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Introduction

Depuis toujours, les plantes médicinales ont été et restent la source majeure de

médicaments grâce à leur richesse en métabolites secondaires, qui se sont illustrés en

thérapeutique (Fouché et al., 2003).

L’organisme génère en permanence des radicaux libres, qui sont des dérivés du

fonctionnement normal du corps mais qui sont aussi produits en plus grande quantité lorsque

le corps est agressé (cigarette, pollution, infections, etc.). A cause de leur réactivité, les

radicaux libres endommagent les cellules en les oxydant (stress oxydatif) (Thurre, 2007).

Pour faire face à ces produits oxydants délétères, le corps humain possède tout un arsenal de

défenses très efficaces, que l’on qualifie d’antioxydants enzymatiques et non enzymatiques

(Halliwell et Gutteridge, 1999).

Bien que le corps soit capable de produire ses propres antioxydants, un apport

nutritionnel riche en β-carotène (provitamine A), l’acide ascorbique (vitamine C), le

tocophérol (vitamine E) ainsi que les polyphénols, renforce la neutralisation de radicaux

libres produits (Thurre, 2007). Et ainsi prévenir les nombreuses maladies comme le diabète,

les cancers, les maladies inflammatoires, le vieillissement, les maladies cardiovasculaires,

neurodégénératives, etc.

Deux plantes médicinales Pistacia lentiscus et Clematis flammula à forte utilisation par la

population locale font l’objet de cette présente étude visant plusieurs objectifs :

 Détermination de la teneur en polyphénols, notamment les anthocyanes, les

proanthocyanidines, les flavanols mais aussi le taux en vitamine C des extraits des

deux plantes étudiées.

 Evaluation de l’activité antioxydant des extraits des feuilles et graines de Pistacia

lentiscus ainsi que les feuilles de Clematis flammula ; par les tests de DPPH, ABTS,

blanchissement du β-carotène couplé à la peroxydation de l’acide linoléique et le du 

pouvoir réducteur par la méthode FRAP.
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I. Stress oxydant

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre

les pro-oxydants et les antioxydants en faveur des premiers. Cette rupture d'équilibre peut

provenir d’une surproduction énorme de radicaux libres ou d’une carence en un ou plusieurs

des antioxydants endogènes ou exogènes (Goudable et Favier, 1997 ; Pincemail et al.,

1999 ; Bonnefont-Rousselot et al., 2002 ; Favier, 2003 ; Rock, 2003).

Les modifications génomiques, métaboliques et fonctionnelles induites par cet état de

stress oxydatif ont été impliquées dans le développement de différentes pathologies

(Pincemail et al., 2002 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006). Pour faire face à ces produits

oxydants délétères, le corps humain possède tout un arsenal de défenses que l’on qualifie

d’antioxydants (Halliwell et Gutteridge, 1999).

I.1 Les antioxydants

 Définition des antioxydants

Un antioxydant est toute substance, présente à une concentration inférieure à celle du

substrat oxydable, qui est capable de retarder ou de prévenir l’oxydation de ce substrat

(Halliwell et Gutteridge, 1999 ; Favier, 2003).

Les antioxydants peuvent agir à deux niveaux : en prévenant la formation des radicaux

libres oxygénés (antioxydants primaires) ou en épurant les radicaux libres oxygénés

(antioxydants secondaires). En complément de cette double ligne de défense, l’organisme est

en outre capable de réparer ou d’éliminer les molécules endommagées par l’attaque

radicalaire (Halliwell et Gutteridge, 1999 ; Tanguy et al., 2009) (figure 1).

Quelques antioxydants sont synthétisés par le corps humain, d’autre tels que les

vitamines et polyphénols, doivent être apportés par notre alimentation (Pincemail et

Defragne, 2004).

 Rôles physiologiques des antioxydants

L’avènement de la biologie moléculaire a montré que les antioxydants sont des

molécules qui possèdent des propriétés allant bien au-delà de leur capacité à piéger les

ERO(espèces réactives oxygénées) .Expérimentalement, il est bien prouvé que les

antioxydants présentent des activités anticancéreuses non seulement en piégeant des ERO

mais aussi en augmentant la réponse immunitaire, en diminuant l’expression d’oncogènes ou

en inhibant l’angiogenèse des tumeurs. Les antioxydants jouent également un rôle clé dans la

régulation des signaux cellulaires (Pincemail et al., 2002).
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I.2 Système de défense antioxydant

L’organisme possède des systèmes de défense très efficaces, de deux types : les

antioxydants enzymatiques (endogènes) et non enzymatiques (exogène). Ces antioxydants

sont d’autant plus importants que certains peuvent être utilisés en thérapeutique pour tenter de

prévenir le stress oxydatif (Figure 1) (Goudable et Favier, 1997 ; Pelli et Lyly, 2003 ;

Vameq et al., 2004 ; Rahman et al., 2006 ).

Figure1 : Régulation de la production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) par les systèmes de
défenses antioxydants (Pincemail et al., 1999 ;Pincemail et al., 2002 ).

I.2.1 Systèmes endogène

Les antioxydants endogène incluent un ensemble d’enzymes à savoir ; les superoxydes

dismutases, la catalase, le système glutathion/glutathion peroxydase/glutathion réductase et

le système glutarédoxine (peroxyrédoxine/ thiorédoxine/ thiorédoxine réductase) (Goudable

et Favier, 1997 ; Vamecq, et al., 2004 ; Rahman et al., 2006).

I.2.2 Système exogène

Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydants et consomment beaucoup

d'énergie pour contrôler la concentration d'espèces réactives de l'oxygène. Certains composés

antioxydants comme les vitamines E (tocophérol), vitamines C (ascorbate), les caroténoïdes

ou les polyphénols apportés par les aliments, agissent en piégeant les radicaux et en captant

l’électron célibataire, les transformant en molécules ou ions stables (Goudable et Favier,

1997; Favier, 2003).
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I.2.2.1 Les vitamines

I.2.2.1.1 Définition des vitamines

Les vitamines sont des substances organiques que l’organisme est incapable de les

synthétiser, elles sont nécessaire à la croissance et au métabolisme en agissant à faible doses.

L’apport nutritionnel permet généralement de couvrir tous nos besoins en vitamines.

Cependant, des apports insuffisants en ces substances provoquent des perturbations

biologiques, traduites par des pathologies (Brémaud, 2006).

Treize composés répondent à cette définition et sont classiquement divisés en deux

groupes en fonction de leurs propriétés physicochimiques, métaboliques et fonctionnelles :

les vitamines liposolubles (A, D, E et K) et les vitamines hydrosolubles (B1, B2, PP, B5, B6,

B8, B9, B12, C). Certaines vitamines sont synthétisées de manière indirecte dans l’organisme

humain (Durand et Beaudeux, 2011). Ainsi, Notre alimentation peut apporter 13

vitamines. L’organisme produit 3 entre elles (vitamines A, D et K) à partir de précurseurs et

dans certaines conditions. Les 10autres ne sont fournies que par les aliments ingérés

(Brémaud, 2006).

I.2.2.1.2 Structure chimique, rôle et propriétés physicochimiques des vitamines

Les vitamines constituent un groupe de molécules très hétérogène au plan chimique, elles

sont plus ou moins sensibles aux agents dits « destructeurs » qui sont notamment l’oxygène,

la chaleur, la lumière, les rayons UV, pH et certains métaux catalyseurs .Cette différence de

sensibilité traduit l’hétérogénéité de leur caractéristiques physico-chimiques (Durand et

Beaudeux, 2011).

 Les vitamines E

La vitamine E désigne un groupe de nombreux composants présents dans la nature :

Les α-, β-, γ- et δ-tocophérols et tocotriénols. Ils diffèrent les uns des autres par la position des 

groupes méthyles sur le cycle aromatique (Figure 02) (Pincemail et al ., 1998 ).
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Figure 02: Structure de la vitamine E (Landrier, 2011)

 La vitamine C (acide ascorbique)

La Vitamine C ou l’acide L-(+)-threo-ascorbique est la vitamine la plus abondante

dans les compartiments aqueux de l’organisme. Ses principales sources alimentaires sont les

fruits et les légumes (Figure 3) (Nève, 2002).

Elle dérive chez les végétaux directement de D-glucose avec conversation de la

séquence de la chaîne carbonée. L’acidité de la molécule et son caractère réducteur sont liés à

sa structure d’ène-diol aisément oxydée en une structure bicyclique, l’acide déhydro-

ascorbique. Elle est métabolisée en acide oxalique, acide thréonique et acide tartrique ; ce

dernier peut être formé via l’acide thréonique ou, chez certaines familles directement

(Vitaceae) (Bruneton , 1999 ).

Figure 03 : Structure chimique de la vitamine C (Chepda et al., 1999).
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I.2.2.2 Les composés phénoliques

 Définition des polyphénols

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés

par la présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés

dans une autre fonction : éther, ester et hétéroside. Ils sont présents dans toutes les parties des

végétaux supérieurs (Bruneton, 2009).

 Biosynthèse

Les composés phénoliques sont issus de deux grandes voies d’aromagenèse : la voie la

plus courante est celle qui , via le shikimate ( l’acide shikimique ) , conduit des oses aux

acides aminés aromatiques ( phénylalanine et tyrosine ) puis , par désamination de ces

derniers , aux acides cinnamiques et à leurs très nombreux dérivés : acides benzoïques ,

acétophénones , lignanes et lignines , coumarines. L’autre voie commence de l’acétate et

conduit à des  poly β-cétoesters de longueur variable (polyacétates)  qui engendrent, par 

cyclisation des composés souvent polycycliques : quinones, xanthones,…etc (Bruneton,

1999).

 classification

La classification s’effectue d’abord selon, la complexité du squelette de base (allant d’un

simple C6 à des formes très polymérisées), ensuite selon le degré de modification de ce

squelette (degré d’oxydation, de l’hydroxylation, de méthylation…etc.) et enfin selon les

liaisons possibles de ces molécules de bases avec d’autres molécules (glucides, lipides,

protéines et autres métabolites secondaires) (Ribereau-Gayon, 1968 ; Sarni-Manchado et

Cheynier, 2006 ; Rahman et al., 2006 ; Bruneton, 2009) donnant naissance ainsi à plusieurs

classes présentées par phénols simples, flavonoïdes, tannins, anthocyanes (Bruneton, 2009).

I.2.2.2.1 Les phénols simples

Les phénols simples sont reconnus par des formes les plus simples qui présentent des

structures chimiques ; ils sont divisés en acides benzoïques à sept atomes de carbones (C6-

C1), en acides cinnamiques à neuf atomes de carbone (C6-C3) et en fin en coumarines qui

possèdent un hétérocycle oxygéné à six atomes, accolé à un noyau benzoïque et qui dérivent

des acides cinnamiques par cyclisation de leur chaîne latérale (Ribéreau-Gayon, 1968 ;

Macheix et al., 2006).
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I.2.2.2.2 Les tannins

Les tannins sont des composés phénoliques ayant des poids moléculaires compris

entre 500 et 3000 Da. Deux groupes de tannins se diffèrent aussi bien par leur structure que

par leur origine biosynthétique: tannins hydrolysables et tannins condensés (Ribéreau-

Gayon, 1968 ; Bruneton, 1999).

 Tannins condensés (proanthocyanidines)

Les tanins condensé sont des structures plus complexes, on les appelle également

proanthocyanidines, largement présents dans le règne végétal, et que l’on rencontre dans de

nombreux produits alimentaires (fruits, légumes, boissons….). Ils ne renferment pas de sucres

dans leurs molécules, ils sont hydrolysés en présence d’acide forts ou d’agents d’oxydation,

ils se transforment en substances rouges (Boudjellal, 2009). Ce sont des polymères de flavan

3-oles (catéchine) et de flavan 3,4-dioles (leucoanthocyanidines), ou un mélange des deux

( Luthar, 1992 ; Okamura et al., 1993).

Les chaînes de polymères comptent de 2 à 20 unités environ, et il existe de nombreuses

hydroxylations possibles en différents endroits de chaque monomère (figure 4). Cette

diversité structurale explique les variations d’activité biologique.

Figure 4: Exemple de structure de base des tanins condensés (Li et al., 2004).

 Tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables ou appelés tannins pyrogalliques, sont des polyesters de

glucides et d’acide-phénols. Ils sont facilement scindés par les acides ou les enzymes en ose et

en un acide-phénol. Selon la nature de ces tannins, on distingue: les tannins galliques dans le

cas de l’acide gallique et les tannins ellagiques dans le cas de l’acide ellagique ( Luthar,

1992 ; Bruneton, 1999).
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I.2.2.2.3 Les flavonoïdes

Les flavonoïdes constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels. Ils constituent

des pigments responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes

végétaux (Ghedira, 2005). Leur structure de base est le noyau flavane qui est composé de 15

atomes de carbone arrangés dans trois noyaux (C6-C3-C6), à savoir A, B, et C (Figure 5)

(Pietta, 2000).

Figure 5 : Structure de base des flavonoïdes avec la numérotation classique (Pietta, 2000).

I.2.2.2.4 Les anthocyanes

Les anthocyanines (du greck anthos = fleur et kianos = bleu) sont les colorants les

plus importants des plantes vasculaires (Kong et al., 2003 ; Castañeda-Ovando et al.,

2009). Ces composés sont responsables des couleurs orange, rose, rouge, violet et bleu des

fleurs et fruits de certaines plantes (Derbel et Ghedira, 2005 ; Yousfi et al., 2006).

Cette coloration dépend de nombreux paramètres tels que le nombre et la structure

des substituants des cycles benzéniques, l’état d’acylation, ainsi que les conditions du milieu

tel que : pH, SO2, température et lumière (Kahn, 2006).

Les anthocyanes sont constituées de deux cycles phénoliques A et B reliés par un

hétérocycle flavylium (Figure 6) (Kong, 2003).

Figure 06 : Structure générale des anthocyanes (Castañeda-Ovando et al., 2009)
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Les principales différences entre les anthocyanes sont le nombre de groupes

hydroxylés, la nature et le nombre de sucres collés à leur structure, les carboxylates

aliphatiques ou aromatiques collées au sucre dans la molécule et la position de ces

attachements (Tableau I) (Kahn, 2006 ; Castañeda-Ovando et al., 2009).

Tableau I : Les principaux anthocyanidines courantes (Rivas-Gonzalo, 2003).

Anthocyanidines Séquence de substitution couleur à PH<1

Anthocyanidines courantes

Pelargonidine( Pg ) 3,5,7,4’-OH Orange

Cyanidine (Cy) 3,5,7,3’,4’-OH Orange-rouge

Delphinidine ( Dp ) 3,5,7,3’,4’,5’-OH Bleu-rouge

Peonidine ( Pn ) 3,5,7, ,4’,5’-OH; 3’-OMe Rouge

Petunidine (Pt ) 3,5,7,4’-OH; 3’-OMe Violet

Malvidine ( Mv) 3,5,7,4’-OH; 3’,5’-OMe Violet

 Influence du PH sur les anthocyanes

Les anthocyanines sont présents dans différentes formes chimiques qui dépendent du pH

de la solution. A pH 1, le cation de flavylium est l’espèce prédominante qui contribue à des

couleurs pourpres et rouges (figure 7A) (Castañeda-Ovando et al., 2009).

Aux valeurs du pH entre 2 et 4, les espèces bleues quinoidales sont les prédominantes

(figure 7B-D). Aux valeurs du pH entre 5 et 6 seulement deux espèces sans couleur peuvent

être observées (figure 7-E). A pH supérieur à 7, les anthocyanines sont dégradées selon leurs

groupes de substituants (figure 7 réaction de dégradation) (Castañeda-Ovando et al., 2009).

Quatre formes structurelles des anthocyanines coexistent, aux valeurs du pH entre 4 et 6 :

le cation de flavylium, une base quinoidale anhydre, une base sans couleur de carbinol et la

chalcone jaune pâle. L'équilibre entre les bases et le carbinol quinoidal se produit par

l'intermédiaire du cation de flavylium comme le montre la figure 7(structures de D, A et E),

(Castañeda-Ovando et al., 2009).
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Figure 7 : Formes chimiques d'anthocyanines selon le pH et la réaction de dégradation des
anthocyanines (Castañeda-Ovando et al., 2009).
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I. 3 Méthodes de quantification des antioxydants.

Il n’existe pas de méthodes permettant de doser de manière satisfaisante et simultanée

l’ensemble des composés bioactives présent dans un extrait végétal non purifié .Néanmoins,

une estimation rapide de leurs teneurs peut être obtenue par différentes méthodes.

colorimétrique, chromatographique, enzymatiques…ect (Macheix et al., 2005)

I.3.1 Dosage des composés phénolique

I.3.1.1 Dosage des phénols totaux

A/ Méthode de Folin Ciocalteu

La procédure de dosage des phénols totaux par le réactif de Folin-Ciocalteu est la

technique la plus utilisée dont il existe une multitude de modifications qui diffèrent d’un

auteur à un autre (différence dans les quantités des réactifs utilisées, la température et la durée

d’incubation), néanmoins le principe de base est le même (Naczka et Shahidi, 2004).

Le dosage des polyphénols est basé sur l’utilisation du réactif de Folin Ciocalteu qui est

un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12O40)

et d'acide phosphomolybdique (H3PMo12O40) (Naczka et Shahidi, 2004). Il est réduit, lors

de l'oxydation des composés phénoliques, en un mélange d'oxydes bleus de tungstène et de

molybdène dans le milieu alcalin. Le complexe formé absorbe entre 725 et 750 nm. La

coloration produite est proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans les extraits

végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

B/ Méthode du bleu prussien

Cette méthode a été décrite par Price and Butler(1977) in Hagermen (2002) puis modifiée

plus tard par Graham (1992) in Hagerman (2002). Elle consiste à l’addition du sulfate

d’ammonium ferrique [FeNH4(S04)], après vingt min, les ferricyanides [K3Fe(CN)6] sont

ajoutés puis, une couleur bleu prusse apparit dont l’intensité est en fonction du taux en

composés phénolique présents, enfin une incubation à une température ambiante et la lecture

d’absorbance à 720nm (Hagerman, 2002).
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La méthode modifiée par Graham (1992) in Hagermen (2002) consiste à utiliser le

chlorhydrique ferrique (FeCl3) avant le sulfate d’ammonium ferrique pour augmenter la

solubilité des polyphénols présents dans l’échantillon (Hagerman, 2002).

Les composés monomériques, tels que la catéchine, l’acide gallique et l’acide tannique

sont utilisés comme standards. (Pour les deux méthodes citées).

I.3.1.2 Dosage des flavonoïdes

A/ Méthode de l’AlCl3 (Chlorure d’aluminium)

Cette méthode consiste à l’ajout de l’AlCl3 à l’extrait à analyser et de lire l’absorbance à

430 nm après 10 min d’incubation (Zhishen et al., 1999 ; Naczka et Shahidi, 2004).

Une modification de cette méthode a été proposée par Zhishen et al.(1999) et ceci par

l’ajout de l’AlCl3 et les nitrate de sodium respectivement et une lecture d’absorbance à 510

nm directement sans incubation (Naczka et Shahidi, 2004).

Le principe de cette méthode est basé sur la formation des complexes jaunâtres entre

l’AlCl3 et les flavonoïdes. Ces complexes ainsi formés présentent un maximum d’absorbance

à 430nm ( Naczka et Shahidi, 2004). Tandis-que la soude forme un complexe de couleur

rose qui absorbe à 510 nm. La quercétine et la rutine sont souvent utilisées comme standards

(Naczka et Shahidi, 2004).

I.3.1.3 Dosage des anthocyanes

A/ Méthode avec le Bisulfure de Sodium

Le principe de la méthode de dosage des anthocyanes est basé sur la décoloration des

solutions d'anthocyanes en utilisant une solution de bisulfite de sodium. Le chercheur Jur

(1967) a montré que ce phénomène était dû à l'existence d'une réaction entre le cation

flavylium et l'hydrogénosulfite HSO3. Cette réaction est équilibrée et conduit à la formation

d'un produit d'addition incolore et plus ou moins stable selon le pigment. Cette méthode

exclue l’interférence d’autres composés phénoliques sur ce dosage (Bessas, 2008)

B/ Méthode différentielle du PH

La teneur en anthocyanes totaux a été mesurée par la méthode du pH différentiel, décrit par

Cheng et Breen (1991). L’absorbance de l'extrait a été mesurée à 510 nm et 700 nm dans les
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tampons à pH 1,0 (l'acide hydrochlorique- chlorure de potassium, 0,2 M) et 4,5 (acétate de

sodium -l'acide-acétate, 1 M). La Teneur en anthocyanes a été calculée en utilisant un

coefficient d'extinction molaire de cyanidine-3-glucoside (Pantelidis et al., 2007 ; Pas´ko et

al., 2009 ; Fabani et al ., 2013).

Grace aux différentes propriétés physico-chimiques des anthocyanes, d’autres méthodes

de quantification de ces composés s’inscrivent en plus de celles citées en haut, notamment la

spectroflurométrique (Rivas-Gonzalo, 2003). La résonance magnétique nucléaire (RMN), la

spectrométrie de masse (MS) (Nicoue Eugene, 2010).

I.3.1.4 Dosage des tannins

A/ Dosage des tannins totaux : méthode de la BSA (Sérum Albumine Bovine)

Les teneurs en tannins totaux ont été estimées selon le protocole développé par

Hagerman et Butler (1978). Le principe de cette méthode est fondé sur le pouvoir des tannins

(hydrolysables et condensés) à faire précipiter les protéines, la BSA préparée dans un tampon

d’un PH de 4,9 et ceci après l’ajout d’un détergent (SDS / TEA) et le FeCl3. Elle peut être

appliquée sur divers extraits végétaux (Hagerman, 2000).

La méthode est basée sur l'obtention d'un complexe coloré Fe + +_ phénols qui peut être

mesuré par spectrophotométrie à 510 nm. Les résultats ont été exprimés en mg équivalent

d'acide tannique (Hagermen et Butler, 1978 ; Amessis-Ouchemoukh et al., 2014 ).

I.3.1.4.1 Dosage des tannins hydrolysables

A/ Méthode avec l’iodate de potassium (ellagitannins et gallotannins)

Diverses approches ont été employées pour l’analyse quantitative des tannins

hydrolysables dans les extraits végétaux, la méthode la plus utilisée est basée sur la réaction

entre l'iodate de potassium (KIO3) et les tannins hydrolysables. Cette réaction a été décrite

pour la première fois par Haslam (1965). Plus tard utilisée par Bate-Smith (1978) pour un but

analytique (Naczka et Shahidi, 2004).
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Le principe de cette méthode est basé sur la réaction entre le méthyle gallate, formé après

hydrolyse des tannins hydrolysables, avec l’iodate de potassium formant un complexe de

couleur rouge en présence d’un acide fort dont l’absorbance est mesurée à 525 nm (Naczka et

Shahidi, 2004).L’acide gallique est utilisé comme standard .

B/ Méthode avec les carbonates de sodium ( ellagitannins)

Cette méthode a été décrite par Wilson et Hagermen (1990) in Hagermen (2002) pour

l’analyse quantitative des ellagitannins. Son principe est basé sur l’hydrolyse par l’acide

nitrique des tannins hydrolysables présents dans un extrait préparé dans la pyridine en acide

ellaqigue à 100°c pendant dix heures. L’addition de carbonate de sodium (NaONO2) qui

réagit avec l’acide ellagique formera des complexes colorés dont l’absorbance est mesurée à

538 nm. L’acide ellagique est utilisé comme standard (Hagermen, 2002).

L’utilisation d’une grande quantité de la pyridine est l’inconvénient de cette méthode en

raison de sa toxicité (Naczka et Shahidi, 2004) .Il faut aussi respecter le temps d’incubations

(05 min) puisque au-delà de 5 min la couleur change et peut fausser les résultats (Hagermen,

2002).

C/ Méthode avec la rhodanine (gallotannins)

C’est une méthode décrite par Inoue et Hagermen (1988) in Hagermen(2002), elle est

spécifique aux gallotannins. Elle consiste à hydrolyser les tannins présents dans l’échantillon

par l’acide sulfurique 4N puis les placer à 100°C pendant 26 heures. Enfin l’ajout de la

rhodanine forme des complexes colorés avec l’acide gallique dont l’absorbance est mesurée à

520 nm. L’acide gallique est utilisé comme standard (Moyo et al., 2010).

I.3.1.4.2 Dosage des tannins condensés (proanthocyanidines)

A/ Méthode du butanol –HCL

Le principe de cette méthode est fondé sur la capacité à former des complexes les ions

ferriques du sulfate d’ammonium ferrique FeNH4 (SO4)2 ajoutés à l’échantillon à analyser,

avec les anthocyanes obtenus après hydrolyse des proanthocyanidines par le butanol-HCL.

L’absorbance est ensuite mesurée à 550 nm après une incubation à 50 min à 30°C.

(Hagermen, 2002).
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La catéchine est recommandée comme standard. La reproductibilité de cette méthode dépend

de la concentration du HCL, la température et le temps d’incubation, la présence d’ions

métalliques qui oxydent les anthocyanes et aussi le degré de polymérisation des

proanthocyanidines (Naczka et Shahidi, 2004).

B/ Méthode de la vanilline-HCL

Cette méthode est largement utilisée pour l’estimation des taux en tannins condensés dans

les extraits végétaux. Elle est spécifique aux flavans-3-ol et les proanthocyanidines (Naczka

et Shahidi, 2004). La vanilline qui est un aldéhyde aromatique, interagit spécifiquement avec

les flavan3-ol et avec les unités terminales des proanthocyanidines (tannins condensés) et le

complexe formé présente une coloration rouge dont l’absorbance est mesuré à 500 nm dans

l’UV/ visible (Hagermen, 2002). Cette méthode est très recommandée pour le dosage des

tannins condensés pour sa simplicité, sa sensibilité et sa spécificité (Naczka et Shahidi,

2004).

I.3.2 Dosage des vitamines

I.3.2.1 Dosage de la vitamine C

Un grand nombre de méthodes a été annoncé pour la détermination du taux d'acide

ascorbique à savoir : titrimétrie, voltamétrie, potentiométrie, fluorométrie, spectrophotométrie

(Hossu et al., 2006).

A/ Analyse enzymatique de l’acide Ascorbique

Les méthodes enzymatiques emploient soit l'acide ascorbique oxydase ou peroxydase ;

l'acide ascorbique Oxydase (EC. 1.10.3.3) est fortement spécifique pour oxyder l'acide

ascorbique en acide déhydroascorbique grâce à la réaction de ces derniers avec le fer ferrique

et le réactif complexo-métrique, 2.4.6 tris (2-pyridyl) - S-triazine. L'absorbance est

déterminée à 593 nm (Washko et al., 1992).

Ce système a été employé pour mesurer la quantité d'acide ascorbique dans les jus, les

fruits et le plasma. L’avantage de ces analyses est que la déprotéinisation d'échantillon peut

être inutile, mais un inconvénient est que l'acide déhydroascorbique doit être mesuré par une

autre technique. La diminution d’'absorbance à 510 nm dépend de la concentration en acide

ascorbique dans l'échantillon (Washko et al., 1992).
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B/ Analyses fluorométriques de l’acide Ascorbique et de l’acide déhydroascorbique

La détermination fluorométrique dépend des groupes cétone présents dans l’acide

déhydroascorbique. Ce qui est alors condensé avec de l'o-phenylenediamine pour former un

dérivé de quinoxaline qui est un fluorphore.

Quand un échantillon contenant l'acide ascorbique et l'acide déhydroascorbique est

combiné avec de l'o-phénylènediamine, l'acide déhydroascorbique est épuisé par la réaction,

Puisque l'équilibre entre l'acide ascorbique et l'acide déhydroascorbique est perturbé, plus

l’acide déhydroascorbique pourrait former, ce qui pourrait alors réagir avec de l'o-

phénylènediamine pour former plus de dérivé de quinoxaline (Washko et al., 1992).

C/ Méthode Sectrophotométriques / colorimétriques de l’acide Ascorbique

Les méthodes spéctrophotométriques dans le domaine visible sont recommandées pour le

dosage d'acide ascorbique des produits de multi-vitamine à cause de leur spécificité de

certains d'entre eux. Szepesy (1966) recommande le dosage à 240-245 nm dans le médium

neutre en présence du cyanure de potassium (Hossu et al., 2006).

La majorité des méthodes spectrophotométriques est fondée sur leurs propriétés de

réduction et d'oxydation grâce à la présence de plusieurs atomes donateurs capables de

former des complexes avec les métaux : le fer (III), le zinc(II), le manganèse(II), le

cadmium(II) (Hossu et al., 2006).

D/ Chromatographie liquide à haute performance (HPLC) de l’acide Ascorbique

En raison des difficultés avec d'autres méthodes, des analyses de l’HPLC pour l'acide

ascorbique et l'acide déhydroascorbique ont été développées. Dans l’HPLC les analytes sont

séparées par chromatographie sur colonne et dosées en utilisant des détecteurs de post-

column. La détection ultraviolets (UV) et électrochimique (EC) sont les deux techniques les

plus appliquées mais l’HPLC par l’UV reste le système le plus simple pour mesurer l'acide

ascorbique dans les échantillons biologiques. Celle-ci est possible en raison du spectre optique

de l'absorbance de la vitamine (265-266 nm) (Washko et al., 1992).
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I.4 Intérêts des antioxydants

I.4.1 La vitamine C

L'acide L-ascorbique (AA) est la forme biologique active principale de la vitamine C. Au sein

de l'organisme, c'est un cofacteur enzymatique impliqué dans un certain nombre de réactions

physiologiques. Elle est impliquée dans la synthèse du collagène et des globules rouges et

joue un rôle de promoteur de l'absorption du fer (Spínola et al., 2013).

Elle est le prototype des antioxydants hydrosolubles (Spínola et al., 2013). L'effet

antioxydant de cette vitamine a été démontré in vitro. Cette vitamine protège ainsi les

biomembranes et les lipoprotéines en piégeant les radicaux dans la phase aqueuse avant qu'ils

initient la peroxydation lipidique (Goudable et Alain, 1997 ; Chanforan, 2010). Cela

s’effectue par le piégeage du radical hydroxyle (OH●) et le radical peroxyle (ROO●), ou en

réagissant avec l'oxygène singulet (1O2), par oxydation de l'acide ascorbique, en acide

déhydro-ascorbique, ou par réduire le radical tocophéryle (Figure 8) (Goudable et Alain,

1997 ; Gardé- albert et al., 2003 ; Herna, 2006)

Figure 08 : Régénération de la vitamine E via l’action de la vitamine C (Pincemail et al.,

1998).

Par ailleurs, l’acide ascorbique intervient dans la stimulation des défenses de l’organisme,

le métabolisme du cholestérol et des sels biliaires, dans la synthèse des prostaglandine, dans

diverses réactions de détoxication, ainsi qu’elle favorise l’absorption du Fe alimentaire

(Berger, 1995 ; Rietjens et al., 2002 ; Brémaud ,2006).
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I.4.2 Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont connus par leurs propriétés pharmacologiques

notamment, antivirales, antimicrobiennes et anticancéreuse (Narayana et al., 2001 ; Seyoum

et al., 2006) , antiallergiques, anti-inflammatoires, anti-thrombotiques, anti-tumorales et

hépato-protectrices (Middleton et al., 2000).

Les anthocyanines ont de nombreuses propriétés pharmacologiques incluant l'effet sur

la perméabilité et la fragilité des vaisseaux capillaires, l'agrégation des plaquettes de sang et

l'effet sur le collagène. Les anthocyanes affectent l'adhérence des plaquettes directement et

indirectement à travers des effets sur le métabolisme de la prostaglandine (Nicoué Eugène,

2010).

Une autre propriété significative des anthocyanes est leur activité antioxydante, qui

joue un rôle essentiel dans la prévention des maladies neuronales et cardio-vasculaires (Lila,

2004), du cancer et du diabète (Castañeda-Ovando et al., 2009). Cette dernière est

expliquée en partie par le piégeage des radicaux libres, la diminution de la peroxydation des

lipides et la chélation des métaux (Kong et al., 2003 ; Nicoué Eugène, 2010).

Derbel et Ghedira, 2005 ont rapporté l’effet de ces composés sur l’inhibition de la

production du monoxyde d’azote (NO.) à partir des polynucléaires neutrophiles au cours de la

phase précoce de l’inflammation. Et sur l’effet inhibiteur sur les enzymes protéolytiques de

dégradation du collagène, ce qui explique leurs propriétés vasoprotectrices et anti-

oedémateuses et anti-inflammatoires (Derbel et Ghedira, 2005).

Par ailleurs. Un effet protecteur des altérations oxydatives à été noté pour le cyanidol

qui forme un complexe de pigmentation avec la molécule d’ADN (Derbel et Ghedira, 2005).

Les travaux de Fimognari et al. (2004) ont également indiqué que la cyanidine 3-O-
glucopyranoside (Cy-g) possède une activité anti-génotoxique in vitro (Fimognari et al.,
2004).

I.5 Relation structure chimique et activité antioxydante des antioxydants.

Dans certaines conditions physiologiques s’applique la théorie « tout antioxydant peut

devenir pro-oxydant », comme en présence de fer, l’acide ascorbique a un effet pro-oxydant,

L’alpha tocophérol à fortes concentrations et les flavonoïdes  comme la quercétine et la 

myricétine peuvent également présenter des propriétés pro-oxydantes (Heim et al., 2002;

Rietjens et al., 2002)
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A cet effet, des besoins d'analyses qualitatives et quantitatives de ces antioxydants dans

des matériaux végétaux les plus divers n'ont fait que grandir, émanant chaque jour d'un plus

grand nombre de biologistes aux intérêts très multiples.

De nombreuses études ont établi la relation entre la quantité, la structure chimique des

métabolites secondaires et leur pouvoir antioxydant. Cependant, aucune conclusion n’a été

prononcée sur la relation quantité /activité antioxydante.

Les résultats obtenus ont montré clairement que l’activité des composés phénoliques

dépend essentiellement de leur structure, l’hydroxylation, l’O-méthylation et glycosylation, la

fonction 4-oxo et la double liaison entre C2 et C3 et enfin la polymérisation (Heim et al.,

2002 ; Es-Safi et al., 2007).

A/ Les groupements hydroxyles

L’activité antioxydanet des polyphénols et leurs métabolites in vitro dépend de

l’arrangement de leurs groupements fonctionnels. En effet, le piégeage des radicaux libres est

principalement attribué à la haute réactivité des substituants hydroxyles (Tapas et al., 2008).

Il a été démontré que les groupements hydroxyles des flavonoïdes aux positions 3,5,7

génèrent une grande activité scavenging des radicaux libres (Tapas et al., 2008). Quand à la

présence de groupement OH dans la position 5 et 7 du cycle A, ainsi qu’aux positions 3’ et 4’

du cycle B comme le catéchol et la position 3’ dans le cycle C s’emblent essentiels à

l’inhibition de la peroxydation lipidique (Cook et Sammam, 1996).

Par ailleurs, Tsuda et al., (1998, 1999) ont rapporté que la capacité antioxydante est

influencée par le nombre d'hydroxyles sur le cycle B, de sorte que la delphinidine et la

cyanidine sont les plus efficaces des anthocyanes connues Tsuda et al., (1998, 1999).

B/ La double liaison C2 et C3 et la fonction 4-oxo

L’une des différence de structure entre les flavonoïdes est la présence ou l’absence de la

double liaison entre C2 et C3 et la fonction 4-oxo (Heim et al., 2002 ; Es-Safi et al., 2007).

Les flavones qui possèdent une double liaison montrent une grande activité scavenger de

radicaux libres par comparaison à celle des flavonones (Rice-Evans, 1996 ; Heim et al.,

2002 ).

Aussi, Van Acker et ces colaborateurs ont rapporté qu’une partie du catéchol dont il

existe une combinaison entre la double liaison C2-C3 et la fonction 4-oxo semble une

structure essentielle pour une grande activité antioxydante (Es-Safi et al., 2007).
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Cependant, d’autres études montrent que cela n’est pas appliqué pour les flavonols qui

présentent une augmentation significative de l’effet antioxydant suite à la présence de la

double liaison C2-C3en combinaison avec la présence du groupement OH en position 3 (Es-

Safi et al., 2007).

C/ L’ométhylation

La suppression de l’activité antioxydant, par de l’O-méthylation pourrait refléter les effets

stérique qui perturbent la planarité. Par ailleurs, l’obstruction stérique des groupements 3’-4’-

catéchol par la 4’-O-méthylation compromet significativement sa capacité antioxydante

(Heim et al., 2002).

D/ La glycosylation

Les flavonoïdes aglycones ont un grand potentiel antioxydant comparé à leurs

correspondants glycosylés (Heim et al., 2002). En effet, la comparaison de la naringénine

avec naringosides montre que la glycosylation du groupe 7-OH diminue largement l’activité.

Des effets similaires sont observés quand l’hespéritine est comparée avec son dérivé

glycosylé (l’hespéridine) (Rice-Evans, 1996 ; Marfak, 2003).

E/ Le degré de polymérisation

Les tannins présentent d’une manière significative une plus grande propriété scavenging

du radical superoxyde que les tannins trimères et tétramères. Ainsi l’efficacité des

proanthocyanidines vis-à-vis de beaucoup d’espèces radicalaires est attribuée à leur grand

degré de polymérisation (Heim et al., 2002).

L’objectif de notre travail est d’évaluer l’activité antioxydante des extraits des graines et

feuilles de Pistacia lentiscus ainsi les feuilles de Clematis flammula par les tests de DPPH,

ABTS.+, blanchissement du β-carotène couplé à la peroxydation de l’acide linoléique et le  

pouvoir réducteur par la méthode FRAP, après avoir déterminé leurs teneurs en vitamines C,

en proanthocyanidines, en anthocyanes et flavonols.
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II. Matériels et méthodes

II.1. Matériel végétal

II.1.1 présentation de Pistacia lentiscus

II.1.1.1 Description botanique et répartition géographique

Pistacia lentiscus est un arbuste ou un arbre ligneux qui appartient à la famille des

Anacardiaceae. Elle peut atteindre jusqu'à 3 ou 4 m. C’est une espèce dioïque (fleurs males et

femelles), toujours verte sclérophylle, avec une forte odeur de résine. Les feuilles sont

pennées persistantes et de petite taille (4-5 mm diamètre) (Zohary, 1952).

Les fruits femelles ont des ovaires uni et tri-carpelles et les fruits males ont 8 à 10

étamines (Verdu et Garcia-Fayos, 1998), graines drupes en fin d'été et en automne. La

couleur des fruits est fortement associée à la viabilité des semences: fruits noirs contiennent

généralement des graines viables alors que les rouges contiennent des graines non viables

(avorté).

Le pistachier lentisque est très commun dans le bassin méditerranéen, il se trouve à

l'état sauvage, dans les maquis et les garrigues dans tout type de sols, bien qu’il préfère les

terrains siliceux. En Algérie, le lentisque se trouve sur le long du tell et dans les zones

forestières (More et White, 2005).

II.1.1.2 Classification taxonomique

La classification de Pistacia lentiscus est établie par Ansari et al. (2012) :

Tableau II : Classification de Pistacia lentiscus

Règne Plantae

Division Magnoliophyta

Ordre Sapindales

Famille Anacardiaceae

Genre Pistacia

Espèce Pistacia lentiscus L.
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 Nom vernaculaire

Anglais : Chios mastic tree.

Allemand : Mastixbaum.

Français : Arbre au mastic, Lentisque.

Espagnol : Lentisco.

Arabe : Derw, darw

Berber: Tidekt, Tidekst (Torkelson, 1996; Feidemann, 2005).

Figure 9: Photographie de (a) feuilles, (b) fruits de Pistacia lentiscus

II.1.1.3 Utilisations

Pistacia lentiscus est connue pour ses propriétés médicinales depuis l'antiquité

(Palevitch et Yaniv, 2000). Les feuilles possèdent des propriétés astringentes, diurétiques,

analgésiques et antipyrétiques (Bellakhdar, 1978, 1997; El Ouafi, 1997). Les feuilles et

l’écorce sont employées en décoction ou en poudre, dans le traitement des maux du ventre, de

l’intestin, des diarrhées et de diabète (Bellakhdar, 1978, 1997; El Ouafi, 1997 ;

Ouelmouhoub, 2005).

II.1.2 Présentation de Clematis flammula

II.1.2.1 Description botanique

Clematis flammula (Clematite flammette) est une plante ligneuse qui peut atteindre deux à

cinq mètre de longueur. C’est une liane qui se développe en s’accrochant par les pétioles de

ses feuilles. Ces derniers sont bipennés, ovales à lancéolées, les fleurs sont de couleurs

blanches agréablement odorantes comportant généralement quatre à cinq sépales pétaloïdes,

les fruits étant aplatis et orangés (Bernard, 1997).

(a) (b)
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II.1.2.2 Classification

Tableau III : classification de Clematis flammula

Règne Plantea-végétal

Division Magnoliophyta-

Classe Magnoliopsida-dicotylédones

Ordre Renunculales

Famille Renonculaceae

Genre Clematis

Espèce Clematis flammula

 Nom vernaculaire

Arabes : Sebneq, Nard barda, Yasmine barri.

Berbères : Azenzou,Zenzoou

Noms commun : Clématite.

Figure 10: Photographie de Clematis flammula (originale)

II.1.2.3 Utilisations

Clematis flammula appelée Clématite odorante, flammette (Maarc et al., 2008) est utilisée

pour le traitement des rhumatismes articulaires, des blessures superficielles et les brulures,

mais lorsqu’elle est utilisée en dose excessives ou pendant une longue durée, elle provoque

des brulures c’est pour cela qu’elle est nommée « Clématite brulante » (Kosotova et

al.,2006).
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II.2 Méthodes

II.2.1 Préparation des extraits

II.2.1.1 Récolte des plantes

La récolte des deux plantes Clematis flammula et Pistacia lentiscus a été effectuée dans la

région de Sidi Ayad, de la commune de Sidi Aich, wilaya de Bejaïa (Figure 11), durant le

mois de mai et Juillet 2013 respectivement, pour les feuilles, en décembre de la même année

pour les graines de P. lentiscus.

Figure 11: Carte de la wilaya de Bejaia

II.2.1.2 Séchage, broyage, tamisage

Les différentes parties des plantes Clematis flammula et Pistacia lentiscus, ont été séchées

à une température ambiante dans un endroit ombragé et aéré, elles ont été ensuite broyées à

l’aide d’un broyeur électrique et tamisées jusqu’à l’obtention d’une poudre fine de diamètre <

63µm pour les feuilles et une pâte pour les fruits de Pistacia lentiscus.

II.2.1.3 Extraction

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

protocole de Chiang et al. (1994). avec quelques modifications in Atmani et al. (2009)

Les broyats obtenus des feuilles des deux plantes étudiées (Clématite, lentisque), ainsi

que celui des graines de la Pistacia ont été macérées dans l’éthanol à un rapport (1 :4 p/v)
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pendant 24heurs. Après décantation, les surnageants ont été versés dans des cristallisoirs sous

la hotte afin de subir un séchage. Après l’évaporation totale, la pesée de l’extrait a été prise

après stabilisation du poids sec. Les étapes suivantes sont résumées dans la figure 12.

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

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

P1 : Poids d’extrait après évaporation (g).

P0 : Poids vide du cristallisoir ou boite de pétri (g).
E : Poids de la poudre ou de l’extrait sec de la phase précédente (g).
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Figure 12: Protocole d’extraction des composés phénoliques (Chiang et al., 1994).

II.2.2 Dosage des antioxydants

II.2.2.1 Dosage de l’acide ascorbique (la vitamine C) :

A/ Principe

L’estimation de la teneur en acide ascorbique est réalisée selon la méthode décrite par Klein

et Perry(1982) rapportée par Mau et al.(2005) avec quelques modifications.

Chloroforme / Eau
(3 :1)

Extrait organique
d’éthyle acétate

Extrait aqueux
d’éthyle acétate

Extrait aqueux de
Chloroforme

Extrait organique
de Chloroforme

Broyat

Extrait éthanolique

Ethyle Acétate / Eau
(3/1 :V/V)
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Ce dosage est basé sur le principe d'oxydoréduction. Le dichlorophénol-indophenol

(DCPIP) permet d’oxyder la vitamine C en milieu acide. Cette solution, de couleur bleue à

PH>7, devient rose à PH<7 après réduction de cette molécule. Ainsi le virage au rose de la

solution à titrer traduit la présence de vitamine C. La quantité de 2,6-DCPIP utilisée permet de

déterminer la quantité de la vitamine C dans l'échantillon (Aké et al., 2006).

Deux protocoles ont été proposés pour le dosage de l’acide ascorbique, l’un pour les

extraits suivant le protocole de Mau et al. (2005) ; et l’autre pour les poudres suivant le

protocole de Singh et al.( 2010).

B/ Mode opératoire 01:

Figure 13 : Protocole de dosage de l’acide ascorbique (Mau et al., 2005)

La concentration en acide ascorbique est déterminée en se référant à la courbe

d’étalonnage obtenue en utilisant la vitamine C et sont exprimées en milligramme

d’équivalent Acide ascorbique par 100 gramme d’extrait (mg EAA/100g extrait) (annexe 1).

Chaque mesure a été réalisée en 3 répliques.

20 mg extrait + 10 ml de solution acide oxalique 1%

Incubation pendant 45 min

Filtration

1ml de filtrat+ 9ml de solution (DCPIP)

Lecture à 515 nm après 15s de réaction.
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C/ Mode opératoire 02 :

La teneur en acide ascorbique des échantillons de plante a été estimée par la méthode de

Singh et al. (2010).

Filtration

Figure 14: Protocole de dosage de la vitamine C (Singh et al., 2010).

Le contenu d'acide ascorbique a été rapporté par mg EAA/100g matière sèche. Chaque

mesure a été réalisée en trois répliques.

II.2.2.2 Dosage des anthocyanes :

Deux méthodes ont été proposées pour le dosage des anthocyanes, par la méthode du pH

différentielle suivant le protocole de Jakobek et al. (2007); l’autre méthode suivant le

protocole de Ganjewala et al. (2008) qui détermine la teneure en anthocyanines et les

flavonols glycosides.

1g de l’échantillon (poudre ou matériel végétal
frais) + 20ml d’acide oxalique 0,4%

Agitation pendant 30min

100µl d’extrait + 900µl de solution (DCPIP )

Lecture d’absorbance à 515nm après 15s de la réaction
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II.2.2.2.1 Méthode du PH différentiel

A/ Principe

La teneur des anthocyanes a été mesurée par la méthode du PH différentiel rapportée par

Jakobek et al.(2007) et Wang et al.(2008), avec quelques modifications. Cette méthode

utilise les transformations structurales réversibles que subissent les anthocyanes en fonction

du pH (à pH1 et pH 4,5 c’est la forme flavylium et la forme incolore hémiacétale qui

prédominent, respectivement).

B/ Mode opératoire 1 :

Surnageant 1

Surnageant 2

Figure 15: Protocole de dosage des anthocyanes (Jakobek et al., 2007).

1g de poudre + 10ml de solution (méthanol/ acide
formique 2%)

Agitation pendant 40 min

Centrifugation à 5000 rpm pendant 30 min

Culot +5 ml de solution (méthanol/acide formique 2%)

Centrifugation à 5000 rpm pendant 30 min

Lecture à des absorbances à 510 et 700nm

Incubation pendant 15min

Deux dilutions du mélange avec: Tampon chlorure de potassium
(pH=1), et Tampon acétate de sodium (pH =4,5)

Mélange
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La teneur en anthocyanines est exprimée en mg équivalent de cyanidine -3-glucoside

par 100g de matière sèche en utilisant un coefficient d’extinction molaire(ε) de cyanidine-3- 

glucoside (Jakobek et al., 2007) ; (Annexe 1), selon la formule suivante :

MM :(poids moléculaire)= 449,2g/mole de cyanidine-3-glucoside ; ε (coefficient d’extinction 
molaire)=26900L mole/cm ; FD : Facteur de dilution ; L (longueur de la cuve)=1cm.

II.2.2.2.2 Détermination des teneurs en anthocyanines et flavonols glycosides

Le dosage des anthocyanines et flavonols glycosides a été déterminé selon le procédé

décrit par Ganjewala et al. (2008) avec quelques modifications. Les résultats sont déterminés

en équivalent mg de quercitine 3-glucoside/100g Matière Sèche en utilisant le coefficient

d’extinction de 38000L/mol/cm pour les anthocyanines et celui de flavonols

(20000L/mol/cm), pour le taux des flavonols glycosides ( Figure16).

A/ Mode opératoire

Figure 16: Protocole de détermination des teneurs en flavonols glycosides et anthocyanes

(Ganjewala et al., 2008).

Agitation pendant 30min

20µl d’extrait + 980µl de solution (méthanol-HCl 0,1N)

Lecture à 360 nm pour déterminer le

taux des flavonols avec ε= 

20000L/mol/cm.

10 mg d’extrait + 1ml du méthanol-HCl

Lecture à 530 nm pour déterminer le

taux des anthocyanines (ε=

38000L/mol/cm)

C (mg/l) = A .MM.FD.1000/ε L où A= (A510-A700)pH1 – (A510-A700)pH4,5
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II.2.2.3 Dosage des proanthocyanidines

Le contenu en proanthocyanidines des extraits de deux plantes étudiées a été déterminé par

la méthode de la vanilline -HCL décrite par (Melo et al. 2006) (figure 17).

A/ Principe

Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline à réagir avec les unités des

tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré mesuré à 500 nm. La

réactivité de la vanilline avec les tanins n’implique que la première unité du polymère (Ba et

al., 2010).

B/ Mode opératoire :

Figure 17: Protocole de dosage des proanthocyanidines avec la vanilline- HCL (Melo et al., 2006).

Ainsi, les taux en proanthocyanidines des extraits sont exprimés en milligramme

d’équivalent catéchine par rapport à un gramme d'extrait sec (mg EC/g d’extrait) à partir

d’une courbe d'étalonnage réalisée dans les mêmes conditions expérimentales que les extraits

(annexe 1). Chaque mesure a été réalisée en 3 répliques.

0,5 ml d’extrait + 3ml de solution
vanilline/méthanol (4% )

Incubation 20 min

Lecture d’absorbance à 500 nm

1,5ml d’ HCL
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II.2.3 Détermination des activités antioxydants

Les activités antioxydant des extraits de Clematis flammula et de Pistacia lentiscus ont

été déterminées en utilisant plusieurs méthodes :

II.2.3.1 Activité scavenger du radical DPPH

A/ Principe

Le DPPH (2,2-diphenyle-1- picrylhydrazyl) est un radical libre, stable ou accepteur

d’hydrogène de couleur violet intense (Cavar et al., 2009). Ce radical perd sa coloration

native quand il se lie avec des substances antioxydantes. La forme réduite du DPPH confère à

la solution une couleur jaune (Gadow et al., 1997). Le virage vers cette coloration et

l’intensité de la décoloration découle, de la nature, de la concentration et de la puissance des

principes actifs présents (Thaipong et al., 2006 ; Moyo et al. 2010 ; Bougandoura &

Bendimerad, 2012 ).

B/ Mode opératoire

L’activité scavenger du radical DPPH est déterminée selon le protocole de Maisuthisakul

et al. (2007).

Figure 18: Protocole d’évaluation de l’activité scavenger du radical DPPH (Maisuthisakul et al.,

2007) .

Chaque test est fait en trois répliques. Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH est

calculé comme suit :

245µl d’extrait (à 50 et 100 µg/ ml)

Un volume de 50 µl du DPPH à été ajouté

Incubation 30 min

Lecture à 517 nm
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At= Absorbance du témoin.
AE= Absorbance de l’extrait.
AB= Absorbance du blanc.

II.2.3.2 Activité scavenger du radical ABTS.+

A/ Principe

Dans ce test, le principe repose sur la capacité d’un antioxydant à stabiliser le radical

cationique ABTS+ qui a une coloration bleue et qui se transforme en une solution incolore

(Thaipong et al., 2006). Le radical ABTS+ est généré de la molécule stable d’ABTS avec le

persulfate de potassium selon la réaction suivante (Re et al., 1999):

ABTS+ K2S28O 2K+ + S2O8
2- + 2ABTS 2K+ + S2O8

2- + 2ABTS+°.

La décroissance de l’absorbance causée par l’antioxydant reflète sa capacité à scavenging le

radical libre (Re et al., 1999).

B/ Mode opératoire

La méthode utilisée pour l’évaluation de l’effet scavenger des extraits des deux plantes

C.flammula et P.lentiscus contre le cation ABTS.+ est celle décrite par Re et al. (1999). Au

préalable, une solution d’ABTS.+ a été préparée avec l’ABTS (2,45mM) et le persulfate de

potassium (7mM) après incubation à l’obscurité pendant 16h et à température ambiante, cette

solution est ensuite diluée avec de l’éthanol jusqu’à obtention d’une absorbance de 0,7 ±0 ,02

à 734 nm.

Figure 19: Protocole de détermination de l’activité scavenger du radical ABTS.+ (Re et al., 1999).

Le pourcentage d’inhibition est calculé comme suit :

10 µl d’extrait ou standard à 100 µg/ml

1 ml de la solution d’ABTS.+

L’absorbance est suivie à 734 nm pendant 6 min

% scavenging de DPPH=(At-(AE-AB)* 100

% scavenger du cation ABTS
.+ = [(m– A)/A0]x100
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A0 : Absorbance de la solution de l’ABTS.+ sans extrait/standard (0,07).

A : Absorbance de la solution de l’ABTS.+ avec extrait/standard (à 6min ).

II.2.3.3 Pouvoir réducteur du fer ferrique (test FRAP)

A/ Principe

La méthode FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power) est un dosage colorimétrique

basé sur le transfert d’électrons. Il évalue la réduction du fer c’est-à-dire le passage de fer

ferrique (Fe3+) en fer ferreux (Fe2+) en présence d’un antioxydant (Cao, 1998; Cao et Prior,

1998 ;Pellegrini et al., 2003; Thaipong et al., 2006).

La méthode FRAP mesure l’aptitude des composés antioxydant à réduire, en milieu

acide, le complexe incolore du 2, 4, 3- tripyridyltriazine-ferrique (Fe3+
- TPTZ ), à la forme

tripyridyltriazine-ferreux (Fe2+_ TPTZ) de couleur bleu intense, qui absorbe à 593 nm, selon

la réaction suivante : (Benzie et Strain, 1996 ; Antolovitch et al., 2001 ; Maksimovic et al.,

2005 ; Prior et al., 2005 ).

Figure 20: Principe de la méthode FRAP (Prior et al., 2005)
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B/ Mode opératoire

Le pouvoir réducteur des extraits des deux plantes ; Pistacia Lentiscus et Clematis

flammula a été déterminé selon la méthode développée par Maksimovicé et al.(2005). Une

solution FRAP a été préparée avec une solution tampon d’acétate de 300mM, (pH 3,6) avec

TPTZ (10mM) et FeCl3-6H2O (20mM) avec un rapport de 10 :1 :1.

Figure 21: Protocole de détermination du Pouvoir réducteur du fer ferrique (test FRAP)

(Maksimovicé et al., 2005).

Le même test a été réalisé sur une molécule de référence, l’acide ascorbique, afin de

réaliser une courbe d’étalonnage pour calculer l’équivalence en milligramme d’acide

ascorbique par gramme d’extrait (mg d’AA sc/ g d’extrait) (Annexe 1).Tous les tests ont été

effectués en trois répliques.

II.2.3.4 Test de blanchissement de la β-carotène couplé à l’auto-oxydation de l’acide 

linoléique

A/ Principe

Cette technique de spectrophotométrie dans l’ultraviolet a initialement été développée par

Marco, puis légèrement modifiée par Miller. Elle consiste à mesurer, à 470 nm, la

décoloration du b-carotène résultant de son oxydation par les produits de décomposition de

l’acide linoléique. La dispersion de l’acide linoléique et du b-carotène dans la phase aqueuse

est assurée par du Tween. L’oxydation de l’acide linoléique est catalysée par la chaleur (50

100µl de l’extrait

3 ml de la solution FRAP

Incubation au bain marie pendant 5 min à 37°C

Lecture d’absorbance à 593 nm



Partie expérimental Matériel et méthodes

36

°C) de manière non spécifique. L’addition d’antioxydants purs ou sous forme d’extraits

végétaux induisent un retard de la cinétique de décoloration du b-carotène. Cette méthode

spectrophotométrique est sensible, rapide et simple (Laguerre et al., 2007).

B/ Mode opératoire

Dans ce test la capacité anti-oxydante des extraits est déterminée en mesurant l’inhibition

de la dégradation oxydative du β-carotène (décoloration) par les produits d’oxydation de 

l’acide linoléique selon la méthode décrite par Turkoglu et al. (2006).

      L’émulsion de β- carotène /acide linoléique est préparée par solubilisation de 0,5 mg de β-

carotène dans 1 ml du chloroforme, 25μl de l’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 sont 

additionnés, le chloroforme est complètement évaporé à 40°C, par la suite 100 ml d’eau

distillée sont ajoutés, l’émulsion résultante est agitée vigoureusement.

Figure 22: Protocole de détermination de L’activité anti-oxydante par le test de blanchissement de la

β-carotène couplé à l’auto-oxydation de l’acide linoléique (Turkoglu et al., 2006).

L’activité anti-oxydante des extraits est calculée selon l’équation suivante :

AA: Activité antioxydant.

AE0 : Absorbance à 490 nm d’échantillons testés à t = 0 min

AE120 : Absorbance à 490 nm d’échantillons testés à t = 120 min.

200μl extrait/BHA 

4 ml de l’émulsion précédente

Chauffage au bain marie à 50 °C

Absorbance à 490 nm, chaque 15 min pendant 2 heures

AA = 100 x [1 - (AE0 – AE120) / (AC0 – AC120)]
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AC0 : Absorbance à 490 nm du contrôle à t = 0 min.

AC120 : Absorbance à 490 nm du contrôle à t = 120 min.

II.3 l’analyse statistique

L’analyse statistique des résultats est effectuée avec l’application « ANOVA »

(STATISTICA) et la comparaison des données est significative à la probabilité P<0,05.

Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes (p<0,05), chaque

valeur représente la moyenne ± écart type (n=3).
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III.1 Le taux d’extraction

L’extraction de principes actifs à partir de la matière végétale, notamment le cas des

polyphénols, suscitent actuellement beaucoup d’intérêt grâce à leur pouvoir antioxydant

(Mahmoudi et al ., 2013).

Le protocole d’extraction des composés phénoliques appliqué dans cette étude, est celui

préconisé par Chiang et al.(1994), avec quelques modifications. Cette méthode est basée sur

le degré de solubilité des différents composés phénoliques dans des solvants de nature

chimique et de degré de polarité variable. Le tableau suivant présente les taux d’extraction

obtenus.

Tableau IV : Taux d’extraction à partir des différentes parties de plantes étudiées.

Plantes Pistacia lentiscus Clematis flammula

Parties / extraits Feuille Graine Feuille

Taux
d’extraction

Ethanolique 17.96% 5.87% 13.65%

Organique
éthyle acétate

16.17% 35.88% 19.44%

Aqueux
éthyle acétate

59.09% 38.62% 57.63%

Organique
chloroforme 32.45% 67.04% 74.77%

Aqueux
chloroforme

54.056% 13.39% 16.95%

D’ après les résultats représentés dans le tableau IV , on remarque que les taux

d’extraction sont variés en fonction de la partie de plante à une autre, et d’un solvant à un

autre.
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En effet le taux d’extraction dans la première étape en utilisant l’éthanol, est

relativement faible dans les extraits des graines de Pistacia lentiscus (5.87%), alors que le

rendement de l’extrait éthanolique des feuilles de P. lentiscus et C. flammula sont

relativement proches avec 17.96% et 13.65%, respectivement.

Nos résultats sont proches de ceux rapportés par Berboucha et al. (2010) ayant appliqué

le même protocole d’extraction sur les deux parties de Pistacia lentiscus. Néanmoins un taux

d’extraction élevé (20,3%) a été exhibé par l’extrait éthanolique des feuilles de C. flammula a

été noté par Atmani et al. (2011), Cette différence peut être justifiée par les dimensions des

particules, ainsi que l’origine des échantillons.

Concernant les deux autres étapes d’extraction, on a constaté que le taux le plus

élevé est au niveau des phases aqueuses pour les parties de Pistacia lentiscus étudiées, sauf

pour les graines où la phase organique de chloroforme note un taux de 67,04%.

Pour la Clematis flammula, on remarque que le rendement d’extraction est plus

élevé au niveau de la phase organique de chloroforme et aqueux éthyle acétate (74.77% et

57.63%), respectivement.

Les différences de taux d’extraction sont dues probablement à de divers facteurs

notamment l’environnement, le génotype, l’origine géographique, la période de récolte, le lieu

de séchage, la température, le pH, la durée de séchage, les parasites et la méthode

d’extraction (Nazck et Shahidi ,2006; Atmani et al .; 2009 ; Cherbal et al.;2012 ). La

solubilité des composés phénoliques est influencée par le type de solvant utilisé et le degré de

leurs polymérisations (Naczk et Shahidi, 2004). Cependant, ces derniers sont le plus souvent

combinés à d’autres substances (protéines, polysaccharides, terpènes, chlorophylle, composés

inorganiques…) (Monpon et al., 1996).

Il est difficile de comparer les résultats avec ceux de la bibliographie, le rendement

n’est que relatif et dépend de la méthode et des conditions dans lesquelles l’extraction a été

effectuée. La méthode d’extraction affecte également tout le contenu total en composés

bioactifs et l’activité antioxydant (Lee et al., 2003).
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III.2 Résultats de dosage des antioxydants

III.2.1 Acide ascorbique (vit C)

Le dosage de la vitamine C a été réalisé suivant deux méthodes, une avec les poudres,

matériel végétal frais (MV) et l’autre avec les extraits.

III.2.1.1 Teneur en acide ascorbique dans la matière végétale (MV frais) et les poudres

La figure suivante montre la teneure en acide ascorbique en utilisant les poudres, matériel

végétal frais (MV).

Figure 23: Teneur en acide ascorbique du matériel végétal frais et poudre des graines et feuilles de
P.lentiscus et les feuilles de C. flammula. PLF : Pistacia lentiscus feuille, PLG: Pistacia lentiscus
graine, CFF : Clematis flammula feuille.

Les résultats de dosage de vitamine C dans les trois parties étudiées (feuilles et graines

de P.lentiscus et feuilles de C.flammula) dans les différents états , c'est-à-dire , la poudre et le

matériel végétal frais, ont montré une différence significative sauf entre les échantillons des

feuilles de P. lentiscus (p<0,05) ; d’où les teneurs en acide ascorbique des deux plantes

étudiées peuvent être classées comme suit : CFF poudre> PLG poudre> PLF frais > PLF

poudre>CFF frais.

La poudre de feuille de C. flammula a donné le taux le plus élevé en vit C avec

17801,87± 1373,77 mg Eq AA/100g MV et les feuilles fraiches de la même plante ont monté

les teneurs les plus faibles avec 5873,77± 1167,24 mg EAA/100g MV.

b
b

c
d

a

0

5000

10000

15000

20000

25000

PLF poudre PLF frais PLGP CFF poudre CFF frais

A
ci

d
e

a
sc

o
rb

iq
u

e
(m

g
E

A
A

/1
0

0
g

M
V

)

Matériél végetal (poudre/frais)

PLF poudre PLF frais PLGP CFF poudre CFF frais



Résultats et discussion

41

Concernant Pistaccia lentiscus, les résultats indiquent que la pate des graines est la plus

riche en vit c (14966,91± 2293,69 mg EAA/100g MV) comparativement aux deux états de

feuilles.

Mélo et al. (2006) ; Muller et al. (2010) ont indiqué que les fruits et légumes sont riches en

acide ascorbique, qui peuvent fournir une source potentielle d'antioxydant diététique (Mélo

et al., 2006 ; Muller et al., 2010).

Il est bien connu que l'acide ascorbique est un composé thermolabile, sensible, ainsi

son extraction avec le rendement élevé et sans n'importe quelle décomposition a fait l’objet

de plusieurs études. En effet, une étude comparative du contenu en acide ascorbique, avec

deux méthodes ; celle de congélation et de séchage de la vit C a été faite par Nojavan et al.

(2008). Ils ont conclu que la méthode de congélation empêche l'oxydation et la dégradation

de l'acide ascorbique (Nojavan et al., 2008).

Le contenu en vitamine C diminue nettement après de courtes périodes de stockage aux

différentes températures.

Dans l'étude de stabilité à long terme, l'acide ascorbique s'est avéré stable plus de 12 mois

de stockage au – 80°C (Valente et al., 2014). La dégradation de la vitamine C observée au

cours de cette étude est due à la nature très instable de ce composé. La structure de l'acide

ascorbique comporte une fonction ène-diol très oxydable ; sa dégradation résulte, entre autre,

d'une oxydation favorisée d'une part, par la présence d'air (Lingani-Sawadogo et al., 2005).

III.2.1.2 Teneur en acide ascorbique dans les extraits

Les résultats de dosage de vitamine C des extraits de feuilles et graines de P. lentiscus

sont illustrés dans la figure (24) qui sont exprimés en mg EAA/ 100g d’extrait.

L’analyse statistique révèle que tous les extraits des feuilles de P.lentiscus montrent

des différences significatives (P<0,05) .La teneur la plus élevée est enregistrée au niveau des

extraits éthanolique et aqueux d’éthyle acétate avec 90134,80± 13796,97 mg EAA/ 100g

d’extrait et 106883,17± 10204,24 mg EAA/ 100g d’extrait, respectivement. La plus faible

teneur est enregistrée au niveau de la phase organique chloroforme avec 9252,45 ± 3063,72

mg EAA/100g d’extrait.
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Figure 24: Teneur en acide ascorbique des extraits des feuiles et graines de Pistacia lentiscus, 1:
Extrait éthanolique ; 2 : Extrait éthyle acétate, 3 : Extrait aqueux d’éthyle acétate, 4 : Chloroforme,
5 : Aqueux de chloroforme, PF : Pistacia Feuille, PG : Pistacia Graine.

Concernant les graines de P.lentiscus, l’analyse statistique montre des différences

significatives entre les extraits éthyle acétate, chloroforme et aqueux de chloroforme,

(23754,08±10185,83 ; 4254,93±5102,12 ; 54595,58±3063,72 mg EAA/ 100g d’extrait),

respectivement. Aucune teneur en acide ascorbique des extraits éthanolique et aqueux

d’éthyle acétate. Sarker et al.(2005) ont montré que l’activité d’un extrait est probablement

due à la présence de synergie entre ces composants, qui, lorsqu’ils sont séparés deviennent

inactifs individuellement.
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Figure 25 : Teneur en acide ascorbique des extraits des feuilles de Clematis flammula, 1: extrait
ethanolique ; 2 : extrait éthyle acétate, 3 : extrait aqueux d’éthyle acétate, 4 : chloroforme, 5 : aqueux
de chloroforme.

Selon la figure (25), On ne remarque aucune différence significative (P<0.05) entre

les taux en vitamine C dans les extraits de feuilles de C.flammula, à l’exception de l’extrait

chloroforme, qui enregistre la teneur la plus élevée en acide ascorbique avec une valeur de

73182,18 ±4347,18 mg EAA/100g d’extrait.

Ces résultats sont meilleurs par rapport à ceux trouvés par Mélo et al.(2006) où les

teneurs en acide ascorbique de quelques fruits et légumes sont 226.77 ± 3.33 (mg .100g–1)

pour les pommes et 1.49 ± 0.85 (mg .100g–1) pour le concombre.

III.2.2 Anthocyanes

Les anthocyanes sont l’un des plus grand groupe de composés phénoliques dans

l'alimentation humaine doués d’une capacité antioxydant très importante qui, peut être à

l’origine de leurs autres propriétés biologiques (Contessa et al., 2013).

III.2.2.2 Teneur en anthocyanes et flavonols glycosylés dans les extraits

 Les anthocyanes

Le tableau suivant résume les résultats du dosage des anthocyanes des extraits des feuilles

de C. flammula ; P.lentiscus et les graines exprimés en mg C3G/ 100g d’extrait.
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Tableau V : Teneur en anthocyanes (mg equivalent de C3G/100g d’extrait) des extraits des feuilles

et graines de Pistacia lentiscus et feuilles de Clematis flammula

La teneur en anthocyanes (mg équivalent de la cyanidine-3- glucoside/ 100g d’extrait)

Extraits

Éthanol

Acétate d’éthyle

Aqueux acétate d’éthyle

Chloroforme

Aqueux chloroforme

Pistacia lentiscus Clematis flammula

Feuilles Graines Feuilles

108,25± 26,57 1624,37± 24,88 255,11 ± 20,55

306,54 ± 56,03 189,42 ± 38,28 833,06± 26,69

116,09± 8,08 1082,58 ± 1,76 262,75±11,56

486,80±27,55 225,07 ± 44,52 1120,26± 22,52

95,73 ± 9,33 235,25 ± 45,82 262,75 ± 24,25

Les résultats de dosage des anthocyanes des feuilles de Clematis flammula dans les

extraits sont significativement différents à l’exception de l’extrait éthanolique et l’extrait

aqueux de chloroforme qui ne présentent aucune différence significative à (p<0,05)

Figure 26: Teneur en anthocyanines des différents extraits de feuilles de Clematis flammula.

1.Extrait erthanolique ,2 : Extrait éthyle acétate, 3 : Extrait aqueux d’éthyle acétate, 4 : Extrait du

chloroforme, 5 : Extrait aqueux de chloroforme.
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D’après la figure 26, on remarque que l’extrait chloroforme présentent la teneur la

plus élevée puis celui de l’éthyle acétate avec des valeurs (1120,26 ±22,52; 833,06 ±26,69

mg C3G/ 100g extrait), respectivement. La plus faible teneur des feuilles de C. flammula

est notée par l’extrait aqueux d’éthyle acétate (63,14 ±11,56 mg C3G/ 100g extrait)

Ces résultats sont meilleurs par rapport à ceux trouvés par N’Guessan et al .(2011), où les

teneurs en anthocyanes de quelques plantes étudiées, les feuilles de F.macrophylla de la

famille des rutaceae qui présente la teneur la plus élevée de 1,07 ± 0,03mg/g

(N’Guessan et al .2011).

Figure 27 : Teneur en anthocyanines des différents extraits de feuilles et graines de Pistacia
lentiscus.1.extrait erthanolique ,2 : Extrait éthyle acétate, 3 : Extrait aqueux d’ethyle acétate, 4 :Extrait
du chloroforme, 5 :Extrait aqueux de chloroforme.

Les résultats montrent clairement que la teneur la plus importante en anthocyanines est

obtenue par l’extrait éthanolique des graines de P. lentiscus, avec 1624,37± 24,88 mg C3G/

100g d’extrait, suivi par l’aqueux d’éthyle acétate (1082,58 ± 1,76 mg C3G/ 100g

d’extrait).

Une étude réalisée par Luigia et ses collaborateurs (2008) sur les fruits de Pistacia

lentiscus a  rapporté  une teneur  de 0,05 μg/kg de fruits en anthocyanes. Ces mêmes auteurs 

ont démontré la dominance de ces deux anthocyanes à savoir monoglucoside et delphinidine

dans ces fruits.
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Les plus faibles teneurs sont révélées au niveau des extraits de feuilles à savoir les

extraits : aqueux de chloroforme, éthanolique, aqueux éthyle acétate avec 95,73 ± 9,33 ;

108,25± 26,57 ; 116,09± 8,08 mg C3G/ 100g d’extrait, respectivement ; et ne montrent

aucune différence significative entre eux. Même constatation a été notée pour les extraits

des gaines de P.lentiscus, à savoir, l’extrait éthyle acétate ,chloroforme et aqueux de

chloroforme (189,42 ± 38,28 ; 225,07 ± 44,52 ; 235,25 ± 45,82 mg C3G/ 100g d’extrait) ,

respectivement .

 Les flavonols glycosylés

Les résultats de dosage des flavonols glycosylés sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau VI: La teneur en flavonols glycosylés( mg équivalent de la cyanidine-3- glucoside/ 100g

d’extrait ) des extraits de feuilles et graines de Pistacia lentiscus et feuilles de Clematis flammula.

La teneur en flavonols glycolysés en mg équivalent de la cyanidine-3- glucoside/ 100g d’extrait

Extraits

Ethanol

Acétate d’éthyle

Aqueux acétate

d’éthyle

Chloroforme

Aqueux chloroforme

Pistacia lentiscus Clematis flammula

Feuilles Graines Feuilles

4626,58 ± 26,60 4460,17 ± 60,42 15882,48±80,43

16153,38 ±2748,63 4326,66 ± 52,02 18072,9± 70,93

3868,065± 64,20 4974,88± 50,60 5466,37±38,65

15758,64± 174,27 3237,25± 8,86 19435,14±129,28

20271,06± 423,72 20650,32± 839,24 20402,64± 114,54

Le dosage quantitatif des flavonols glycosylés des différents extraits de feuilles de

Clematis flammula a révélé qu’ils renferment des teneurs notables en flavonols glycosylés ; .

marquant ainsi une différence significative entre tous les extraits (p<0,05) par l’ordre

suivant : aqueux chloroform>chloroforme> ethyle acétate> ethanol>aqueux ethyle acétate.

Avec des valeurs, 20402,64±114,54 ; 19435,14±129,28 ; 18072,9± 70,93 ; 15882,48±80,43 ;

5466,37±38,65 mg Eq C-3-G /100g d’extrait, respectivement.
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Figure 28: Teneur en flavonols glycosylés des différents extraits de feuilles de Clematis flammula
.1.extrait ethanolique, 2 : Extrait éthyle acétate, 3 : Extrait aqueux d’ethyle acétate, 4 :Extrait du
chloroforme, 5 :Extrait aqueux de chloroforme.

Figure 29: Teneur en flavonols glycosylés des différents extraits de feuilles et graines de Pistacia
lentiscus.1.extrait éthanolique ,2 : Extrait éthyle acétate, 3 : Extrait aqueux d’ethyle acétate, 3 : Extrait
du chloroforme, 5 :Extrait aqueux de chloroforme.

Comme le montre la figure 29, les extraits de graines et feuilles de P. lentiscus sont

concentrés principalement au niveau des phases aqueuses chloroforme avec des taux plus

élevés 20650,32± 839,24 ; 20271,06± 423,72 mg C3G/ 100g d’extrait, respectivement. Ceci

peut être du à la présence d’une fraction osidique qui rend ces flavonoïdes très solubles dans
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l’eau (Havesteen, 2002). Cela s’accorde bien avec plusieurs travaux réalisés sur cette plante

affirmant sa richesse en flavonoides dont les flavones (lutéoline) (Djeridane et al.,2007), (le

tricine et chysoérol),les flavonols( le myrictine, la quercétine et kaempférol)et des

anthocyanines (delphidine 3-O-glycoside et cyanidine3-O-glucoside) (Benhammou et al.,

2008).

Les autres extraits de feuilles ont montré des teneurs notables allant de : aqueux

chloroforme> éthyle acétate>chloroforme>éthanol> aqueux éthyle acétate avec (20271,06±

423,72 ; 16153,38 ±2748,63 ; 15758,64± 174,27 ; 4626,58± 26,60 ; 3868,065± 64,20 mg

C3G/ 100g d’extrait), respectivement. Cependant les teneurs marquées par les extraits de

graines se sont avérées pauvres en flavonols chloroforme (4460,17± 60,42), aqueux éthyle

(4974,88±50,60 acétate, éthyle acétate (4326,66 ± 52,02), éthanol (4460,17 ± 60,42 mg C3G/

100g d’extrait), respectivement.

III.2.2.3 Les résultats du dosage des anthocyanes par la méthode pH différentiel

Les anthocyanines sont dosés chimiquement à l’aide de la méthode du pH différentiel,

qui repose sur la modification de la coloration des anthocyanines en fonction du pH. Cette

méthode utilise les transformations structurelles réversibles que subissent les anthocyanines

en fonction du pH. Cette méthode permet une mesure précise et rapide de tous les

anthocyanes, même en présence d’autres composés (Malien-Aubert et Amiot-Carlin, 2006).

L'extraction des anthocyanines est généralement effectuée avec un solvant légèrement

acide, car ces pigments sont instables en milieu neutre ou légèrement alcalin (Ribéreau-

Gayon, 1968). L'acide le plus utilisé est l’acide chlorhydrique; l'acide acétique et l'acide

formique sont aussi recommandés. L'utilisation de l'acide est très importante en déterminant

l'efficacité d'extraction et il est nécessaire pour obtenir la forme de cation flavylium qui est

rouge et stable dans un milieu fortement acide. Cependant, l'acide peut causer l'hydrolyse

partielle des parties acyles des anthocyanines acylées (Escribano-Bailon et Santos-Buelga,

2003).

Les résultats de dosage des anthocyanes du matériel végétal des deux plantes sont

exprimés en mg C3G/ 100g MV.
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Figure 30 : Teneur en anthocyanes du matériel végétal frais et poudre des graines et feuilles de
P.lentiscus et les feuilles de C. flammula. PLF : Pistacia lentiscus feuille, PLG: Pistacia lentiscus
graine, CFF : Clematis flammula feuille.

D’après analyse statistique, on remarque que la teneur la plus élevée est présentée par

la poudre des graines de P.lentiscus avec une teneur de 162,14±7,04 mg C3G/ 100g MS.

Par ailleurs, aucune différence significative n’a été notée entre les teneurs en anthocyanes de

Matériel végétal frais et sec des feuilles de Clematis flammula (1,18±0,10 mg C3G/ 100g

matériel végétal frais, 5,17 ±3,10 mg C3G/ 100g Matériel végétal sec, respectivement) et

entre ceux de feuilles (frais, poudre) de Pistacia lentiscus , marquant les taux les plus faibles

avec (1,18 ± 0,10 ; 5,17± 3,10 mg C3G/ 100g Matériel végétal) , respectivement.

.

La faible teneur en anthocyanines dans la P.lentiscus feuilles fraiches/ poudre peut

être due à la sensibilité de la méthode d’analyse utilisée.Une étude a été réalisée sur 3 variétés

cultivées de Pistacia vera, en appliquant la même méthode, montre des teneurs pour chaque

variété : 0.7 ± 0.1, 0.9 ± 0.1 et 1.2 ± 0.3 l g cyanidine 3-glucoside/100 g MV, respectivement.

(Fabani et al .,2013). Autres études réalisées par Jakobek et al.(2007) ,ont montré qu’ une

teneur en anthocyane est très riche dans les fruits aronia (4341 mg /kg).

Cette variation en taux d’anthocyane d’une plante à une autre, selon plusieurs études,

dépend des facteurs génétiques et physiologiques tels que le génotype et le degré de maturité,
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les variations sont dues à la différence de variétés, de saisons et les conditions de croissance

telles que la température, le sol et la lumière (Tripoli et al., 2007 ; Cam et al., 2009)

La lumière exerce deux effets opposés sur les anthocyanines : in vivo au sein de la

plante elle favorise leur biosynthèse alors qu’in vitro dans les extraits ou les produits, elle

accélère leur dégradation (oxydation) (Malien-Aubert et Amiot-Carlin, 2006). Ainsi , la

stabilité des anthocyanes augmente avec le nombre de groupements methoxyles sur le cycle B

et diminue avec l'augmentation du nombre de groupements hydroxyles. Ainsi, parmi les

anthocyanes les plus rencontrés, les plus stables sont la malvidine, suivie de la peonidine, la

petunidine et la cyanidine (Nicoue Eugene, 2010).

Cette instabilité peut être dûe aux:

 Problèmes de stabilité, puisque les anthocyanes réagissent avec l'acide ascorbique, les

métaux, les sucres, l'oxygène, la lumière, de la température et les enzymes qui

synthétisent des polymères et produits de dégradation (Francis, 1992).

 La sensibilité au pH est également un inconvénient, car ils décolorent essentiellement

aux valeurs de pH supérieures à 4,0 (Francis, 1992).

En général les anthocyanes sont plus stables à pH acide. La glycosylation et l'acylation des

sucres augmentent aussi la stabilité et, donc les diglycosides d'anthocyane sont plus stables

que leurs monoglycosides correspondants (Rivas-Gonzalo, 2003).

La figure (28) résume l’effet du pH sur la structure des l'anthocyanidines. La forme

rouge AH+ est la plus importante et aussi la plus stable; ainsi, toute tentative visant à

augmenter la stabilité de la couleur en réduisant la dépendance de pH doivent

nécessairement impliquer le maintien du composé sous la forme AH + (Francis, 1992).

Figure 31 : Les quatre formes de la structure d’anthocyanidine (Francis, 1992).
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III.2.3. Proanthocyanidines

La figure suivante présente les résultats de dosage des proanthocyanidines des

extraits de feuilles de Clematis flammula , exprimés en mg EC/g d’extrait.

Figure 32: Teneur en Proanthocyanidines des extraits de feuille de Clematis flammula ; 1 : Extrait

éthanolique, 2 : Extrait éthyle acétate, 3 : Extrait aqueux acétate d’éthyle, 4 : Extrait du chloroforme,

5 : Extrait aqueux du chloroforme.

L’étude statistique révèle qu’il existe une différence significative (P<0,05) entre les

teneurs en proanthocyanidines des extraits aqueux du chloroforme, éthyle acétate et

chloroforme. La teneur la plus élevée est enregistrée par l’extrait du chloroforme avec

38,16±3,06 mg EC/g d’extrait. Cependant, aucune différence significative n’a été enregistrée

entre les extraits éthanolique et l’aqueux acétate d’éthyle, enregistrant les teneurs les plus

faibles, 9,57±1,05 mg EC/g d’extrait ; 6,84±1,27 mg EC/g d’extrait, respectivement.

Une étude à été faite sur le fruit frais de Myrciaria dubia qui a presenté une teneur

27.69 (mg/100 g MF) ( Fracassetti et al .,2013)

Ces résultats montrent la richesse des phases organiques des extraits de feuilles de

Clematis flammula en proanthocyanidines. Cela peut être expliqué du fait que, les

proanthocyanidines différent entre eux par le degré d’hydroxylation du cycle B monomére

qui les constitue et qui sont habituellement liés par des liaisons C-C et occasionnellement par

C-O-C, entre le C4 de l’unité supérieure et le C18 de l’unité inférieure (Williamson et al.,

2010).
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Concernant les résultats du dosage des tannins condensés des extraits de Pistacia

lentiscus, l’analyse statistique montre une différence significative entre les extraits des deux

parties de P.lentiscus (p<0.05).

Figure 33: Teneur en tannins condensés des différents extraits de feuilles et de graines de Pistacia
lentiscus. ; 1 : Extrait éthanolique, 2 : Extrait éthyle acétate, 3 : Extrait aqueux acétate d’éthyle, 4 :
Extrait du chloroforme, 5 : Extrait aqueux du chloroforme. PF : Pistacia Feuille ; PG : Pistacia
Graine.

Pour les graines de P.lentiscus, les extraits éthanoliques, éthyle acétate et organique du

chloroforme ont noté les teneurs les plus élevées sans aucune différence significative (p<0,05)

avec 31,47±0,61 ; 29,48±1,73 ; 30,13±0,96 mg EC/g d’extrait), respectivement.

Les phases aqueuses d’acétate d’éthyle et celle du chloroforme, présentent des valeurs

faibles à (P<0,05) avec (16,14±2,44 ; 17,25±6,99 mg EC/g d’extrait), respectivement.

L’extrait aqueux éthyle acétate et l’extrait éthanolique des feuilles de Pistacia

lentiscus, ont montré les meilleurs taux en proanthocyanidine (P<0,05) avec (62,73± 9,76 ;

62,50 ±3,39 mg EC/g d’extrait), respectivement ; suivis par l’extrait organique de

chloroforme avec 52,89 ± 1,52 mg EC/g d’extrait). La teneur la plus faible est représentée par

la phase aqueuse du chloroforme avec 10,98±6,08 mg EC/g.

En outre, Ces différences peuvent être dues à la vanilline qui est un aldéhyde aromatique,

qui interagit spécifiquement avec les flavan3-ol et avec les unités terminales des

proanthocyanidines (tannins condensés) (Hagermen, 2002), ou bien due aux raisons
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multiples y compris, étape de maturité, cultivar ou des différences variétales, étape de

croissance, la partie de la plante utilisée, et autres facteurs qui déterminent la variation

quantitative de ces phytochimiques (Mélo et al., 2006).

III.3 Résultats de l’activité antioxydant des extraits

III.3.1 Activité scavenger du radical DPPH

L’activité antioxydant des extraits exprime leur capacité à réduire les radicaux libres.

Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (α,α-diphényl-β -picrylhydrazylе) fut  

l’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité antioxydant

des composés phénoliques (Popovici et al., 2009 ). Ce radical libre présente une coloration

violet foncé, lorsqu’il est piégé par les antioxydants, il apparaît sous sa forme réduite de

couleur jaune pâle (figure 34) dont l'intensité est inversement proportionnelle à la capacité des

antioxydants présents dans le milieu à donner des protons) ( Molyneux, 2004 ; Popovici et

al., 2009 )

Figure 34 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Molyneux, 2004)

Les résultats de activité anti-DPPH de tous les extraits des plantes ont exhibé un effet

pro-oxydant à une concentration de 100µg/ml ; à cet effet, une dilution de moitié des extraits

a été réalisée, dont les pourcentages d’effet anti-radicalaire contre le radical DPPH sont

présentés dans le tableau VII.
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Tableau VII : Effet anti-radicalaire contre le radical DPPH des extraits des deux plantes.

Effet anti-radicalaire contre le radical DPPH

Extraits

Éthanol

Acétate d’éthyle

Aqueux acétate d’éthyle

Chloroforme

Aqueux chloroforme

Pistacia lentiscus Clematis flammula

Feuilles Graines Feuilles

91,36± 0,64 72,86 ± 1,36 19,20± 1,34

92,53± 1,85 94,53± 2,15 16,76± 0,90

93,63± 0,25 86,5 ± 4,25 29,63± 7,48
84,13 ±1,81 10,63 ± 5,36 15,89 ± 9,58

93,23± 0,57 92,36 ± 0,72 71,80 ± 4,3

L’analyse statistique indique que tous les extraits ont une bonne activité contre le radical

DPPH et présentent des différences significatives selon la plante et le solvant utilisé (p<0,05)

Tableau VII, Figures (35et 36).

Figure 35 : Effet anti-radicalaire contre le radical DPPH des extraits de Clematis flammula à une
concentration de 50 µg/ml 1 : Ethanol, 2 : Ethyle acétate, 3 : Aqueuxd’éthyle acétate, 4 : Chloroforme,
5 : Aqueux de Chloroforme, 6 : Acide gallique.

Selon la figure (35) , Les résultats montrent clairement que, la phase aqueuse de

chloroforme de feuilles de Clematis flammula a présenté le pourcentage d’inhibition

du radical DPPH le plus élevé avec 71,80 ± 4,3% et suivi de celui de la phase aqueuse

d’éthyle acétate avec 29,63± 7,48%, mais qui restent inferieur au pourcentage exhibé par la

molécule de référence, acide gallique (92 ,33 ± 0,75%).
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Ces deux valeurs sont très significatives par rapport aux autres extraits qui ont noté des

activités faibles sans aucune différence significative (P<0,05) avec 19,20±1,34%, 16,76±

0,90 % et 15,89 ± 9,58%, pour l’extrait éthanolique, éthyle acétate et Chloroforme,

respectivement. Ceci est probablement dû à leur richesse en composés phénoliques et

flavonoïdes riches en groupement OH responsables de cette capacité à piéger les radicaux

libres. (Popovici et al., 2009)

Nos résultats sont similaires aux résultats obtenus par Atmani et ces collaborateurs

(2009), où seule la phase aqueuse de chloroforme qui a enregistré une bonne activité anti

DPPH à une concentration de 100µg/ml avec 89,9%, et moins de 50% pour tous les autres

extraits des feuilles de Clematis flammula.

Figure 36 : Effet anti-radicalaire contre le radical DPPH des extraits de Pistacia lentiscus feuilles et
graines à des concentrations de 50µg/ml, 1 : Ethanol, 2 : Ethyle acétate, 3 : Aqueuxd’éthyle acétate,
4 : Chloroforme, 5 : Aqueux de Chloroforme, 6 : Acide gallique.
PF : Pistacia feuilles, PG : Pistacia graines .

Pour les extraits de la deuxième plante, la figure (36) montre que la majorité des extraits

des feuilles de P. lentiscus ne présentent aucune différence significative avec la molécule de

référence acide gallique (92 ,33 ± 0,75%). Même remarque pour l’extrait éthyle acétate des

graines (p<0,05) exhibant un effet supérieur à 80%, où les extraits de feuilles à savoir,

éthanolique, éthyle acétate, aqueux acétate d’éthyle, aqueux de chloroforme montrent des

pourcentages scavenger de (91,36± 0,64 ; 92,53± 1,85 ; 93,63± 0,25 ; 93,23± 0,57),

respectivement.
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Pour les graines, l’extrait acétate d’éthyle avec une valeur de (94,53± 2,15) note la

capacité anti DPPH la plus élevée suivie de celle de l’extrait aqueux de chloroforme avec

(92,36 ± 0,72) .Le pourcentage le plus faible est exhibé par l’extrait de chloroforme avec

(10,63 ± 5,36 ).

Luigia et ses collaborateurs (2008) ont rapporté une bonne activité anti -radicalaire

contre DPPH des fruits de Pistacia lentiscus avec 92% à une concentration de 0,005 mg/ml.

suggèrant que cette activité scavenger est probablement due à la présence du monoglucoside

de delphinidine, qui possède l’activité scavenger la plus élevée parmi les anthocyanines

présentes dans les fruits de Pistacia lentiscus.

Nos résultats sont similaires aux résultats obtenus par Atmani et ces collaborateurs

(2009), pour les feuilles de P.lentiscus, où tous les extraits ont montré une activité scavenger

élevée (90%), équivalente à celle de la norme, BHA (89%), à l’exception de l'extrait de

chloroforme.

Une autre étude réalisée par Topçu et al., 2007 sur l’extrait méthanol de Pistacia

terebinthus turcka, démontre une activité de 90% à une concentration deux fois supérieure à

celle utilisée dans cette étude (100µg/ml).

Ce bon pouvoir antioxydant est fort probablement dû aux composés phénoliques

présents dans les fruits et les feuilles de Pistacia lentiscus, et qui sont connus comme

substances antioxydantes ayant la capacité de piéger les espèces radicalaires par transfert

d’un proton ou d’un électron (Kelly et al., 2002 ; Popovici et al ., 2009 ; Benhammou et

al.,2013).

La capacité anti-radicalaire (capacité à fixer des radicaux libres, donc à arrêter la

propagation de la réaction en chaîne) ne peut être mesurée directement, mais par contrôle de

l’effet de la réactivité. Plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant et la cinétique de

réduction, notamment les conditions de la réaction (temps, rapport Antioxydant/DPPH•, type

de solvants, pH) et le profil phénolique en particulier. (Porpovic et al ., 2009).
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III.3.2.Test de blanchissement de β-carotène couplé à l’auto-oxydation de l’acide 

linoléique

Tableau VIII : Pourcentage d’inhibition de l’oxydation de l’acide linoléique couplée à celle du
β-carotène 

Les résultats de l’inhibition de l’oxydation de l’acide linoléique couplée à celle du

β-carotène  par les extraits de Clematis flammula, les feuilles et graines de Pistacia lentiscus

sont présentés dans le tableau VIII et les figures (37,38).

Les extraits de ces deux plantes présentent des différences significatives selon le

solvant d’extraction utilisé (p<0,05) .

Figure 37: Pourcentage  d’inhibition de l’oxydation de l’acide linoléique couplée à celle du  βcarotène 
des extraits de Clematis flammula à une concentration de 100 µg/ml, 1 : Ethanol, 2 : Ethyle acétate, 3 :
Aqueux d’éthyle acétate, 4 : Chloroforme, 5 : Aqueux de Chloroforme, 6 : BHA.
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64,07±4,84 46,29± 15,43 41,11± 6,11

70,37± 1,69 59,25 ± 6,31 67,77± 1,69

77,40± 15,03 55,92 ±8,33 20,37± 5,70

109,25±11,34 40,74 ± 3,84 73,70± 14,06

46,29 ± 8,81 47,03± 6,31 28,14± 5,59
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D’après la figure (37), le pourcentage d’inhibition le plus élevé de l’oxydation de

l’acide linoléique couplée à celle du  β-carotène  est noté au niveau des phases organique des 

extrait Clematis flammula chloroforme et éthyle acétate avec (73,70 ±14,06% et 67,77 ±

1,69% ), respectivement. Ces pourcentages sont supérieurs même à celui de la molécule de

référence BHA (48,51±8,38%). En plus, on remarque que les extraits aqueux présentent les

plus faibles activités avec 20,37± 5,70% pour l’extrait aqueux éthyle acétate et 28,14±

5,59% pour aqueux de chloroforme, respectivement.

Dans le système β-carotène/acide linoléique un  paramètre semble intervenir; la 

polarité de l’extrait. On peut donc expliquer l'activité des extraits apolaires par le paradoxe

des phénomènes polaires comme il est décrit par Frankel et ses collaborateurs (1994).

 Etant donné que le test de blanchissement du   β -carotène est similaire à un système 

d’émulsion de lipides dans l’eau, Frankel et Meyer (2000) ont proposé que les antioxydants

apolaires exposent des propriétés antioxydants plus importantes car ils sont concentrés au sein

de l'interface lipide-eau, permettant ainsi de prévenir la formation de radicaux lipidiques et

l’oxydation du  β -carotène. Alors que les antioxydants polaires restent dilués dans la phase 

aqueuse et sont ainsi moins efficaces dans la protection des lipides.

La figure suivante présente les résultats d’inhibition de l’oxydation de l’acide linoléique

couplée à celle du β-carotène par des extraits de feuilles et graines de Pistacia lentiscus à une

concentration de 100µg/ml et la molécule de référence BHA.

D’après les résultats obtenus dans la figure (38), on remarque que le pourcentage de

blanchissement de la β-carotène varie d’une manière significative entre tous les extraits        

(p<0,05).
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Figure 38: Pourcentage  d’inhibition de l’oxydation de l’acide linoléique couplée à celle du  β-
carotène des extraits de Pistacia lentiscus feuilles et graines à une concentration de 100 µg/ml, 1 :
Ethanol, 2 : Ethyle acétate, 3 : Aqueux d’éthyle acétate, 4 : Chloroforme, 5 : Aqueux de Chloroforme,
6 : BHA .

Pour les extraits de feuilles , tous les extraits ( chloroforme, aqueux éthyle acétate,

éthyle acétate ,éthanol ) présentent une bonne activité avec (109,25±11,34 ; 77,40± 15,03 ;

70,37± 1,69 64,07±4,84), respectivement ; supérieure même à celle de la molécule pure,

BHA (48,51±8,38%), sauf l’extrait aqueux de chloroforme avec (46,29 ± 8,81) qui a noté une

capacité antioxydant presque similaire à celle de BHA(48,51±8,38%).

 Le test de blanchissement de la β- carotène de Pistacia lentiscus ne révèle pas des

différences significatives entre l’extrait éthanolique et l’aqueux de chloroforme des graines

(p<0,05). Comme le montre la figure38, les pourcentages de cette activité varient entre

(46,29± 15,43 ; 47,03± 6,31), respectivement.

L’extrait organique et aqueux d’éthyle acétate (59,25±6,31 ; 55,92±8,33), respectivement,

présentent un effet supérieur à celui de BHA (48,51±8,38%).

          Un extrait qui retarde ou inhibe le blanchissement du β-carotène peut être décrit comme 

un piégeur de radicaux libres et comme un antioxydant secondaire (Liyana-Pathiranaet al.,

2006). Selon plusieurs auteurs, le test d’inhibition de l’oxydation de l’acide linoléique couplée

à celle  dû β –carotène  parait très utile comme un modèle mimétique de la peroxydation des 

lipides dans les membranes biologiques (Ferreria et al., 2006).
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A cet effet, on peut dire que nos résultats sont en accord avec ceux de Atmani et al.(

2009), testant la peroxydation lipidique (acide linoléique), où les taux d’inhibition de

peroxydation lipidique sont notés par les extraits organiques de feuilles de Clematis flammula

à savoir l’extrait chloroforme et acétate d’éthyle avec 99% et 97.4%, respectivement.

III.3.3 Activité scavenging du radical ABTS.+ :

L’ABTS est l’une des molécules les plus exploitées dans les études des activités anti-

radicalaires. L’activité antioxydant totale d’une molécules est déduite de sa capacité à inhiber

le radical cationique ABTS•+ de coloration bleue en le transformant en ABTS incolore, en

présence de proton issu d’un antioxydant (Re et al., 1999).

 La cinétique de l’activité anti radicalaire ABTS.+

Le suivi de la cinétique de l’activité anti ABTS.+, en fonction du temps et cela pendant

6minutes, a permis d’obtenir la figure (39).

Cette dernière représente la variation des absorbances des extraits de Clematis

flammula (feuilles) et Pistacia lentiscus (feuilles et fruits) et molécule de référence testés en

présence du radical cationique. La diminution de l’absorbance indique une bonne activité anti-

radicalaire.

Les représentations de la figure (39) indiquent que toutes les absorbances sont largement

inferieures à celle du contrôle (0,7 nm), ce qui traduit une grande activité scavenging de ce

radical.

Aussi on remarque la stabilité de l’absorbance du radical ABTS.+ , après la

première minute, en présence de tous les extraits des deux plantes étudiées et molécules de

références, sauf pour les trois extraits d’éthyle acétate , aqueux éthyle acétate et chloroforme

de feuilles de C.flammula qui exhibent une diminution de l’absorbance tout au long des

6min.
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(a) (b)

(c)

Figure 39 : Effet scavenger contre le radical ABTS.+ de tous les extraits de a) feuilles de C.flammula,
b) feuilles de P.lentiscus, c) graines de P.lentiscus et certaines molécules de référence à 100µg/ml en
fonction du temps.

Dans ce modèle de réaction, les composés les plus actifs des extraits testés réagissent

immédiatement avec le radical pendant la première minute de la réaction, où le taux

d’inhibition est maximal. Alors que les polyphénols les moins actifs réagissent avec le radical

pendant la deuxième phase dite lente qui est caractérisée par la stabilisation des absorbances,

ce point qui définit la totalité de l’activité scavenging exprimée en pourcentage (Djeridane et

al.,2006 ; Samath et al., 2008 ; Bhouri et al.,2010)
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Les résultats de l’activité scavenging contre le radical ABTS.+, exprimés en

pourcentage d’inhibition, sont illustrés dans le tableau IX et les figures (40 et 41).

Tableau IX : Activité anti radicalaire contre le cation ionique l’ABTS.+

Effet anti –radicalaire contre l’ABTS.+ (%)

Extraits

Éthanol

Acétate d’éthyle

Aqueux acétate d’éthyle

Chloroforme

Aqueux chloroforme

Pistacia lentiscus Clematis flammula

Feuilles Graines Feuilles

87,67 ± 3,32 85,89 ± 2,53 88,71 ± 0,67

88,50 ±1,04 86,25 ± 1,04 70,48 ± 5,17

89,89 ± 0,14 85,00 ± 1,21 78,69 ± 3,19

83,52 ± 3,5 84,14 ± 5,60 51,10 ± 3,19

87,88 ± 0,21 84,45 ± 3,42 89,43 ± 1,02

D’après les résultats obtenus ; on a remarqué que tous les extraits de Clematis

flammula notent une bonne activité antiradicalaire supérieure à 50%. Les meilleurs effets

scavenger de cation ABTS•+ ont été enregistrés par l’extrait aqueux chloroforme et l’extrait

éthanolique avec 89.43 ±1.02% et 88.71 ±0.671%, respectivement, comparativement aux

trois standards testés, l’acide gallique, catéchine et quercitrine avec des valeurs 85,43

±0,51% ; 85,33± 1,31%et 84,64±1,97%, respectivement, (p<0.5), à la même concentration

(100µg/ml).
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Figure 40 : Activité antiradicalaire contre l'ABTS. + des extraits de feuilles de Clematis flammula à
une concentration de 100 µg/ml, 1 : Ethanol, 2 : Ethyle acétate, 3 : Aqueuxd’éthyle acétate, 4 :
Chloroforme, 5 : Aqueux de Chloroforme, 6 : acide gallique, 7 : Catéchine, 8 : Quercétine.

Nos résultats sont similaires à ceux rapportés par Atmani et al (2011), où les valeurs les

plus élevées en TEAC ont été marquées par l’extrait aqueux chloroforme et éthanolique

(10.46 ± 0.5 ; 8.3 ± 0.3 mmoles trolox/g extrait). Cela peut être expliqué par le fait que ces

deux extraits renferment des composés phénoliques capables d’interagir avec le radical

ABTS•+ par transfère de proton (Re et al., 1999).

Figure 41 : Activité antiradicalaire contre l'ABTS. + des extraits de feuilles et graines de Pistacia
lentiscus à des concentrations de 100 µg/ml, 1 : Ethanol, 2 : Ethyle acétate, 3 : Aqueuxd’éthyle
acétate, 4 : Chloroforme, 5 : Aqueux de Chloroforme, 6 : acide gallique. , 7: Catéchine, 8 : Quercétine.
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L’analyse statistique indique que tous les extraits de plante Pistacia lentiscus ont une

bonne activité contre le radical cationique ABTS•+; ainsi l’étude statistique révèle une

différence significative (P<0,05) entre les extraits des feuilles par rapport aux extraits des

graines.

Les meilleures activités anti ABTS•+ des extraits de feuilles de Pistacia lentiscus ont

été obtenues par l’extrait aqueux d’éthyle acétate (89,89 ± 0,14%) suivi par les aqueux

d’éthyle acétate et chloroforme qui présentent un pourcentage de 88,50 ±1,04% et 87,88 ±

0,21%, respectivement. Par la suite, les graines de Pistacia avec l’éthyle acétate, éthanol dont

les pourcentages d’inhibition sont (86,25 ± 1,04% et 85,89 ± 2,53%), respectivement.

Par ailleurs, les extraits chloroforme de Pistacia feuilles et graines ont montré un

faible pourcentage d’inhibition (83,52 ± 3,5% et 84,14 ± 5,60%), respectivement par

rapport aux trois standards utilisés (acide gallique 85,43 ± 0,51% ; catéchine 85,33 ±

1,31% ; quercétine 84,64 ± 1,97%) .

Dans la littérature, beaucoup d’auteurs ont mené des recherches afin d’expliquer le

mécanisme de la réduction de l’ABTS.+ par les composés phénoliques (Cai et al., 2006 ; Heo

et al., 2007).

En effet, ils ont pu démontrer que les flavonoïdes les plus actifs sont ceux qui

renferment des groupements 3’- 4’ dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement 3 OH sur le

cycle C (Amic et al., 2003).

(Nakagawa et al., 2005 ; Osman et al., 2006) ont rapporté que l’oxydation de la catéchine

par le radical cationique l’ABTS.+ se produit au niveau du cycle aromatique A ; cela est du au

fait que la partie de phloroglucinol de ce cycle pourrait facilement former des liens

d’hydrogène avec les radicaux.

III.3.4 Mesure du pouvoir antioxydant par la réduction du fer ferrique (test FRAP)

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe3+/

complexe ferricyanide à la forme ferreux. Par conséquent, Fe2+ peut être évalué en mesurant

et en surveillant l’augmentation de la densité de la couleur bleue dans le milieu réactionnel à

593 nm (Bouguandoura & Bendimerad, 2012 ; Benhammou et al., 2013 ; Martorana et

al., 2013).



Résultats et discussion

65

Dans cette présente étude, le pouvoir réducteur des extraits de feuilles et de graines de

Pistacia lentiscus a été déterminé, par la mesure de l’habilité des extraits à réduire le Fe3+ en

Fe2+ . Les taux de réduction sont exprimés en mg d’équivalent d’acide ascorbique /g d’extrait,

sont illustrés dans la figure (42).

Les résultats statistique révèlent qu’il y a une différence significative entre les différents

extraits de la plante étudiée (P<0,05).

La figure (42) illustre que tous les extraits des feuilles et graine de Pistacia lentiscus

présentent une activité réductrice, à l’exception de l’extrait organique du chloroforme qui

enregistre de très faible pouvoir réducteur, avec une valeur de 43,98±9,88 mg Eq ASC/g

extrait; 14,39±6,21 mg Eq ASC/g extrait, respectivement.

Figure 42: Evaluation de l’activité antioxydante par la méthode FRAP des extraits de feuilles et
graines de Pistacia Lentiscus en mg Eq d’acide ascorbique par g d’extrait., 1 : extrait éthanolique, 2 :
extrait éthyle acétate, 3 : extrait aqueux acétate d’éthyle, 4 : extrait du chloroforme, 5 : extrait aqueux
du chloroforme.PLF : Pistacia lentiscus feuille ;PLG : Pistacia lentiscus graine.

Les taux les plus élevés concernant les feuilles de P.lentiscus sont localisés au niveau des

deux phases aqueuse et organique d’éthyle acétate avec 378,88± 163,11 mg Eq ASC/g

d’extrait et 600,93± 47,94 mg Eq Asc/g extrait, respectivement. L’extrait qui marque le taux

le plus faible est celui du chloroforme avec 43,98±9,88 mg Eq ASC/g (tableau X).
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Par ailleurs, de faibles activités réductrices du Fe3+, sont remarquées au niveau des extraits

de fruits, où les extraits éthanolique, éthyle acétate et aqueux d’éthyle acétate marquent des

activités similaires (P<0,05) (248,06±42,65 mg Eq ASC/g d’extrait; 267,54± 43,11 ;

211,77±33,13 mg Eq ASC/g d’extrait), respectivement. Tandis que le taux le plus faible est

marqué par les deux phases du chloroforme, sans aucune différence significatives (P<0,05).

Tableau X: Pouvoir réducteur des extraits des feuilles et graines de P.lentiscus

Extrait Feuille
mg Eq ASC/g d’extrait

Graine
mg Eq ASC/g d’extrait

Ethanol 475,76±60,35 248,06±42,65

éthyle acétate 539,08±26,44 267,54±43,11

aqueux d’éthyle acétate 600,93±47,94 211,77±33,13

chloroforme 43,98±9,88 14,39±6,21

aqueux du chloroforme 378,88±163,11 104,03±11,68

Plusieurs études ont rapporté la richesse de Pistacia lentiscus en composés

phénoliques (Benhamou et al., 2008 ; Atmani et al., 2009). Ces derniers sont connus pour

leur pouvoir réducteur qui est lié au degré d’hydroxylation de ces composés, au type ou à la

position des substituants phénoliques qui ont une influence considérable (Rice-Evans, 1996 ;

Heim et al., 2002 ; Kuçuk et al., 2007). L’étude menée par Gardeli et al.(2008) sur Pistacia

lentiscus a montré entre autre que la capacité réductrice augmente quand deux groupements

hydroxyles sont orientés en positions ortho ou Para.

Concernant les résultats du pouvoir réducteur des extraits de feuilles de Clematis

flammula, aucune différence significative entre les trois premiers extraits notamment ; extrait

éthanolique, éthyle acétate et aqueux d’éthyle acétate (p<0 ,05).
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Figure 43 : Pouvoir antioxydant par la méthode de FRAP des extraits de feuille de Clematis flammula
en mg Eq d’acide ascorbique par g d’extrait, 1 : extrait éthanolique, 2 : extrait éthyle acétate, 3 : extrait
aqueux d’éthyle acétate, 4 : extrait organique du chloroforme, 5 : extrait aqueux du chloroforme.

D’après la figure (43), le meilleur pouvoir réducteur des extraits de Clematis flammula

a été obtenu par l’extrait aqueux du chloroforme avec 363,98±20,57 mg Eq ASC/gd’extrait ;

tandis que la valeur la plus faible est observée au niveau de l’extrait organique du

chloroforme (30,05± 1,48 mg Eq ASC/g).

Les résultats obtenus dans cette étude restent assez bons comparativement à ceux

rapportés par Lesjak et ses collaborateurs (2011), ils ont noté un pouvoir réducteur de 114.81

± 9.9 et 35.26 ± 1.12 mg AAE/g des extraits de Juniperus sibirica.

Benzie et Strain (1996), qualifient l’acide ascorbique comme un bon standard de

référence, mais cette étude indique que le pouvoir réducteur n’est pas en relation avec la

polarité des extraits puisque l’éthyle acétate de C.flammula qui est moins polaire que l’aqueux

du chloroforme a donné une meilleure activité antioxydant. Cela peut être dû à la composition

et la structure des composés contenues dans ces extraits, capables de céder des électrons

(Pietta, 2000 ; Li et al., 2008).

b
b

b

a

c

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

1 2 3 4 5P
o

u
vo

ir
ré

d
u

ct
eu

r
(m

g
E

A
sc

/g
d

'e
x

tr
ai

t)

Extraits



Résultats et discussion

68

III.4. Corrélations entre les teneurs en composés bioactifs et l’activité antioxydant des
extraits étudiés

III.4.1. Corrélation entre la teneur en composés phénoliques, vit C et le pouvoir
réducteur (FRAP) des feuilles et graines de Pistacia lentiscus

Afin de déterminer la relation entre la teneur en composés phénoliques

(proanthocyanidines, anthocyane et flavonols glycosylés), vit C des extraits de feuilles et

graines de P.lentiscus et leur pouvoir réducteur obtenus, nous avons déterminé les

coefficients de corrélation (r), à partir des courbes de corrélation entre les teneurs en

composés phénoliques et le pouvoir réducteur (FRAP) (figure 4, Annexes 2).

A partir des résultats obtenus, de très faibles corrélations ont été obtenues entre le

taux en proanthocyanidines et le pouvoir réducteur au niveau des extraits des feuilles

(r=0,017) et graines (r= 0,088) de P.lentiscus. Plusieurs travaux dont parmi eux : Pantelidis

et al.(2007) ont rapporté un très bon coefficient (r= 0,974), entre les teneurs en phénols et le

pouvoir réducteur .

Atmani et al.(2009) ont rapporté un très bon coefficient (r=0,96), entre les

concentrations en phénols totaux et le pouvoir réducteur des extraits des feuilles de la même

plante. Inversement, les teneurs en anthocyanes et flavonols glycosylés des extraits des

feuilles de P.lentiscus sont négativement corrélées avec le pouvoir réducteur, de même

l’extrait des graines de cette plante présente une corrélation négative (r=-0,264) entre la teneur

en flavonol glycosylé et le pouvoir réducteur, mais il présente une faible corrélation

(r=0,497) entre la teneur en anthocyanes et le pouvoir réducteur.

De même, pour les extraits des feuilles de P.lentiscus, les teneurs en vit C sont en

corrélation positive avec cette activité qui présente un coefficient de corrélation de 0,698.

Néanmoins un coefficient de corrélation négatif est établi pour les extraits de graines

(r=-0,704). Une étude mené par Pantelidis et al.(2007) a rapporté des résultats similaires, en

appliquant la méthode FRAP (r=-0,363).

Li et al.(2014) ont montré une corrélation entre les capacités antioxydants et le

contenu phénolique total de 51 fleurs, ce sont des corrélations linéaires positives (R2 = 0.911

pour des valeurs FRAP). En outre, les résultats des fractions hydrosolubles ont montré des

corrélations positives linéaires entre la capacité antioxydant et le contenu phénolique

(R2= 0.930). Il y a une évidence qui indique que les composés phénoliques, tels que les

flavonoïdes, les acides phénoliques, tannins condensés et coumarins, sont habituellement les

contribuants importants des capacités antioxydants des plantes (Li et al., 2014).
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Nos résultats concernant les teneurs en vit C des extraits des feuilles de Pistacia et le

pouvoir réducteur dont r=0,698, sont similaires avec l’étude de Contreras-Caldéron et

al.(2011), qui ont rapporté des corrélations positives avec la valeur r=0,605.

Du et al.(2009) ont rapporté des coefficients de corrélation entre la composition en

polyphenols totaux, flavonoïdes totaux, flavonols totaux et vit C des fruits d'Actinidia et la

capacité antioxydant par la méthode FRAP avec r=0,96 ; r=0,68, r=0,67 ; r=0, 96,

respectivement.

Ces résultats expliquent la relation et l’importance de la nature de polyphénols avec le

pouvoir réducteur du Fe2+ et confirme, que la concentration en polyphénols, n’est pas le seul

critère d’une bonne corrélation.

III.4.2 Corrélation entre la teneur en composés phénoliques, vit C et l’activité

scavenging du cation ABTS.+ des feuilles et graines de Pistacia lentiscus

Dans cette étude, la détermination des coefficients de corrélation entre les teneurs en

vit C et l’activité scavenging des extraits des feuilles et graines de P.lentiscus a révélé des

valeurs positives et négatives moyennes avec (r = 0,538) et (r = - 0,209), respectivement

(Annexe 2).

Nos résultats sont similaires avec ceux de Contreras-Caldéron et al.(2011), qui

ont rapporté des corrélations positives entre la teneur en AA et l’activité antioxydant mesuré

par la méthode ABTS, avec ( r = 0,512).

Garzon et Wrolstad, 2009 ont rapporté des corrélations significatives entre l’acide

ascorbique et l’activité antioxydant des fruits déterminée par l’ABTS.

Des coefficients de corrélations négatives faibles ont été obtenus entre la teneur en

proanthocyanidines, anthocyane et flavonols glycosylés des extraits des feuilles de

P.lentiscus. Néanmoins des corrélations positives faibles ont été obtenues entre la teneur en

proanthocyanidines et anthocyanes des extraits des graines de P. lentiscus avec r=0,105 et

r=0,092, respectivement.

Tandis que la teneur en flavonol glycosylé des extraits des graines de Pistacia avec l’effet

scavenger du radical ABTS.+ présente un coefficient de corrélation très faible et négatif

(r = - 0,089).

Des Coefficients de corrélation ont été rapportés par Du et al.(2009), entre la

composition en polyphenols totaux, flavonoïdes totaux, flavonols totaux et vit C des fruits

d'Actinidia et la capacité antioxydant par la méthode ABTS.+ avec r=0,84 ; r=0,50 ; r=0,49 ;

r=0, 91 , respectivement.
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III.4.3. Corrélation entre la teneur en composés phénoliques, vit C et l’activité

scavenging du radical DPPH des feuilles et graines de Pistacia lentiscus

La corrélation entre la teneur en composés phénoliques, notamment

proanthocyanidines, anthocyane et flavonol glycosylé des extraits des feuilles de P.lentiscus

et l’effet scavenging du DPPH a révélé des coefficients de corrélation faibles négatifs.

Concernant la vit C, une corrélation positive a été déterminé avec un coefficient de corrélation

de r= 0,626 ( Annexes 2).

Les extraits des graines de Pistacia montrent deux corrélations faibles négatives entre

la teneur en vit C ( r= - 0,252), en proanthocyanidines (r = - 0,401) et l’activité radicalaire.

Cependant deux corrélations positives entre la teneur en anthocyane, flavonols glycosylés et

cette activité, avec r= 0,158 et r=0,404, respectivement (figure 6).

Atmani et al.(2009) ont rapporté une forte corrélation entre l'activité anti DPPH de

l’extrait de Fraxinus angustifolia (r=0,97) et Clematis flammula (r=0,85).

Des valeurs de coefficient de corrélation en polyphenols totaux, flavonoïdes totaux,

flavonols totaux et vit C des Fruits d'Actinidia et la capacité antioxydant par la méthode

DPPH, ont été déterminé par Du et al.(2009), dont les valeurs sont r=0,81 ; r=0,53 ; r=0,51 ;

r=0,83, respectivement.

Motamed et Naghibi. (2010) ont révélé des coefficients de corrélation entre DPPH et

les flavonoïdes totaux (r=0,64) et les composés phénoliques (r=0,59) lors de l’étude des

propriétés d’une plante comestible de la région Turkmène de Sahra.

III.4.4 Corrélation entre la teneur en composés phénoliques, vit C et le test de

blanchissement du β-carotène des feuilles et graines de Pistacia lentiscus

L’étude entre la teneur en vit C, en flavonols glycosylés des extraits des feuilles et

graines de P.lentiscus et le test de blanchissement, rapporte des coefficients de corrélation

faibles négatifs, avec r = - 0,384 ; r = - 0,0085 ; r = - 0,291 et r = - 0,110, respectivement

(Annexex2).

Néanmoins, de bonnes corrélations positives entre la teneur en proanthocyanidines,

anthocyanes des extraits des feuilles de Pistacia et le test de blanchissement avec les

coefficients r=0,500 et r=0,766, respectivement.

Tandis que ceux des graines présentent des coefficients de corrélation très faibles,

négatifs (r = - 0,203 ; r = - 0,001), respectivement (figure 7).
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Une étude établie par Ao et al.(2008) sur l'activité antioxydant et le contenu en

phénols totaux des extraits de F.microcarpa  et le test de blanchissement de β-carotène, 

rapporte des corrélations positives, la valeur de coefficient de corrélation est de 0,534. Les

résultats suggèrent que les composés phénoliques contribuent de manière significative à la

capacité antioxydant.

Conde-Hernández et Guerrero-Beltrán, 2014 ont signalé que l'activité antioxydant

des plantes est bien corrélée avec les composés phénoliques dans quelques plantes.

Moure et al. (2000) ont précisé que l'activité antioxydant des composés phénoliques

peut dépendre des facteurs tels que les conditions de croissance, qualité et origine (endroit

géographique) des plantes aussi bien que les méthodes d'extraction et de purification (type et

polarité de dissolvants et états d'extraction) employées pour déterminer l'activité antioxydant.

Amessis- Ouchemoukh et al.(2014) ont constaté que des extraits de plantes ayant le

potentiel d'empêcher ou de réduire au minimum la décoloration rapide du β-carotène, qui 

contiennent des teneurs phénoliques élevées, le coefficient de corrélation entre ces composés

et l'activité était très élevé (r = 0.75).

III.4.5 Corrélation entre la teneur en composés phénoliques, vit C et le pouvoir

réducteur (FRAP) des feuilles de Clematis flammula

Plusieurs études ont montré une activité antioxydant élevée des composés

phénoliques de différentes espèces de plantes médicinales (Tapia et al ., 2004 ). Cette activité

antioxydant dépend de plusieurs facteurs tels que la structure, le nombre et la position des

groupement hydroxyles présents dans la molécule (Balasundram et al ., 2005).

A partir des résultats obtenus, on constate des coefficients de corrélation négatifs

moyens entre les teneurs en vit C, proanthocyanidine et anthcyanes des extraits de feuilles de

C.flammula (r = - 0 ,56 ; r = - 0,68 ; r = - 0,55), respectivement. Néanmoins, une corrélation

positive faible est établie entre la teneur en flavonols glycosylés des extraits de feuilles de

C.flammula et le pouvoir réducteur avec r=0,18 (figure 8).

Une étude a été établie par Benmeddour et al. (2013) montre une corrélation

positive entre la teneur en flavonols glycosylés et proanthocyanidines, des extraits de

Phoenix dactylifera L et le pouvoir réducteur avec r=0,62 et 0,85, respectivement.
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III.4.6 Corrélation entre la teneur en composés phénoliques, vit C et l’effet scavenger

de l’ABTS.+ des feuilles de Clematis flammula

Dans cette étude, la détermination des coefficients de corrélation fort négatifs entre la

teneur en vit C et anthocyanes (annexe 2) et l’effet scavenger du radical cationique ABTS+.,

de même, pour les proanthocyanidines et flavonols glycosylés ; ont révélés des corrélations

négativement faibles (figure 9).

Une valeur de corrélation entre la teneur en flavonoïdes et l’activité anti ABTS+. de

r=0,66 à été déterminée par Hmid et al ., 2013.

III.4.7 Corrélation entre la teneur en composés phénoliques, vit C et effet scavenger du

DPPH des feuilles de Clematis flammula

D’après la figure (10) (annexe 2), il est à noter, que des coefficients de corrélation

négatifs moyens ont été obtenus entre la teneur en vit C, proanthocyanidines et anthocyanes

des extrait des feuilles de C. flammula et l’effet scavenger du radical DPPH avec r = - 0,38 ;

r = - 0,58 ; r = - 0 ,52 , respectivement . Cependant une corrélation positive faible a été

révélée par la teneur en flavonols glycosylés (r=0,15).

Benmeddour et al. (2013) montrent une corrélation positive entre la teneur en

flavonols glycosylés, proanthocyanidines, phénols totaux des extraits de Phoenix dactylifera

L et l’effet scavenger du DPPH avec r=0,62 ; r= 0,62 ; r= 0 ,80, respectivement.

Atmani et al.(2009) ont montré une forte corrélation entre l’activité scavenger du DPPH et

les extraits des feuilles de C. flammula avec r=0,85.

III.4.8 Corrélation entre la teneur en composés phénoliques, vit C et le test de

blanchissement du β- carotène  des feuilles de Clematis flammula

Dans cette étude, la détermination des coefficients de corrélation entre la vit C et les

flavonols glycosylés a révélé des valeurs moyennes autant pour les extraits des feuilles de C.

flammula (r=0,42 ; r=0,55), respectivement. Cependant, des coefficients de corrélation

négatifs très faibles sont établis entre la teneur proanthocyanidines et le test de

blanchissement du β-carotène des extraits de  C. flammula. Alors qu’une très bonne

corrélation est enregistrée entre le test de blanchissement du  β- carotène et  les anthocyanes 

avec r=0,92.
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Conclusion

Les plantes médicinales ont été utilisées pendant longtemps par les populations pour le

traitement des maladies. Jusqu’à ce jour, moins de 10% des espèces végétales qui occupent la

planète ont été explorées pour leurs propriétés chimiques et biologiques. La validation

scientifique pour cette utilisation a concerné deux plantes Clematis flammula et Pistacia

lentiscus.

Les résultats obtenus des dosages quantitatifs des composés phénoliques (flavonols

glycosylés et proanthocyanidines) des extraits de plantes étudiées indiquent la richesse des

extraits aqueux de chloroforme de feuilles et graines de Pistacia lentiscus et celui de Clematis

flammula avec 20271,06± 423,72 ; 20650,32± 839,24 mg Eq C-3-G /100g d’extrait en

flavonols glycosylés.

Le taux le plus élevé en proanthocyanidines est noté au niveau des phases organiques

(38,16±3,06 mg EC/g d’extrait) pour les feuilles de Clematis f. et au niveau de l’extrait

éthanolique des deux parties de Pistacia lentiscus 62,50 ±3,39 mg EC/g d’extrait Pour les

feuilles, et 31,47±0,61 mg EC/g d’extrait pou les graines.

De même, Pour les feuilles de la Clematis flammula et Pistacia lentiscus, c’est les

phases organiques qui notent les meilleurs teneurs en anthocyanes, alors que c’est au niveau

des l’extrait éthanolique et l’aqueux éthyle acétate (4460,17 ± 60,42 ; 4974,88± 50,60 mg

C3G/ 100g d’extrait) que ces composés se concentrent pour les graines de Pistacia l.

L’étude de la teneur en vit C avec la première méthode de dosage, des trois parties

étudiées (feuilles et graines de Pistacia et feuilles de Clematis) dans les différentes états,

c'est-à-dire, la poudre et le matériel végétal frais, nous a permis de conclure que :Ce sont les

feuilles en poudre de C.flammula qui présentent la teneur la plus élevée avec 17801,87±

1373,77 mg EAA/100g d’extrait puis les graines de pistacia lentiscus (14966,91± 2293,69 mg

EAA/100g MV). Donc ils peuvent être classés comme suit : CFF poudre> PLG poudre> PLF

frais > PLF poudre>CCF frais.

Pour le dosage de la vit C des extraits des feuilles et graines de P. lentiscus, les

résultats indiquent la richesse des feuilles au niveau des phases éthanoliques et aqueuses

d’éthyle acétate (90134,80± 13796,97 ; 106883,17± 10204,24 mg EAA/ 100g d’extrait,

respectivement).Alors que c’est la phase organique de chloroforme avec 73182,18 ±4347,18

mg EAA/100g d’extrait qui note la valeur la plus grande en vit C pour les feuilles de Clematis

flammula.
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Les résultats des activités antioxydant nous a permis de conclure que :

 Les activités anti-radicalaires des deux plantes étudiées, montre que la P.lentiscus

présente les pourcentages les plus élevés (feuilles et graines).

 L’extrait aqueux et organique d’éthyle acétate des feuilles et graines de P.lentiscus

présentent les meilleurs effet scavenger contre DPPH (93,63± 0,25) et (94,53± 2,15

%), respectivement. Alors que c’est l’extrait aqueux de chloroforme de la C.flammula

qui présente la meilleure activité (71,80±4,3 %).

Le meilleur pourcentage d’inhibition de l’oxydation de l’acide linoléique par la  β-carotène 

est exhibé par les phases organiques, l’extrait organique du chloroforme des feuilles des

deux plantes (109,25±11,34 ; 73,70± 14,06%) et l’extrait éthyle acétate des graines avec

59,25 ± 6,31 %.

 Le meilleur effet scavenger des extraits de Pistacia l. contre l’ABTS.+ est marqué au

niveau des extraits aqueux et organique d’éthyle acétate des feuilles (89,89 ± 0,14% ;

88,50 ±1,04 %) et graines (85,00 ± 1,21% ; 86,25 ± 1,04%), respectivement. La

Clematis f. présente des meilleurs pourcentages aux niveaux des phases aqueuses du

chloroforme (89,43±1,02%) et ethanoliques (88,71± 0,67%).

 L’activité antioxydant par le test FRAP indique que les feuilles de Pistacia l. qui

présentent les meilleures activités réductrices par rapport aux graines, ceci au niveau

des phases organiques et aqueuses d’éthyle acétate (539,08±26,44 ; 600,93±47,94 mg

Eq ASC/g, respectivement). Le meilleur pouvoir réducteur de la Clematis f. est obtenu

par l’extrait aqueux de chloroforme (363,98±20,57 mg Eq ASC/g).

L’ensemble des résultats obtenus au fil de cette étude n’est qu’une étape préliminaire, Alors,

il est souhaitable d’accomplir et d’enrichir ce travail par :

 L’évaluation de l’activité biologique in vivo des extraits de ces deux

plantes sur des animaux représentant des pathologies.

 L’étude de d’autres parties de plantes étudiées afin de déterminer l’organe

le plus riche en antioxydants.

 Dosage d’autres composés bioactives comme les caroténoïdes, et de

caractérisation des composés responsables de l’activité antioxydant par

HPLC, RMN, SM…etc.
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Annexes 1

Figure 1 : Courbe d’étalonnage réalisée avec l’acide ascorbique pour le test de pouvoir réducteur.

Figure 2 : Courbe d’étalonnage de l’acide ascorbique .

Figure 3: courbe d’étalonage des proanthocyanidines.

y = 0,2192x + 0,0475
R² = 0,9918

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

0 1 2 3 4 5 6

A
b

so
rb

an
ce

à
(5

9
3

n
m

)

Concentration (µg/ml)

y = -0,0816x + 0,8703
R² = 0,9906

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

0 2 4 6 8 10

A
b

so
rb

a
n

ce
à

5
1

5
n

m

Concentration en mg/ml

y = 0,0679x - 0,0455
R² = 0,9861

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0 2 4 6 8 10 12

A
b

so
rb

a
n

ce
à

5
0

0
n

m
)

Concentration en µg/ml



Annexes 2

Courbes de corrélations

Figure 4 : Corrélation entre le pouvoir réducteur (FRAP) et les teneurs en vit C et en
proanthocyanidines, anthocyanidines et les flavonols des extraits des feuilles (A) et graines (B) de
Pistacia lentiscus.
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Annexes 2

Figure 5 : Corrélation entre l’effet scavenger (ABTS.+) et les teneurs en vit C et en
proanthocyanidines, anthocyanidines et les flavonols des extraits des feuilles (A) et graines (B) de
Pistacia lentiscus.
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Figure 6 : Corrélation entre l’effet scavenger (DPPH) et les teneurs en vit C et en proanthocyanidines,
anthocyanidines et les flavonols des extraits des feuilles (A) et graines (B) de Pistacia lentiscus.
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Figure 7 : Corrélation entre le test de blanchissement de β-carotène et les teneurs en vit C et en 
proanthocyanidines, anthocyanidines et les flavonols des extraits des feuilles (A) et graines (B) de
Pistacia lentiscus.
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Figure 8 : Corrélation entre le pouvoir réducteur (FRAP) et les teneurs en vit C et en
proanthocyanidines, anthocyanidines et les flavonols des extraits des feuilles de Clematis flammula.

Figure 9: Corrélation entre l’effet scavenger (ABTS.+) et les teneurs en vit C et en
proanthocyanidines, anthocyanidines et les flavonols des extraits des feuilles de Clematis flammula.
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Figure 10: Corrélation entre l’effet scavenger (DPPH) et les teneurs en vit C et en
proanthocyanidines, anthocyanidines et les flavonols des extraits des feuilles de Clematis flammula.

Figure 11: Corrélation entre le test de blanchissement et les teneurs en vit C et en

proanthocyanidines, anthocyanidines et les flavonols des extraits des feuilles de Clematis flammula.
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Résumé

Le but de ce travail est le dosage des antioxydants et la détermination des activités antioxydants des extraits
Pistacia lentiscus et Clematis flammula . Les résultats ont montré que les plantes étudiées présentent des teneurs
élevées en polyphénols et en vitamine C.

Les résultats obtenus des dosages quantitatifs des composés phénoliques montrent la richesse des
extraits aqueux de chloroforme de feuilles et graines de Pistacia lentiscus et celui de Clematis flammula avec
20271,06± 423,72 ; 20650,32± 839,24 mg Eq C-3-G /100g d’extrait en flavonols glycosylés. les
proanthocyanidines sont concentrés au niveau des phases organiques pour les feuilles de Clematis f. et au niveau
de l’extrait éthanolique des deux parties de Pistacia lentiscus. Les phases organiques de feuilles de la Clematis
flammula et Pistacia lentiscus, notent les meilleures teneurs en anthocyanes, alors que ces composés se
concentrent au niveau de l’extrait éthanolique et l’aqueux éthyle acétate (4460,17 ± 60,42 ; 4974,88± 50,60 mg
C3G/ 100g d’extrait) pour les fruits.

Les résultats de dosage de la vit C des extraits des feuilles et graines de P. lentiscus, indiquent la
richesse des feuilles au niveau des phases éthanoliques et aqueuses d’éthyle acétate (90134,80± 13796,97 ;
106883,17± 10204,24 mg EAA/ 100g d’extrait), respectivement ; et au niveau de la phase organique de
chloroforme avec 73182,18 ±4347,18 mg EAA/100g d’extrait pour les feuilles de Clematis flammula.

Les extraits des parties étudiées ont noté de bonnes activités antioxydant, les feuilles de Pistacia lentiscus
exhibent un pouvoir réducteur, ainsi que des pouvoirs anti radicalaires. L’extrait aqueux et organique d’éthyle
acétate des feuilles et graines de P.lentiscus présentent les meilleures activités scavenging contre le DPPH
(93,63± 0,25 ; 94,53± 2,15 %) et l’ABTS .+ (89,89 ± 0,14 ; 88,50 ±1,04 %), respectivement. Alors que la
Clematis présente des meilleurs pourcentages aux niveaux des phases aqueuses du chloroforme (89,43±1,02) et
éthanoliques (88,71± 0,67). L’activité antioxydant par le test FRAP indique que les extraits de feuilles de
Pistacia qui notent les meilleures activités (539,08±26,44 mg Eq ASC/g éthyle acétate ; 600,93±47,94 mg Eq
ASC/g aqueux d’ethyle acétate), par rapport à ceux des graines et Clematis flammula (363,98±20,57 mg Eq
ASC/g aqueux de chloroforme).Le meilleur pourcentage d’inhibition de l’oxydation de l’acide linoléique par la
β-carotène est exhibé par les phases organiques,  l’extrait  organique du chloroforme des feuilles des deux 
plantes (109,25±11,34 ; 73,70± 14,06%) et l’extrait éthyle acétate des graines avec 59,25 ± 6,31 %.

Mots clés : Pistacia lentiscus, Clematis flammula, FRAP, DPPH , ABTS .+, test de blanchissement du

β-carotène. 

Abstract:

The aim of this work is the determination rate of antioxidants and antioxidant activity of Pistacia lentiscus and
Clematis flammula extracts. The results showed that the plants tested contain high levels of polyphenols and
vitaminC.

The results of quantitative assay of phenolic compounds show a high degree of aqueous chloroform extracts of
leaves and seeds of Pistacia lentiscus and Clematis flammula with 20271.06 ± 423.72; 20650.32 ± 839.24 mg
Eq C-3-G / 100g extract of flavonols contents. Proanthocyanidins are concentrated in the organic phases for
leaves of Clematis f. and at the ethanol extract of the two parts of Pistacia lentiscus. The organic phases leaves
of Clematis flammula and Pistacia lentiscus, note the best levels of anthocyanins, while the compound
concentrated at the ethanol extract and aqueous ethyl acetate of seeds (4460.17 ± 60.42, 4974.88 ± 50.60 mg C3
Gextract 100g).The contents of vit C of leaves and seeds of P. lentiscus extracts, indicate the wealth of leaves at
the ethanolic and aqueous phases ethyl acetate (90134.80 ± 13796.97, 106883.17 ± 10204 EAA 24 mg / 100 g of
extract, respectively). and the level of the organic phase with chloroform 73182.18 ± 4347.18 mg EAA/100g to
extract Clematisflammula.All extracts noted good antioxidant activities, Pistacia lentiscus leaves exhibit a good
reducing power and radical activities. The aqueous extract and ethyl acetate organic leaves and seeds P.lentiscus
have the best scavenging activity against DPPH (93.63 ± 0.25, 94.53 ± 2.15%), and ABTS + (89.89 ± 0.14,
88.50 ± 1.04%), respectively. While Clematis presents best percentages at aqueous phases chloroform (89.43 ±
1.02) and ethanolic (88.71 ± 0.67). The antioxidant activity by FRAP test indicates that leaf extracts of Pistacia
l. note the best activities (539.08 ± 26.44 mg Eq ASC / g ethyl acetate; 600.93 ± 47.94 mg Eq ASC / g aqueous
ethyl acetate), compared to those of seeds and Clematis flammula (363.98 ± 20.57 AUC mg Eq / g of aqueous
chloroform). The best percentage of inhibition of the oxidation of the linoleic acid by β-carotene is exhibed by 
the organic phases, the organic extract of the chloroform of the sheets of the two plants (109,25±11,34; 73,70±
14,06%) and the extract ethyl acetate of seeds with 59,25 ± 6,31%.

Key words: Pistacia lentiscus, Clematis flammula, FRAP, DPPH , ABTS .+, β-carotene bleaching assay. 
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