) ou la poudre a été
macérée dans 1’¢thanol (1/ 4: P /V) pendant 24h. Le taux d’extraction a été calculé par
rapport a la poudre initiale, il varie en fonction du solvant et la procédure utilisée, le
pourcentage d’extraction obtenu est de 19,45 % pour D’extrait éthanolique de feuilles de

Fraxinus angustifolia VVahl.

On peut constater d’apres nos résultats et les résultats de différentes études réalisées sur
I’extraction éthanolique des composés phénoliques de feuilles et des écorces de Fraxinus
angustifolia Vahl. que le meilleur rendement d’extraction est celui des feuilles. On constate
aussi que le rendement d’extraction de feuilles réalisé dans notre étude est supérieur par
rapport aux deux autres études probablement lié a la différence dans les temps de macération,
ainsi que la différence de la région de la récolte, et pas conséquent aux conditions climatiques.
Le choix de la durée d’extraction est un autre parameétre principal dans la procédure
d’extraction des composés phénoliques, il peut varier de quelques minutes a 24 heures
Lapornik et al. (2005). Le temps pendant lequel le solvant et le matériel végétal sont mis en
contact peut influencer la libération progressive de solutés a partir de la matrice végétale vers
le solvant, et donc cela influence ’efficacité de I’extraction par contre, un temps de contact
prolongé n’améliore pas toujours I’efficacité de I’extraction en favorisant 1’oxydation des
composés phénoliques Santos-Buelga et al. (2012), notamment quand le volume du solvant

est réduit, qui est donc saturé rapidement en métabolites.
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I11.2. Teneurs en composés phénoliques
Les teneurs en, phénols totaux, flavonoides et tannins dans les extraits éthanoliques des
feuilles et des ecorces de F. angustifolia Vahl respectivement sont représentées dans la figure

(10) suivante :
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Figure 10: Les teneurs en phénols totaux (A), flavonoides (B) et tannins (C) dans les extraits
éthanoliques de feuilles et des écorces de F. angustifolia Vahl. les valeurs sont exprimées en moyenne
técart type. ext: extrait sec. mg.Eq.A.G./g d’ext. :milligramme équivalents acide gallique par
gramme d’extrait sec. mg.Eq.Q./g d’ext. : milligramme équivalent quercétine par gramme d’extrait

sec. mg.Eq.A.T./g d’ext. : milligramme équivalents acide tannique par gramme d’extrait sec.

Concernant les teneurs des phénols totaux (A), aprés I’addition de la solution de
carbonate de sodium et du réactif de Folin-Ciocalteu, une couleur bleue a été obtenue, dont
I’intensité varie en fonction de la concentration en composes phénoliques dans I’extrait. La
coloration par I’acide phosphomolybdique (H3PMo012040) et 1’acide phosphotungstique
(HsPW12040) du réactif de Folin-Ciocalteu dosent simultanément tous les biomolécules a
fonction phénolique. Selon les résultats obtenus, la teneur moyenne en polyphénols totaux des
feuilles est de 140,44 mg E.A.G./g d’extrait, elle est inférieure a celle des écorces 183,85 mg
Eq.A.G./g d’extrait méme avec un rendement d’extraction inférieur aux feuilles, ceci indique

que les extraits des écorces contiennent de plus fortes teneurs en phénols totaux.

Le dosage des flavonoides (B) basé sur le complexe jaunatre formé apres I’addition de la
solution de chlorure d’aluminium (AICIs3), dont I’intensité varie en fonction de la teneur de
I’extrait en flavonoides, est une traduction pour le fait que le métal (Al) a perdu deux
¢lectrons pour s’unir a deux oxygenes de la molécule phénolique agissant comme donneur

d’électron (Ribereau-Gayon, 1968).
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Bahorun et al. (1996) suggerent que la quantité des flavonoides dans un extrait devrait
étre déterminée selon le flavonoide prédominant. Cependant, la quercétine est largement
utilisee comme standard pour la détermination de la teneur des flavonoides dans un
échantillon. Selon les résultats obtenus, la teneur moyenne en flavonoides des feuilles est de
0,62 mg Eq.Q./g d’extrait, elle est inférieure a celle des écorces 1,97 mg Eq.Q./g d’extrait.

Les teneurs en tannins (C) ont été déterminées par la méthode basée sur la capacité des
tannins a former des complexes insolubles avec les protéines. La quantité des tannins fixés sur
la BSA est mesurée par spectrophotométrie a 510 nm aprés la formation d’un chélate d’ion
ferrique—tannin dans une solution alcaline, contenant le SDS, le TEA, en plus des chlorures
ferriques. Selon les résultats obtenus, la teneur moyenne en tannins des feuilles est de
41,91 mg Eq. AT./g d’extrait, elle est supérieure a celle des écorces 4,89 mg Eq.A.T./g
d’extrait.

En comparant aux resultats trouvés par Berboucha et al. (2010), les résultats sont comme
suite : la teneur en phénols totaux est de 96,11 mg Eq AG/g pour les feuilles et 142,37 mg Eq.
A.G./g pour les ecorces, celle des flavonoides est de 20,78 mg Eq.Q./g pour les feuilles et
6,56 mg EQ.Q./g pour les écorces et pour les tannins c’est 160,67 mg Eq.A.T./g pour les
feuilles et 157 ,93 mg EQ.A.T./g pour les écorces. On constate une différence avec nos

résultats cela d0 probablement a la région de la récolte et ces conditions climatiques.

I11.3. Résultats des interactions des composés phénoliques et I’acide linoléique

Le Fe?" est le responsable de ’amorcage de 1’oxydation de I’acide linoléique. Il
enclenche 1’oxydation par coupure homolytique de traces d’hydroperoxyde lipidique
contaminant le systéme lipidique, ces hydroperoxydes seront notés ROOH, selon la réaction

suivante :

v

ROOH+ Fe?* RO + Fe* HO

LH+RO-

v

L -+ ROH

La capacité antioxydante a été déterminée par la mesure de 1’absorbance d’un complexe
coloré par la réaction entre le peroxyde qui est formé a base de la peroxydation de 1’acide
linoléique et le chlorure ferreux qui forme des ions ferriques Fe®", ces derniéres réagissent
avec le TCA et produisent le thiocyanate ferrique qui donne une couleur rouge Gilgin et al.
(2014).

=
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111.3.1.Résultats des interactions rutine-acide linoléique

Le suivi des interactions polyphénols-lipides a été réalisé par la mesure de

I’inhibition de la peroxydation lipidique. Les résultats sont illustrés dans la figure 11.

—&—Sans extrait —@—Rutine 100ug/ml Rutine 50pg/ml

0,9
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Figure 11 : Résultat des interactions de la rutine (50 et 100 pug/ml) et I’acide linoléigue.

Dans cette étude on remarque clairement en absence d’extrait une augmentation
significative de la peroxydation de I’acide linoléique, cette derniére est provoquée par le
FeClz, qui a été ensuite réduite par I’utilisation de la rutine a différentes concentrations
(50,100ug/ml). La rutine est un inhibiteur de la peroxydation lipidique initiée par les ions de
métaux de transition. Des travaux sur la complexation métallique de la rutine ont rapporté
qu’elle est capable de complexer les ions métalliques via deux sites de complexation: le
groupement 5-hydroxy -4-carbonyle et le groupement ortho-dihydroxybenzéne (catéchol) par
les liaisons d’hydrogéne. En revanche, le complexe rutine-Fe** conduit a des produits
d’oxydation de la rutine surtout en présence d’un excés de Fe?" permettant ’activation d’Ox.
L’addition de H2O> accélere 1’oxydation de la rutine du fait de la contribution de la réaction
de Fenton (MaleSev et Kuntié, 2007), cela explique 1’augmentation de la peroxydation de la
rutine 50 pg/ml au bout de 5éme jour.

ROOH + Fe?* — >  Fe 3+ HO +RO-:

ROOH+Fe% ____ , Fe?*+H"+R0OO:

Le R est un H = Lipide.

0
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111.3.2.Résultats des interactions d’extrait des feuilles de Fraxinus angustifolia Vahl.

avec I’acide linoléique

Une étude des interactions entre les extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia Vahl. et
I’acide linoléique ainsi que le potentiel antioxydant en fonction des concentrations a été

réalisée a (25,50,75,100 pg/ml). Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 12.

—8—Sans extrait —eo— Extrait de feuilles 100pg/ml
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Figure 12: Résultats d’inhibition de la peroxydation de 1’acide linoléique suite a ses interactions avec
I’extrait de feuilles de F. angustifolia VVahl. (25,50,75,100 pg/ml).

On constate sur la figure 12 que dés le 2°™ jour il ya une augmentation de la
peroxydation des lipides pour les différentes concentrations des extraits des feuilles (25,50
75,100 pg/ml) ainsi que le test positif (sans extrait), cela est di a 1’oxydation des lipides.
C’est au bout de 3°™ jour qu’on remarque clairement une diminution de celle-ci en présence
de toutes les concentrations des extraits de feuilles par rapport au test positif ( sans extrait), ce
qui indique I’inhibition de la peroxydation et de fagon dose dépendante remarquable, avec une
meilleure inhibition obtenue a une concentration de 100 pg/ml. Le mécanisme qui induit
I’inhibition serait due a I’interaction des métabolites contenus dans les extraits avec les
métaux de transition qui jouent un role important dans les propriétés antioxydantes des
polyphénols. En effet, une voie majeure de production des EROs consiste en la réduction du
dioxygéne par Fe?* avec la formation de superoxyde et de peroxyde d’hydrogéne et en la
production de radicaux oxyle par coupure réductrice d’hydroperoxydes par ces mémes ions

(réaction de Fenton), la formation des complexes métalliques stables et inertes, bloquant 1’ion
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métallique sous un état redox donné, constitue un mécanisme potentiel d’action antioxydante.
(Dangles, 2006).

Au bout de 5°™ jour on remarque une augmentation de la peroxydation lipidique en
présence de I’extrait des feuilles (75,100 ug/ml), cela est di au fer impliqué dans de
nombreux phénomenes de transport (dioxygeéne) et de transfert d’électron. En général, il
pourrait exister sous forme libre (faiblement complexée), a 1’état de trace et participer alors au
stress oxydant, par production des radicaux oxygénés toxiques (Harborne, 1980). Les
composés phénoliques contenus dans les extraits de feuilles de Fraxinus angustifolia Vahl.
présenteraient un pouvoir d’inhibition de ces interactions, limitant ainsi cette peroxydation de

I’acide linoléique.

111.3.3. Résultats des interactions extrait de I’écorce de Fraxinus angustifolia Vahl. avec

I’acide linoléique :

L’¢étude des interactions entre les extraits d’écorce de Fraxinus angustifolia Vahl. et
I’acide linoléique a été reéalisée également sur [D’extrait d’écorce a différentes
concentrations (25,50,75,100 pg/ml), afin de déterminer la concentration qui permet une
meilleure inhibition de la peroxydation lipidique des extraits éthanoliques. Les résultats
obtenus sont représentés dans la figure 13.

—8— Sans extrait —e— Extrait de I'écorce 100pg/ml
Extrait de I'écorce 75ug/ml —&— Extrait de I'écorce 50ug/ml
—o— Extrait de I'écorce 25ug/mi
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Figure 13 : Résultats d’inhibition de la peroxydation de I’acide linoléique suite a ses interactions avec
I’extrait des écorces de F.angustifolia Vahl. (25,50,75,100 pg/ml).
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La figure 13 montre que dés le 2°™ jour la peroxydation des lipides pour les quatre
concentrations des extraits (25,50,75,100 pug/ml) est déja inférieure a celle du test positif (sans
extrait). Au 4°™ jour, on constate une diminution plus importante cela est da a I’inhibition de
la progression de la peroxydation jusqu’a 100 % pour la concentration de 100 pg/ml. Par
contre, on remarque pour le 5™ jour une augmentation de la peroxydation lipidique en
présence de toutes les concentrations, cela signifie que certains polyphénols particuliérement
réducteurs peuvent manifester une activité prooxydante en entrant dans des cycles redox qui
générent des EROs. En effet, ils sont capables de réduire Fe** en Fe?*, et ainsi d’enclencher la
réaction de Fenton avec formation du radical hydroxyle (Aruoma et al., 1993). Le peroxyde
d’hydrogéne nécessaire a la réaction est produit par autoxydation des ions de basse valence.
Ces effets pro-oxydants, sont dépendants de la présence d’ions du fer libres (Nkhili, 2009).
Enfin, notant qu’au bout du 7°™ jour on arrive presque au méme pourcentage d’inhibition

pour les quatre concentrations.

111.3.4. Comparaison des inhibitions de la peroxydation de I’acide linoléique par les

extraits des écorces et de feuilles de F. angustifolia VVahl. a celles de la rutine (100ug/ml)

Une analyse comparative entre les extraits de feuilles et de 1’écorce de Fraxinus
angustfolia Vahl. et le standard (rutine) a une concentration de 100 pug/ml avec le test positif a

éteé établi. Les résultats sont représentés sur la figure 14.

—&— Sans extrait —&— Rutine 100ug/ml
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Figure 14 : Comparaison des inhibitions de la peroxydation de I’acide linoléique de I’extrait des

écorces et de feuilles de F. angustifolia Vahl. a celles de la rutine & la méme concentration (100pg/ml).



Chapitre 111 Résultats et discussion

Sur cette figure, nous avons une lecture d’une forte inhibition de la peroxydation
lipidique, voire une inhibition totale par les extraits des feuilles et des écorces. Ceci est suivi
par une augmentation de cette derniere, cela peut étre expliqué par un déclenchement d’un
autre processus résultant de 1’oxydation des phénols eux-mémes, a cette température (40C")
pendant 7 jours (Nkhili, 2009).

L’analyse statistique de cette inhibition de la peroxydation lipidique de I’acide linoléique
par 1’extrait des feuilles et des écorces ainsi que la rutine comparée au test sans extrait est

rapporté dans 1’histogramme de la figure 15.
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Figure 15: Effet de la peroxydation de 1’acide linoléique & une concentration de 100 pg/ml de
différents extraits. Les valeurs sont exprimées en moyenne + S.D. (n=3). ™ P<0,05 indique une
différence significative par rapport au contréle positif (sans extrait), par un test one way ANOVA avec
le post test Dunett du logiciel Graphpad Prism 5. 3.

Les extraits étudiés et la rutine ont exercé un effet inhibiteur de la peroxydation lipidique
statistiquement significatif (***P<0,05) par rapport au contréle positif (sans extrait). Cette
capacité de limiter la peroxydation lipidique induite par les radicaux libres est reliée non
seulement aux caractéristiques structurales des agents antioxydants, mais aussi a leurs
capacités d’interagir avec la bicouche lipidique ou de pénétrer dans cette derni¢re. Il a été
montré que la structure et la lipophilie des polyphénols sont les facteurs importants dont
découle leur propriété antioxydante, probablement affectant la profondeur de 1’incorporation

de ces composeés dans la phase lipidique de la membrane (Djeridane et al., 2010).

0
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On constate aussi que tous les échantillons ont montré une activité inhibitrice, cela
indique un bon pouvoir protecteur contre la peroxydation lipidique par ceux-ci et la présence
des composés bioactifs dans les différents extraits responsables de cet effet. Il est largement
rapporté dans la bibliographie que lors de la peroxydation lipidique, les antioxydants peuvent
ceder des protons ou des electrons aux différents radicaux lipidiques, mettant fin a la réaction
en chaine (Ré et al., 2005).

111.3.5. Comparaison des inhibitions de la peroxydation de I’acide linoléique par les

extraits des écorces et de feuilles de F. angustifolia Vahl. a celles de la rutine (50 pg/ml)

Une étude comparative entre les extraits de feuilles et des écorces de Fraxinus
angustifolia Vahl. et le standard (la rutine) a une concentration de 50 pug/ml avec le test positif
a été aussi menée et les résultats sont exprimés dans la Figure 16.
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Figure 16 : Comparaison des inhibitions de la peroxydation de I’acide linoléique de 1’extrait des

écorces et de feuilles de F. angustifolia Vahl. a celles de la rutine (50ug/ml).

Il est & noter clairement que méme & une moindre concentration de (50 pg/ml), les
résultats montrent qu’il ya une forte inhibition de la peroxydation de 1’acide linoléique qui
serait due au piégeage des radicaux libres hydroperoxydes issus de sa peroxydation par la
rutine, mais aussi remarquablement aux mémes concentrations (50 pg/ml) par les extraits de
feuilles et des écorces de F. angustifolia Vahl. Aux 6°™ et 7™ jours, on remarque que les

extraits de feuilles et des écorces a 50 pg/ml montrent des effets d’inhibition dépassant 1’effet
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de la rutine, cela suggérerait que le complexe de polyphénols contenu dans ces extraits a
exercé un effet inhibiteur résultant de différents métabolites agissant en synergie comparé a

’activité du standard (rutine) pur seul.

L’analyse statistique de cette inhibition de la peroxydation lipidique de 1’acide
linoléique par les extraits des feuilles et des écorces a 50 pg/ml, ainsi que la rutine comparée
au test sans extrait est rapportée dans 1’histogramme de la figure 17.

150+ .
Sans extrait

== Extrait feuilles 50pg/ml
E= Extrait écorces 50 pg/ml

100+ 013 Rutine 50pg/ml

50+

Pourcentages de peroxydation de I'acide linoleique (%)

Figure 17 : Effet de la peroxydation de I’acide linoléique a une concentration de 50 pg/ml de

FhK

différents extraits. Les valeurs sont exprimées en moyennex S.D. (n=3). P<0,05 indique une

différence significative par rapport au contréle positif (sans extrait), par un test one way ANOVA avec

le post test Dunett du logiciel Graphpad Prism 5. 3.

*kKk

A 50 pg/ml on constate toujours une inhibition significative (" P<0,05) par les extraits de
feuilles et des écorces, mais moindre par rapport a celles exhibées par les concentrations de
100 pg/ml des extraits des deux matrices végétales. Cette méme constatation est aussi a

retenir pour le flavonoide pur, la rutine.

Les inhibitions au bout du 7°™ (fin de I’expérimentation) pour une comparaison directe
des effets des deux extraits de feuilles et des écorces de F. angustifolia VVahl., avec celui de la

rutine sont exprimées en pourcentage (%) dans le tableau V.
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Tableau V : Pourcentages d’inhibition de taux de peroxydation lipidique en présence des extraits des

feuilles et de I’écorce de F. angustifolia Vahl. ainsi que la rutine au bout du 7¢™ jour d’incubation.

Pourcentage d’inhibition de la
Extraits Concentrations (pg/ml) peroxydation de I’acide
linoléique (%0)

36,68

100 45,53

[ ] ECOI’CGS 50 55,18
. 100 83,99

o Feuilles 50 61.54

D’aprés le tableau V, on peut constater effectivement que la meilleure concentration
d’inhibitrice est celle de 100 pg/ml pour les feuilles et 50 pg /ml pour les écorces, avec un fort

effet inhibiteur chez les feuilles.

L’inhibition de la peroxydation est due a la présence des molécules phytochimiques qui
peuvent rompre la chaine réactionnelle de 1’oxydation lipidique au niveau de 1’étape
d’initiation, avec la formation d’un radical libre relativement stable qui ne peut initier ou
propager d’autres processus d’oxydation. Le potentiel élevé des composés antioxydants a
scavenger les radicaux libres peut étre expliqué par leurs richesses en groupements OH
phénoliques (Debbache et al., 2014).

La diminution ou 1’augmentation de ’activité inhibitrice des différents extraits peut étre
expliqué par la concentration des composés phénoliques dans 1’extrait et plus particulierement
I’influence de la diversité structurale sur cette activité, par ailleurs les propriétés physico-
chimiques des composés phénoliques sont des facteurs déterminants de leurs interactions, en
effet des études réalisées sur I’action des composés donneurs d’hydrogene, tel que les
polyphénols, sur la peroxydation des lipides ont conclu qu’elle dépend de la structure

moléculaire du composé lui-méme (Soobrattee et al., 2005).

Plusieurs travaux ont établi des relations entre la structure chimique des flavonoides (Fl)

et leur capacité a piéger les radicaux libres (Nkhili, 2009). La capacité antioxydante de ces
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substances phénoliques dépend non seulement du potentiel redox du couple FI- O- /FI-OOH,

mais aussi de la réactivité du radical FI- O-.

D’autre part, il a été conclu que D’activité antioxydante des acides phénoliques est
variable et dépendante des structures de ces derniers (Farkas et al., 2004). Les acides
cinnamiques ont une activité antiradicalaire supérieure a celle des acides benzoiques et les
acides caféique et p-coumarique sont respectivement plus actifs que les acides
protocatéchiques, syringique, vanillique et p-hydroxybenzoique. D’autre part, les acides
benzoiques sont moins actifs que leurs homologues phénols, ce qui tend démontrer le role
négatif du COOH directement fixé sur le noyau benzénique. L’addition d’un second OH sur
le cycle aromatique augmente fortement I’activité antioxydante des acides phénoliques et un
troisieme OH sur le cycle renforce également le caractére antioxydant (ex: acide gallique)
(Berset, 2006).

Le rdle du groupement 3-OH sur le cycle C et de la double liaison C2°C3 ; la glycosylation
du groupement 3-OH de la querceétine (cas de la rutine) réduit 1’activité antioxydante, Ceci
démontre 1I’importance du groupe 3-OH adjacent a la double liaison C2°C3.

Parmi les espéces d’ions métalliques, les ions Fe?* sont les prooxydants les plus puissants
a cause de leur réactivité élevée (Gulcim et al., 2010). lls catalysent la décomposition des
hydroperoxydes en radicaux alkoxyle et peroxyle, amplifiant la peroxydation des lipides. La
chélation des ions métalligues méne a bloquer la réaction de type Fenton génératrice de
radicaux OH, de plus les extraits ou les composés phénoliques ayant 1’activité de chélation
sont censés empécher la peroxydation lipidique on stabilisant les métaux de transition (Wu et
Ng, 2008).

Les phénols sont des donneurs de liaison hydrogene (liaison H) en raison du caractere
acide du proton du groupe OH, mais aussi des accepteurs de liaison H. En fait, seule la paire
libre de 1’atome O qui n’est pas conjuguée avec le cycle est capable d’accepter une liaison H
en provenance d’un donneur. Ainsi, un phénol est capable de donner une liaison H et d’en
recevoir une seulement. Notons que ces liaisons H se renforcent mutuellement (coopérativité).
Par exemple, en donnant une liaison H, le phénol allonge sa liaison OH. Cet état de pré
dissociation accentue la densité électronique sur le centre O et donc son caractere accepteur
de liaison H (Nkhili, 2009).

La complexation métallique des polyphénols et leur activité antioxydante ne vont pas
nécessairement de pair. 1l a été montré que la complexation métallique peut induire une

activité pro-oxydante (production d’EROs) sous certaines conditions. Bai et al. (2004) ont
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stipulé qu’heureusement, ce phénomeéne est défavorable d’un point du vue thermodynamique,
car la réduction mono-électronique du dioxygéne requiert des réducteurs forts (O? + 1e- 0?%)
une réaction chimique qui autorise la combinaison des radicaux organiques avec 1’02, mais
interdit 1’oxygénation directe des molécules organiques, dont les électrons sont appariés.
Cependant les ions de métaux de transition, particulierement Fe3, contaminant par exemple les
sels utilisés dans la préparation de solutions tampons, peuvent catalyser efficacement
I’autoxydation avec production de peroxyde d’hydrogéne, voire de superoxyde. Ainsi,
I’autoxydation de la quercétine en milieu faiblement basique s’accompagne de la
consommation d’Oz et de la formation du radical HO.

De plus, I’oxydation lipidique et son inhibition par des antioxydants dépendent fortement
du milieu : polarité, température, nature de substrat, milieu solide, milieu liquide homogene
ou émulsionné. C’est la raison pour laquelle de nombreux résultats publiés apparaissent
divergents, particulierement, dans les classements différents de I’ordre d’efficacité des
antioxydants. Les nombreux travaux de la littérature mettent en ceuvre des méthodologies
diverses, selon le processus modélisé : oxydation des huiles et émulsions alimentaires riches
en AGPI oxydation dans le tractus digestif, oxydation des LDLs et des phospholipides
membranaires (Fagali et al. 2008).

Dans I’évaluation des antioxydants pour leur capacité a inhiber la peroxydation
lipidique initiée par les ions des métaux de transition, il est clair que le classement des
antioxydants dépend de nombreux facteurs selon le systeme considéré : pouvoir réducteur de
I’antioxydant Vvis-a-vis des ions métalliques (transfert d’électrons) et des radicaux 0Xygenés
(transfert d’¢lectrons et/ou d’atomes H), sensibilité de I’antioxydant a I’autoxydation, stabilité
des complexes métalliques de 1’antioxydant et compétition avec d’autres agents complexant
présents dans le milieu, partition de I’antioxydant entre phase aqueuse et phase lipidique.

Si la capture des (EROs) est effectivement un mécanisme d’action antioxydant, la réaction
éventuelle des phénols avec le dioxygeéne de 1’air (autoxydation) est une cause potentielle
d’instabilité et de toxicité par production des EROs (Lotito et Frei, 2006).

Les résultats obtenus suggerent que les composés phénoliques peuvent étre tres
bénéfique pour le manque de la stabilite des membranes biologique ils peuvent réduire aussi
I’oxydation et I’agrégation des lipides et améliore leur stabilité c’est pour cela il est conseillé

de consommer les plantes qui sont riches en composés phénoliques.



Conclusion et perspectives

Les extraits éthanoliques de feuilles et les écorces de Fraxinus angustifolia Vahl.,
provenant de la forét d’Akfadou (Béjaia), ont fait 1’objet de la présente étude. Différentes
analyses sont appliquées, a savoir le dosage des phénols totaux, flavonoides et tannins et

I’évaluation de I’inhibition de la peroxydation de I’acide linoléique.

Le rendement de 1’extraction des polyphénols a partir des feuilles et des écorces se
differe entre les deux matrices de la méme plante, il est de 33,23% pour les feuilles et de
11,07% pour les écorces. L’analyse quantitative des polyphénols par la méthode
spectrophotométrique a montré que les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tannins
sont différents également entre les feuilles et les écorces. L’extrait éthanolique des écorces
s’avere le plus riche en phénols totaux et flavonoides tandis que les tannins se trouvent en

plus grande quantité chez les feuilles.

A la lumiére des résultats obtenus, il ressort également que I’extrait des feuilles ont
exhibé un fort pouvoir inhibiteur de la peroxydation de I’acide linoléique par rapport a
I’extrait des écorces, ce qui permet de déduire une probable corrélation entre non pas la
quantité mais surtout la qualité des polyphénols contenus dans les extraits éthanoliques de
Fraxinus angustifolia Vahl., ce qui est déterminant pour les interactions de ces métabolites

dans le milieu réactionnel avec 1’acide linoléique.

I serait intéressant de pousser et approfondir ce travail par :
e Analyser ces interactions sur d’autres entités lipidiques telles que les membranes
artificielles.
e Réaliser des tests de chélation des métaux tels que le cuivre.
e Réaliser des études sur d’autres types d’extraits tels que les décoctions.
e |l est intéressant de procéder a une séparation par des méthodes plus avancées telles
que I’HPLC, afin de tester des composés plus purs de Fraxinus angustifolia Vahl.

concernant ces interactions.
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Annexe 1 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.

+ Préparation des solutions :

e Réactif AICI3: 133mg d’ACl3 +400mg d’acétate de sodium dans 100ml d’eau
distillée.
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Annexe 3 : Courbe d’étalonnage de I’acide tannique pour le dosage des tannins.

4+ Préparation des solutions :

Tampon A : 0,2 M d’acide acétique (CH3COOH) avec 0,17 M de chlorure de
sodium (NaCl), ajuster a pH 4,9 avec de I’hydroxyde de sodium (NaOH).
Solution de BSA : La BSA est dissoute dans le tampon A a une concentration
de 5mg/ml.

FeCls: 0,270 g dans HCI (0,01 M), ajuster a 100 ml avec de 1’eau distillée.

SDS /TEA : pour un litre : 50 ml Triethanolamine (TEA) +10g de SDS puis

compléter a 1 litre par I’eau distillée.



Résume :
Fraxinus angustifolia Vahl. est un arbre appartenant a la famille des Oléacées. Les vertus
thérapeutiques de leurs composants sont multiples comme 1’effet antioxydant et anti-inflammatoire.

L’objectif de cette étude est la mise en valeur de la composition phénolique des feuilles et des
écorces de F.angustifolia Vahl. et d’étudier I’interaction de ces composés avec les lipides. Les
résultats des travaux effectués montrent que le rendement de I’extraction éthanolique est de 33,23 %
pour les feuilles contre 11,07 % pour les écorces. L’estimation quantitative des phénols totaux, des
flavonoides et des tannins est de 140,44 mg.Eq.A.G./g pour D’extrait de feuilles et de
183,85 mg.Eq.A.G./g d’extrait pour les écorces, 0,621 mg.Eq.Q./g d’extrait pour les feuilles et
1,97 mg.Eq.Q./g d’extrait dans les écorces. 41,91 mg.Eq.A .T. /g d’extrait dans les feuilles et 4,89
Eq.mg.A.T/mg d’extrait pour les écorces respectivement.

L’interaction entre les composés phénoliques et les lipides a été déterminée par I’activité
antioxydante des extraits éthanoliques de feuilles et des écorces de F.angustifoliaVahl. via I’inhibition
de la peroxydation de 1’acide linoléique. On note que I’extrait éthanolique des feuilles présente un fort
effet inhibiteur de cette peroxydation avec un taux d’inhibition de 83,99 % a (100 pg/ml) contre
55,18% a (50ug/ml) pour les écorces. Ces résultats appuient fortement 1’usage traditionnel de cette
plante, particuliérement ses feuilles, qui seraient une source intéressante d’antioxydants naturels.

Mots clés :Fraxinus angustifolia Vahl., Composés phénoliques, Lipides, Interactions.

Abstract :
Fraxinus angustifolia Vahl. is a tree belonging to the Oleaceae family. The therapeutic virtues of
their components are multiple as the antioxidant and anti-inflammatory effect.

The aim of this study is to investigate the phenolic composition of the leaves and bark of
F.angustifolia Vahl. and to study the interaction of these compounds with lipids. The results of the
work carried out show that the yield of the ethanolic extraction is 33,23% for the leaves against
11,07% for the barks. The quantitative estimation of the total phenols, flavonoids and tannins is
140,44. mg.Eq.AG/g for leaf extract and 183.85 mg.Eq.AG/g extract for barks. 0.621 mg.Eq.Q./g
extract for the leaves and 1.97 mg.Eq.Q. / g extract in bark. 41.91 mg.Eq.A.T. / g of extract in the
leaves and 4.89 Eq.mg.AT / mg of extract for the barks respectively.

The interaction between phenolic compounds and lipids was determined by the antioxidant
activity of ethanolic leaf extracts and barks of F. angustifolia Vahl. via the inhibition of the
peroxidation of linoleic acid, it is noted that the ethanolic extract of the leaves has a strong inhibitory
effect of this peroxidation with an inhibition rate of 83.99% at (100ug/ml) against 55,18% at
(50ug/ml) for barks. These results strongly support the traditional use of this plant, particularly its
leaves, which would be an interesting source of natural antioxidants.

Key words: Fraxinus angustifoliaVahl, Phenolic Compounds, Lipids, Interactions.
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