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                                                                                             Introduction 

 
 

 

1 

Plus de 200000 espèces végétales sur les 300000 recensées à nos jours sur l’ensemble 

de notre planète poussent dans les pays tropicaux d’Afrique et d’ailleurs. Parmi les utilisateurs 

potentiels de ces plantes, la médecine et la pharmacopée traditionnelles viennent en tète avec 

ceux qui les pratiquent,  à savoir 70% des populations du tiers monde (Sofowara, 1982). 

Ces plantes  médicinales possèdent   des  effets bénéfiques pour la santé et plusieurs 

activités biologiques aussi  selon la composition chimique de chaque plante. Environ 80% de 

la population mondiale dépend des principes actifs des plantes médicinales (Sen et Samanta, 

2015). Au fil des siècles, les produits naturels issus des plantes ont prouvé leurs efficacités en 

tant que principale source de nouveaux produits chimiques ayant un potentiel thérapeutique 

(Rasul et al, 2013 ; Harvey, 2015). 

En Algérie, les plantes occupent une place importante dans la médecine 

traditionnelle, qu’elle même est largement employée pour le traitement de diverses 

pathologies. Les remèdes utilisant les plantes ont tendance à être plus employés dans les 

maladies chroniques tels que l’asthme, les rhumatismes, les cancers, le diabète...etc 

Fraxinus angustifolia appelée couramment  le frêne oxyphille, de la famille des 

oléacées est considéré comme une plante polyvalente à activités biologiques et 

pharmacologiques. Elle a fait preuve de plusieurs effets thérapeutiques tel que, anticancéreux, 

anti-inflammatoire, antioxydant, antimicrobien et neuroprotecteur, ses composés 

phytochimiques bioactifs sont utilisés dans l'industrie cosmétique et comme agent anti-âge 

prometteurs (Sarfraz et al, 2017). Les coumarines, les flavonoïdes, les tanins…etc. sont les 

composés majoritaires de frêne (Kostova et Iossifova, 2006), néanmoins, leur répartition 

entre les différentes espèces et les différentes parties de la plante fait preuve de leur efficacité. 

Les radicaux libres nocifs sont produits dans l’organisme au cours du métabolisme 

normal. Cette production augmente en rapport avec l’élévation de la consommation 

d’oxygène (Gauche et Hausswirth, 2006). Plusieurs mécanismes et systèmes responsables 

de la production de radicaux libres ont été identifiés jusqu’à présent, parmi eux nous citons 

des fuites d’électrons au niveau de la chaîne respiratoire de la mitochondrie 

(Aurousseau, 2002); des processus inflammatoires produits par les cellules phagocytaires 

activées (Milane, 2004 ; Van Antwerpen, 2006); ainsi que l’exposition à des agressions de 

l’environnement, comme les agents infectieux, la pollution, les UV, la fumée de cigarette et 

les rayonnements (Tamer, 2003). Un déséquilibre entre la production de radicaux libres et le 
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système de défense est à l’origine d’un état redox altéré de la cellule appelé stress oxydatif  

(Pincemail et al, 2000). 

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre de la balance entre le système de 

défenses des antioxydants et la production des espèces réactives de l’oxygène (ERO)  

(Sayre et al, 2008; Bloomer et al, 2008; Power et al, 2010) Ce déséquilibre peut se produire 

quand le système de défense des antioxydants est surmené par l’augmentation des oxydants 

ou lorsque les défenses sont affaiblies suite à une carence d’apport et/ou de production 

d’antioxydants 

En effet diverses propriétés biologiques essentiellement antioxydantes ont été 

attribué a une large gamme de métabolites secondaires de plantes médicinales utilisées 

traditionnellement, parmi lesquels les composés phénoliques : phénols, flavonoïdes et 

tanins dont l’intérêt porté est accentué actuellement en raison de leurs implications dans 

le domaine thérapeutique et pharmaceutique. Ces substances sont issues soit des plantes 

fraiches ou sèches, soit de la plante entière ou le plus souvent des parties de plante 

(racine, écorce, feuilles, fleurs et graine). 

L’objectif de cette étude est d’évaluer l’activité antioxydant de l’extrait des feuilles et 

d’écorce de Fraxinus angustifolia, par plusieurs méthodes, pour ce travail on a procédé 

comme suit : 

On a commencé par une synthèse bibliographique, qui est divisée en 3 chapitres dont 

on a parlé dans le premier chapitre sur les plantes médicinales plus précisément Fraxinus 

angustifolia, pour le deuxième chapitre on a abordé le stress oxydatif et l’activité antioxydant, 

et finalement dans le troisième chapitre on a cité quelques méthodes de caractérisation des 

poly phénols. La deuxième partie de ce travail, est basée sur le travail personnel qu’on a 

effectué, qui se présente comme suit, on a commencé par l’extraction des polyphénols, puis le 

dosage des différents groupe de poly phénol, par la suite on est passé a l’évaluation de 

différentes activités antioxydants tel que, l’inhibition de radical anion superoxyde, le 

monoxyde d’azote, ABTS, et le DPPH, ces activités ont été suivie d’une caractérisation par 

chromatographie sur couche mince et une CG-MS, afin d’identifier les molécules bioactives, 

les résultats par la suite ont été traités par le logiciel Graph Pad Prism pour une analyse 

statistique. 
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I. Fraxinus angustifolia 

I.1.Généralités sur les oléacées 

La famille des Oléacées est la plus primitive du groupe des Lamiales. C’est la famille 

de l’Olivier, comprenant des plantes ligneuses (800 espèces) des régions tropicales et 

tempérées    (Heymonet, 2013).    L'Oléacée  est  le niveau de la sous-famille est abandonné, 

la famille est divisée en 5 tribus et le genre Fraxinus de 40-50 espèces est placé dans la sous-

tribu Fraxininae de la tribu Oleaceae    (Kostova  et Iossifova, 2006). 

I.2.Genre Fraxinus 

 Le frêne est un grand arbre de la méditerrané, qui couvre le centre-sud Europe et nord-

ouest de l'Afrique, jusqu'au Caucase   (Caudullo , Houston   Durrant.  2016),    de 30 à 40 m 

de haut très répandu en France, dans les plateaux ou en montagne, bordant les rivières ou 

composant des forêts. Il se reconnaît à ses gros bourgeons noirs veloutés qui donneront des 

feuilles composées de 9 à 15 folioles et à ses petites fleurs brunes rougeâtre, dépourvues de 

pétales. Son fruit est une samare pendante, renfermant une graine allongée. La classification 

systématique de genre Fraxinus, selon la classification APGIII, appartient à : 

 

•la classe des Angiospermes, 

•la sous-classe des Triporées, 

•classe de des Astéridées, 

•l’ordre des Lamiales, 

•la faille des Oléacées   (Heymonet, 2013 ). 

Le frêne oxyphylle ou Fraxinus angustifolia connu sous le nom de frêne à feuilles 

étroites ou frêne de désert est un, arbre de taille moyenne avec un large éventail. Le genre  

Fraxinus, comprend environ 40 espèces d'arbres et d'arbustes tempérés occupant divers 

habitats dans l'hémisphère nord, représente un modèle utile pour étudier le frêne, il   est connu 

et utilisé en médecine populaire depuis les temps les plus anciens.    Les feuilles, l’écorce sont 

les parties les plus consommées (Fig. 1 et 2)    (Hinsinger et al, 2013). 

I.3.Classification scientifique 

Règne : Végétal 

Embranchement : Spermaphytes 

Sous-embranchement : Angiospermes 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hinsinger%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24278282
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Classe : Dicotylédones 

Ordre : Lamiales 

Famille : Oléacées 

Genre : Fraxinus 

Espèce : Fraxinus angustifolia    (Rameau et Dumé, 1989). 

 

           Figure 1 : Photographie des feuilles de Fraxinus angustifolia. 

 

                  Figure 2: Photographie de l’écorce de Fraxinus angustifolia. 

 

I.4.Noms vernaculaires  

Les noms vernaculaires de Fraxinus angustifulia sont multiples.   Elle est appelée 

communément frêne à feuilles étroites, oxphylle, en anglais narrowleavedash, southernash, 

en arabe Derdar et en amazigh Aslen, Thaslent    (Rameau et Dumé, 1989). 

 

I.5.  Habitat et Répartition géographique 

Sa répartition couvre l'Europe centrale et le méridionale et l’Afrique du Nord-Ouest, 

jusqu'au Caucase  (Caudullo et Durrant,  2016),   se trouve en Asie du Nord-Est, en 
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Amérique du Nord, dans l'est et l'ouest de la France, en Chine, dans le nord du Pakstan, en 

Inde et en Afghanistan    (Sarfraz et al., 2017). 

Le genre Fraxinus L., comprend 43 espèces, se produisant dans les régions tempérées 

et subtropicales de l’hémisphère nord. Les deux principales zones de distribution sont 

Amérique du Nord (20 espèces) et Asie de l'Est (20 espèces).     Trois espèces sont présentes 

en Europe et en Asie occidentale. Fraxinus est l'un des 24 genres existants d'Oleaceae (la 

famille des oliviers) et seul membre de la sous-tribu Fraxininae     (Wallander, 2008). 

Les espèces de fraxinus sont parmi les arbres les plus répandus dans les forêts de l'est 

de l'Amérique du Nord où elles constituent un élément important de nombreux types de forêts 

et servent de nourriture et d'habitat à de nombreux oiseaux,  mammifères et arthropodes  

(Nielsen  et al., 2017). 

En raison de variations morphologiques,    le statut taxonomique de cette espèce n’est 

toujours pas clair. Cependant, on reconnaît trois sous-espèces géographiques sur la base des 

données moléculaires et morphologiques:   l‘arbre à feuilles étroites (Fraxinus angustifolia 

subspangustifolia) dans le sud-ouest Europe et Afrique du Nord-Ouest, l‘arbre du Caucase 

(Fraxinus angustifolia subspoxycarpa) en Europe centrale,   dans les Balkans et la région de 

la mer Noire et l'arbre syrienne (Fraxinus angustifolia) dans le sud-est de l'Anatolie    

(Caudullo et  Durrant,  2016). 

I.6.Caractéristiques morphologiques 

C’est un arbre  à feuilles caduques ou rarement à feuilles persistantes. Les feuilles sont 

impaires, pennées, opposés ou rarement verticillées aux sommets des branches, le pétiole et le 

pétiolule sont souvent épaissis à la base. Les inflorescences sont terminales ou axiale  vers la 

fin des branches, ou latéral sur les branches de l'année précédente, paniculé  bractées linéaires 

à lancéolées, caducées ou absent .elles sont composées de forme ovale, minces, brillantes, 

vertes et longues avec 3-8 cm de longueur et de 1-1,5cm de largeur  (Kostova et Iossifova, 

2006).  La couronne est dense en forme de dôme, et irrégulière avec des pousses courtes 

(Caudullo et  Durrant,  2016).   La face externe de son écorce est de couleur grise, la face 

interne est de couleur brune et lisse.    L’écorce à une saveur amère et sans odeur   (Hinsinger 

et al , 2013),   Les fleurs  sont pollinisées et se développent en automne sans pétales 

(Caudullo et  Durrant,  2016),    unisexuées, bisexuelles ou polygames. Le calice est à 4 

dents ou irrégulièrement lobé, parfois absent.  La corolle est blanche à jaunâtre, 4-lobée, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sarfraz%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29279716
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hinsinger%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24278282
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divisée en base ou absente. Les étamines sont deux, insérées à la base de la corolle les lobes; 

les filaments sont courts, exsert à l'anthèse. Les ovules sont deux dans chaque locule  

(Kostova, Iossifova, 2006).   Le fruit est une samare de 3-4cm de longueur aplatie en état de 

maturation en fin de l’été   (Caudullo et Durrant, 2016),  Fraxinus montre une grande 

diversité dans la morphologie florale, avec des taxons  (Hinsinger et al, 2013).     F. 

angustifolia donne du bois blanc de haute qualité et est préféré dans le placage et l'industrie 

du meuble   (Cicek  et al., 2006). 

I.7.Espèces de la plante  

Il existe plus d’une quarantaine espèce pour Fraxinus, les plus importantes sont 

présentées dans le tableau ci-dessous : 

Tableau I : Différentes espèces de Fraxinus angustifolia   (Lene et al., 2017). 

Espèce Section Distribution naturelle 

Excelsior F Nord et Centre de l’Europeauoust de la Russie et 

autour de la mer Noire 

Angustifulia F Sud et Ouest de l’Europe, Afrique du Nord-Ouest 

Angustifoliasubsp. Syriaca F Turquie vers l'Asie centrale 

 

Mandshurica F Chine, Japon, Corée, Est de Russie 

Nigra F Est USA et Sus-Est du Canada 

chinensissubsp. Chinensis O Chine, Crée, Vietnam, Thaïlande 

chinensissubsp. 

Rhynchophylla 

O Nord Chine, Corée, Japon, Sud-Est Russie 

 

Lanuginosa O Japon 

Sieboldiana O Chine, Japon, Corée 

Ornus O Centre et Est Méditerranée, Asie du Sud-Ouest 

Paxiana O Himalaya, Chine 

Platypoda U Chine, Japon 

Quadrangulata D Centre et  Est USA, Centre Canada 

Albicans M Texas, Oklahoma (États-Unis) 

Americana M Est des USA et Sud-Est du Canada 

Latifolia M OuestdesÉtats-Unis, Sud-ouest du Canada 

Pennsylvanica M Centre et Est des États-Unis, Sud du Canada 

Profunda M Est des États-Unis et Canada 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hinsinger%20DD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24278282
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I.8.Effets thérapeutiques de la plante  

I.8.1.Utilisation en médecine traditionnelle 

 Au fil des siècles, les produits naturels issus des plantes ont prouvé leurs efficacités 

en tant que principale source de nouveaux produits chimiques ayant un potentiel 

thérapeutique   (Rasul et al, 2013 ; Harvey, 2015).    Environ 80% de la population mondiale 

dépend de plantes médicinales  (Sen et Samanta, 2015).   Différentes études menées par des 

chercheurs ont rapporté que les produits naturels sont anticancéreux antibactériens, 

antifongique antiviral antioxydant activités anthelminthiques et anti-inflammatoires (Fig. 3) 

(Sarfraz et al, 2017).  

On trouve une gamme des produits naturels obtenus à partir de plantes médicinales qui 

sont devenues proéminentes dans la pharmacothérapie moderne comme agents anticancéreux 

y compris secoiridoids,  phényléthanoïdes ,  lignanes,  flavonoïdes et coumarine,  ces 

composé sont été isolés de la plante de Fraxinus   (Kostova et Iossifova,  2006). 

 

Figure 3 : Différentes activités biologiques de Fraxinus angustifolia   (Sarfraz et al, 2017).   

 

I.8.2.Donnés phytochimiques  

L'esculétine, l'esculine, la fraxine et la fraxétine font partie des composants pharmaco 

logiquement actifs isolés de différentes espèces de Fraxinus (Fig.4).   Esculetin a été 

largement utilisé dans la phytothérapie chinoise en raison de ses vastes activités 

pharmacologiques telles qu’antioxydant, anticancéreux, antibactérien et anti-inflammatoire  

(Kostova et Iossifova,  2006). 
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Figure 4 : Composés biologiques actifs isolés de Fraxinus angustifolia (Sarfraz et al , 2017). 

 

I.8.3.Donnés pharmacologiques  

 

Le frêne est considéré comme une plante polyvalente a activités biologiques et 

pharmacologiques. Elle a fait preuve de plusieurs effets thérapeutiques tel que : 

anticancéreux, anti-inflammatoire, antioxydant, antimicrobien et neuro-protecteur, ses 

composés phytochimiques bioactifs sont utilisés dans l'industrie cosmétique et comme agent 

anti-âge compétent   (Sarfraz et al, 2017).  Les molécules isolées à partir des feuilles et de 

l’écorce de fraxinus représentent des candidats médicamenteux efficaces qui devraient être 

utilisé pour la découverte de médicaments à l'avenir   (Sarfraz et al, 2017). 

I.8.3.1.Effet antioxydant  

 

 Les radicaux libres tel que l’oxygène singulier
1
O2, l’anion superoxyde O2.

-
, l’hydroxyle 

d’oxygène OH
.
et peroxyde d’hydrogène H2O2 sont connus pour avoir des effets délétère sur 

les fonctions cellulaires et par conséquence l’apparition de plusieurs maladies   (Younis et al, 

2016). Les radicaux libres ont la capacité d'interagir avec des composants cellulaires et 

causants ainsi des dommages à l'ADN.L'extrait méthanolique des feuilles de Fraxinus 

floribunda a prouvé un effet anti-inflammatoires in vivo chez un modèle de rat  (Sarfraz et 
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al, 2017). Plusieurs autres études ont liés l’effet hépato-protecteur contre le tétrachlorure de 

carbone (CCl4)  des extraits de Fraxinus xanthoxyloides à leurs pouvoirs antioxydant 

(Younis, 2016), liant cet effet à la production excessive de radicaux libres par l’organisme qui 

bloque le système de protection naturel causant des lésions hépatiques   (Chen et al, 2013).  

 

I.8.3.2.Effet anticancéreux  

 

 Diverses études ont révélés que la plante Fraxinus est un candidat biologique notable 

de médicament,  grâce à sa capacité d'inhiber la cancérogenèse en ciblant diverses protéines 

de réseaux de signalisation associée à la multiplication des cellules tumorales.  (Fig.5)   

(Sarfraz et al,  2017). 

 

 

Figure 5 : Diagramme représentant les cibles moléculaires et le mécanisme d'action de 

Fraxinus pour les activités : chimio préventive, anti-inflammatoire  et antioxydants.    

(Sarfraz et al,  2017). 
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Tableau II : Différentes activités et Molécules active de Fraxinus angustifolia   (Sarfraz et 

al,  2017). 

 

Activités étudiées Molécules actives (extraite) Plantes 

médicinales 

Références 

anti-inflammatoires sur BV-

2 cellules microgliales 

Oleuropéine(composé 

phénolique isolé des feuilles) 

Fraxinus 

rhynchophylla 

 

(Packer et al,   

2001). 

régule la production de 

médiateurs 

Extrait méthanolique brut des 

feuilles 

Fraxinus 

Xanthoxyloides. 

(Younis et al, 

2016) 

Anti-inflammatoires  

 

La 5-methoxyl aesculetin 

(MOA) de l'écorce 

Fraxinus 

rhynchophylla 

(Wang et al, 

2014) 

Anti-inflammatoire d'extraits de feuilles 

méthanoliques 

Fraxinus 

floribunda 

(Lingadurai, 

2007) 

anti-inflammatoire extrait éthanolique aqueux Fraxinus   

excelsior 

(Smith et al, 

1996) 

Inhibiteur de la 

cholinestérase (agent neuro- 

protecteur de la maladie 

d’Alzheimer) 

 

Galanthamine 

 

Galanthusnivalis L. 

(Sarfraz et al 

,2017) 

 

I.8.3.3.Activité anti-inflammatoire 

Le mécanisme de la réponse inflammatoire varie en fonction des pathologies, la 

production des prostaglandines est la principale cause des inflammations, ils sont formées à 

partir d'arachidonate par l'action des iso enzymes de la cyclo-oxygénase (COX)  (Sarfraz et 

al, 2017).  Les médicaments  anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) provoquent des 

effets nocifs rénaux et gastriques, d’où le besoin alternative aux  inhibiteurs cyclo-oxygénases 

naturels  (Lingadurai et al, 2007). 

L’Oleuropéine, un composé phénolique isolé des feuilles de Fraxinus rhynchophylla, a 

montré des effets anti-inflammatoires sur BV-2 cellules micro gliales par suppression de la 

réponse pro-inflammatoire par l’inhibition efficace de la fission mitochondriale dépendant de 

DRP1  (Wasik et Antkiewicz., 2017). 
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I.8.3.4. Activité antimicrobienne  

  

 Les scientifiques ont découvert une variété de métabolite secondaire, connus pour 

présenter des activités antimicrobiennes. La résistance aux antibiotiques demeure un problème 

pour les traitements anti infectieux, jusqu’à la découverte d’agent antibactériens naturel   (Lee 

et al, 2011).  Les mécanismes d'action antimicrobien associés à La fraxétine indique 

l’inhibition du topo isomérase-1 et topo isomérase-2 et une augmentation remarquable de la 

perméabilité  membranaire des macromolécules telles que l'ADN, L’ARN et les protéines 

(Wang et al., 2014). 

 

I.8.3.5. Activité neuro-protectrice  

 Le mécanisme neuro-protecteur des composés naturels dépend de leur capacité de 

piéger les radicaux libres générés par la neurotoxine et le processus oxydative induits dans les 

cellules nerveuses (Wasik et Antkiewicz., 2017).  Le glutamate en tant que 

neurotransmetteur provoque l'activation des récepteurs du glucose et surcharge de calcium  

neuronal (Ca
2+

),   qui conduit à une lésion neuronale    (schin et al, 1998). 

 La plupart des études se concentre sur quelques constituants chimiques, et les 

données sur la pharmacocinétique de l'extrait végétal entier sont limitées   (Sarfraz et al, 

2017). 

I.8.3.6. Activité antifongique 

 Les produits de protection proviennent de substances naturelles provenant 

principalement de plantes comme alternative aux fongicides synthétiques.  Les agents 

antimicrobiens naturels sont moins coûteux et ils ont un potentiel antifongique prometteur 

(Sarfraz et al, 2017). 

I.8.3.7. Anti hypertensif  

  Les chercheurs ont décrit une variété de composés bioactifs trouvés dans des 

substances naturelles qui jouent un rôle vital dans la prévention et le traitement des maladies 

cardiovasculaires maladies causées par la vasodilatation et l'hypertension  (Sarfraz et al, 

2017). 

I.8.3.8. Antimalarial  

  

 Une situation alarmante de résistance contre les médicaments antipaludiques conduit 

à l'exigence de prix abordable du traitement à base de plantes médicinales  (Kaushik et al, 

2015).  Les scientifiques ont décrit le potentiel anti plasmodium des extraits de plante. 
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Plusieurs études in vitro ont été mis en œuvre pour vérifier l’effet de l’extrait aqueux et 

organique de l'écorce de Fraxinus excelsior sur la croissance de Plasmodium falciparum,  les 

scientifique suggèrent qu'il possède des effets inhibiteurs importants sur le développement des 

stades asexués de Plasmodium falciparum    (Sarfraz et al, 2017). 

I.8.3.9. Anti toxoplasmose  

La toxoplasmose, infection à protozoaires causée par Toxoplasme gondi, est 

généralement asymptomatique, mais a des manifestations cliniques graves chez les individus 

immunodéprimés  (Sarfraz et al, 2017),   l’extrait de fraxinus a montré un effet important 

dans la régulation de l'immunité, et peut servir comme médicament efficace et sûr contre la 

toxoplasmose (Sarfraz et al , 2017). 

 

I.8.3.10. Anti vieillissement 

 Les plantes médicinales sont très riches en composés polyphénoliques et ont été 

largement utilisés dans les cosmétiques pour leurs propriétés antivieillissement  (Mizutani et 

Masaki, 2014).   L'extrait de Fraxinus chinensis a entraîné des effets protecteurs contre le 

vieillissement via la régulation négative de l'ARNm de la MMP-1 en fonction de la dose,   les 

composant de cette espèce agit comme agent anti radicalaire    (Sarfraz et al, 2017). 

 

I.8.3.11. Activité antidiabétique 

L’étude des effets de l'extrait de Fraxinus excelsior L. sur la glycémie postprandiale chez les 

personnes normaux montre  la baisse de la glycémie   (Mizutani et Masaki, 2014).   

L’activité hypoglycémiante a été évaluée chez le rats diabétiques induit par la streptozotocine 

(STZ),   et les résultats ont été prometteurs d’où une diminution de la glycémie de 60% 

induite par les feuilles de F.angustifolia  (Medjahed et al., 2016),  d’autres part aucune 

preuve clinique n'existent à cet égard  (Kaushik et al, 2015).  Par conséquent, les stéroïdes  

glycosides présents dans les graines de Fraxinus excelsior .L   ont prouvé  un effet stimulateur 

sur la sécrétion d'insuline  (Sarfraz et al, 2017)  et améliore la résistance à l'insuline   (Schin 

et al, 1998).   Les graines de Fraxinus excelsior L. ont été reconnus comme agents 

hypoglycémiants par plusieurs guérisseurs traditionnels qui l'utilisent contre le diabète de type 

1 et de type 2    (Medjahed et al., 2016). 
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I.8.4. Donnés toxicologies  

Les antioxydants sont des molécules en général faiblement toxiques.    Pourtant, pour 

certains d’entre eux,   leur utilisation à forte dose n’est pas dénuée de danger.    Par exemple, 

le radical α-tocophérol (α-TO.) stabilisé par mésomérie, peut initier des réactions d’oxydation 

avec les acides gras mono et poly insaturés des phospholipides membranaires (LH, LOOH) à 

l’origine de radicaux libres,    et peut ainsi contribuer à la phase de propagation des réactions 

radicalaires survenant dans la peroxydation lipidique.   Ce rôle pro oxydant de l’α-tocophérol 

en tant qu’initiateur des réactions radicalaires n’est néanmoins possible que si le radical α-

tocophérol est présent en forte concentration dans les membranes et que la vitamine C 

n’assure pas sa régénération   (Pastre et  Priymenko, 2007). 
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II.  systèmes antioxydant  

II.1. Généralités 

Les cellules possèdent des mécanismes de défense endogènes enzymatiques et 

non enzymatiques qui suffisent à neutraliser le stress oxydant, résultant du métabolisme 

aérobie, appelé antioxydant  (Wassmann et al, 2004).   Un antioxydant peut être défini comme 

toute substance qui est capable à concentration relativement faible d'entrer en compétition avec 

d'autres substrats oxydables et ainsi retarder ou empêcher l'oxydation de ces substrats   (Mates, 

1999 ; Droge, 2002). 

 

II.2. 1. Définition de radical libre  

        Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié. Cette 

propriété rend ces éléments très réactifs du fait de la tendance de cet électron à se ré-apparier, 

déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent à leur tour 

d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaîne (Janssen ,2007).   Parmi toutes les 

espèces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, on peut distinguer un ensemble 

restreint de composés radicalaires qui jouent un rôle particulier en physiologie, radicaux libres 

primaires, qui dérivent directement de l’oxygène.   Les autres radicaux libres, dits radicaux 

secondaires (radical peroxyle ROO
•
, radical alkoxyle RO

•
), se forment par réaction de ces radicaux 

primaires sur les composés biochimiques de la cellule(Fig.6)   (Novelli, 1997 ; Goudable  et 

Favier, 1997 ;Favier, 2003). 

 

 

Figure 6 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espèces réactives de l’oxygène 

impliqué en biologie (Favier, 2003). 
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II.2.2. Définition de stress oxydant 

  

Le stress oxydant c’est l’incapacité de l’organisme à se défendre contre l’agression des 

espèces réactives oxygénées (EROs) dans le statut intracellulaire, ce qui mène à un déséquilibre, 

soit par une production accrue de radicaux libres, ou bien une diminution de la capacité de défense 

antioxydant des cellules vivantes (Favier,2003; Widmer et al ,1996).   Ce déséquilibre peut se 

produire quand le système de défense antioxydant est surmené par l’augmentation des oxydants ou 

lorsque les défenses sont affaiblies par une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants 

(Favier,2003). 

 

II.3. Principaux radicaux libres  

II.3.1. Anion superoxyde 

  

         Il est considéré comme le type le moins réactif des ERO et le radical le plus fréquemment 

produit dans l’organisme ou par la fumée de cigarette ou les radiations ionisantes particulièrement 

impliquées dans les pathologies pulmonaires   (Ames et al, 1993).   Il est chargé négativement et 

généré par la réduction monovalente de l’oxygène moléculaire (Lacolley et al , 2007).  Cette 

réaction semble surtout catalysée par des NADPH oxydases membranaires (Ames et al, 1993). 

                                O2+ ē                          O2
*- 

 

Dans des conditions physiologiques et physiopathologiques, l’O2
•-
 peut également être 

formé dans certains organites cellulaires (Gardès et Jore,  2005), tels que les peroxysomes, via la 

conversion de l’hypoxanthine en xanthine, puis en acide urique, catalysée par la xanthine oxydase  

(Helliwell, 1989). 

 

            2 O2
•-
  + 2 H

+
                                                O2 + H2O2 

 

II.3.2. Peroxyde d’hydrogène   

Le Peroxyde d’hydrogène (H2O2),  qui n’est pas un radical libre, peut être formé 

secondairement à la dismutation de O2
•-
 par le superoxyde dismutase ou produit par réduction 

bivalente de l’oxygène grâce à un grand nombre de déshydrogénases, notamment l’acyl CoA 

déshydrogénase, la NADH déshydrogénase, la xanthine oxydase, l’uricase, la mono-amine 

oxydase…etc   (Helliwell, 1989). 
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O2
•-  

+  O2
•-
  +  2H

+
                                          H2O2  +  O2 

En présence de métaux de transition (fer et cuivre), l’H2O2 donne naissance via la réaction de 

Fenton à un radical hydroxyle HO
• 
hautement réactif   (Wardman et Andeias, 1996). 

Contrairement à l’anion superoxyde,  le peroxyde d’hydrogène est capable de traverser les 

membranes des cellules et des organites cellulaires pour engendrer des dommages loin de son site 

de production (Halliwelt et Gutteridge, 1996). 

 

II.3.3. Radical hydroxyle HO
• 
 

Le radical hydroxyle est l’oxydant le plus réactif et le plus puissant. (Favier, 2003).   Le 

peroxysome grâce à des oxydases spécifique représente l’une des sources productrices les plus 

importantes de ce radical   (Pastre et priymenko ,2007).   Parmi les voies conduisant à la formation 

de ce radical on peut citer celle qui implique les métaux de transition,  le cuivre et le fer sous leur 

forme réduite par la réaction de fenton   (Favier, 2003). 

 

                   H2O2         +        Fe
++ 

                                                   OH
•   

+   OH
-
     +   Fe

+++ 

 

L’H2O2 peut aussi réagir avec le radical superoxyde, aboutissant à la production du HO
•
, ce 

mécanisme réactionnel est appelé réaction d’Haber et Weiss   (Sorge, 2004). 

                          H2O2+ O2
•-
                                                 OH

•
+ OH-+ O2 

 

Le HO
• 

est capable de réagir avec la plupart des molécules biologiques comme l’ADN, les 

protéines, les sucres et les lipides membranaire    (Delattre et al., 2005). 

 

II.3.4.Radicaux alkyles R
• 
et peroxyl ROO

•
  

Les radicaux peroxyles sont des radicaux secondaires issus de l’addition de l’oxygène sur les 

radicaux centré R
•
. 

                           R
•
+O2                                                        RO2

•
 

 

Les radicaux R
•
 sont généralement issus de l’action des radicaux hydroxyles sur les substrats 

biologiques (par arrachement d’atome d’hydrogène ou addition sur les doubles liaisons)    (Delattre 

et al., 2005). 

                                       OH
•
+RH                                                  R

•
+H2O 
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II.3.5. Oxygène singlet (O2)   

Il correspond à une forme excitée de l’oxygène O2,  il possède la même structure 

électronique que l’oxygène, mais ‹agencée› différemment,   à savoir que les électrons de la couche 

externe initialement non appariés se sont appariés.    Il n’est donc pas radicalaire.    Son état ‹excité› 

lui confère un potentiel oxydant supérieur à celui de l’oxygène (Bonnefont et al., 2003). 

 

II.3.6. Monoxyde d’azote NO  

      Le monoxyde d’azote (ou oxyde nitrique) est un radical libre ubiquitaire synthétisé dans la 

cellules endothéliale à partir de l’arginine et l’O2 grâce à l’action de NO synthèse   (Bonnefont et 

al ,2003; Vincent et Martin, 2008). 

 

II.4.Antioxydants  

II.4.1. Définition  

           Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages 

causés par les radicaux libres dans l’organisme et permettent de maintenir au niveau de la cellule 

des concentrations non cytotoxiques de ROS   (Favier, 2003).   Un antioxydant peut retarder ou 

empêcher l’oxydation des substances biologiques, ce sont alors des composés qui réagissent avec 

les radicaux libres et les rendent inoffensifs   (Vincent et Martin , 2008). 

 

II.4.2.Types des antioxydants  

Il existe deux types d’antioxydants qui se distinguent par leur mécanisme d’action   (Fig.7)  

 

 

Figure 7 : les systèmes de défense contre les radicaux libres (Kohen et Nyska, 2002). 
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II.4.2.1.Antioxydants primaires  

       La cellule est pourvue d’enzymes antioxydants qui sont des systèmes de défense très efficaces. 

Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD),   de catalase et de peroxydase 

(glutathion et ascorbate) (Favier, 2003).   Ces enzymes antioxydants permettent l’élimination des 

radicaux libres primaires, selon les réactions suivantes (Favier, 2003). 

 

                             2
O2

._
 +2H

+                      superoxide  dismutase(SOD)                  
H2O 2   +    O2 

 

                       2H2O2                                   
catalase                                           

2H2O    +    O2 

 

                      H2O2     +     2GSH                 
glutathione peroxydase

                        2H2O   +   GSSG 

 

II.4.2.2.Antioxydants secondaires 

 

Ce sont des molécules exogènes, contrairement aux enzymes antioxydants, une molécule 

d’antioxydant piège un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner à nouveau, cette molécule 

d’antioxydant doit donc être régénérée par d’autres systèmes (Kohen et Nyska, 2002). 

 

II.4.3.Balance Oxydants /Antioxydants et stress oxydant  

 

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

sur la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres voies de signalisation 

(Favier, 2003).   Dans l’ensemble de nos tissus sains,  les défenses antioxydantes sont capables de 

faire face et détruire les radicaux produits en excès, on dit que la balance Oxydants /Antioxydants 

est en équilibre.   Mais dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalaire (tabac, 

alcool, pollution …) ou d’une diminution des capacités antioxydants (insuffisance d’apports des 

micronutriments antioxydants, inactivation enzymatiques) un déséquilibre entre la production des 

radicaux libres et le système de défense (Fig. 8) est à l’origine d’un état redox altéré de la cellule 

appelé stress oxydatif   (Kohen et Nyska, 2002).  
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Figure 8 : Déséquilibre Antioxydant /Oxydant (Vincent et Martin, 2008). 

 II.4.4 .Mécanismes d’action des antioxydants  

 

             Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de l’oxygène 

singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de radicaux 

ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition   (Fig.9)   (Favier, 2006 ; Cano et al,2007). 

 

 

 

Figure 9: Action de l’antioxydant au cours du métabolisme des dérivés réactifs de l’oxygène (Cano 

et al. 2007). 
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II.5. Systèmes de défenses antioxydants  

 

Les systèmes antioxydants peuvent être classés selon leur mode d’action, leur localisation 

cellulaire et leur origine, ils comprennent des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques 

(Fig.10). Mais aussi des petites molécules hydro ou liposolubles  (Droge, 2002;  Delattre et al., 

2005). 

 

Figure 10: Antioxydants enzymatiques et non enzymatiques (Menvielle. 2005). 

II.5.1. Système antioxydant enzymatique  

Les protéines enzymatiques antioxydants constituent la première barrière de la défense 

antioxydants, qui est constituée de trois métallo-enzymes essentielles: les superoxydes dismutase, la 

catalase et les glutathions peroxydases. Leurs activités et leurs localisations dans la cellule sont 

complémentaires et assurent l’élimination des anions superoxyde et du peroxyde d’hydrogène dans 

tous les compartiments intracellulaires (Fig. 11) (Favier, 2003). 

1 

2 
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Figure 11 : Mode d’action des principaux systèmes enzymatiques antioxydants et de leurs 

cofacteurs métalliques (Favier, 2003). 

II.5.1.1. superoxyde  dismutase  

           Les superoxydes dismutase ou SOD sont des antioxydants enzymatiques ubiquitaires.   Ces 

métalloprotéines représentent l’une des premières lignes de défense contre le stress oxydant en 

assurant l’élimination de l’anion superoxyde O2
•-
 par une réaction de dismutation en le transformant 

en peroxyde d’hydrogène et en oxygène moléculaire   (Fig12) selon la réaction suivant: (Halenget 

al, 2007). 

      

                  O2
•-
 + 2H

+
              SOD                      O2 + H2O2 

  

II.5.1.2. Catalase   

La catalase est une enzyme responsable de la détoxification du peroxyde d’hydrogène produit 

dans la condition physiologique (Niki et al, 2007).    Elle est localisée principalement dans les 

peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries et le cytoplasme   (Lindau et Shaffer, 1993). 

                       2H2O2                                                           2H2O + O2 

 

II.5.1.3. Glutathions peroxydase (GPX)  

Le glutathion peroxydase permet de limiter la propagation des réactions radicalaires en 

chaine, en réduisant les peroxydes instables en acide gras hydroxylés. Ce système ne fonctionne que 
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si le GSSG formé est continuellement réduit en GSH, ce qui est assuré par la glutathion réductase en 

présence de NADPH. (Fig 10)  (Matés et al, 1999;Fisher et al, 1999; Delattre et al, 

2005 ;Lacolley et al , 2007 ). 

 

 

Figure 12: Principales étapes de production de l’espèce réactive de l'oxygène   (Goudable et 

Favier, 1997). 

II.5.2. Système antioxydant endogène non enzymatique  

Ce groupe de systèmes antioxydants renferme de nombreuses substances endogènes parmi 

lesquelles on peut citer le glutathion, l’acide urique, la bilirubine, l’acide lipoïque et le coenzyme Q. 

 

II.5.2.1. Glutathion  

GSH est un tripeptide (Lγglutamy-l-cystéinyl-glycine) impliqué dans de nombreux 

processus au niveau intracellulaire. Son rôle dans la détoxication de xénobiotique  (Beaudeux  et 

Geneviève, 2011)   et dans la protection des lipides, des protéines et des acides nucléiques contre 

l’oxydation a été bien établi (Stamler et Slivka, 1996).  Le glutathion agit également comme Co-

substrat d’enzymes antioxydants telles que la glutathion peroxydase, glutathion réductase et 

transférase (Ravi et al, 2004).  

 

II.5.2.2. Acide urique  

L’acide urique s’accumule comme produit final de catabolisme des purines, et est présent en 

quantité importante dans le plasma humain avant d’être éliminé par voie rénale (Lacolley et al, 

2007 ; Haleng et al, 2007). 
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II.5.2.3. Bilirubine  

         La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de l’hème et résulte essentiellement du 

catabolisme de l’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales. Ce composé liposoluble est 

capable de piéger les radicaux pyroxyles, l’oxygène singulet et le radical hydroxyle, protégeant 

ainsi l’albumine et les acides gras liés à l’albumine des attaques radicalaires (Algeciras S et 

al ,2007 ; Halliwell et G, 2007). 

 

II.5.2.4. Acide lipoïque  

C’est un antioxydant puissant qui peut régénérer d'autres antioxydants tels que les vitamines C 

et E (David, 2015). Il est capable de piéger le HO
•
, ROO

•
, HOCl

•
 et 

1
O2 (Packer et al, 2001), de 

chélate les métaux lourds, réduire la glycation . Produit en petite quantité par le foie, il se trouve 

également dans certains aliments (la levure, la viande de bœuf, l’épinard, le brocoli…) (Médart, 

2009). 

 

II.5.3. Système antioxydant exogène  

L’organisme possède une seconde ligne de défense « les piégeurs de radicaux libres » qui sont 

des composés pour la plupart apportés par l’alimentation et dont le rôle essentiel est de neutraliser 

les effets toxiques des ERO, limitant ainsi toute atteinte de l’intégrité cellulaire (Kœchlin-

Ramonatxo, 2006). 

 

II.5.3.1. Vitamine E  

La vitamine E fait partie de la famille des tocophérols, cette famille comprend 4 substances (α, 

β, γ, δ), α-tocophérols est la forme la plus active (Cuvelier et al, 2003). Cette vitamine est située 

dans les lipoprotéines et dans les membranes, elle est capable d’une part, de piéger l’oxygène 

singulet en s’oxydant en quinone, et d’autre part, de réagir avec le radical hydroxyle HO
•
. Mais son 

principal rôle biologique est de réagir avec les radicaux pyroxyles ROO
•
 pour former un radical 

tocophérol (Dellatre, 2005). 

 

                              R-OO• +α-TOH                                       R-OOH•+ α-TO• 

 

                              R-O• + α-TOH                                   R-OH•+ α-TO• 

II.5.3.2.Vitamine C  

La vitamine C Appelée aussi l’acide L-ascorbique, c’est un antioxydant hydrosoluble, qui se 

trouve dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire. Elle peut piéger directement l’anion 
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superoxyde O2
•-
, le radical hydroxyle HO

•
, l’oxygène singulet et réduit le peroxyde d’hydrogène en 

eau via l’ascorbate peroxydase   (Evans, 2000;  Ohla et al, 2005). 

 

II.5.3.3.β carotène  

Le β-carotène est capable de piéger les radicaux hydroxyles HO
•
 et peroxydes ROO• et ainsi 

d’inhiber les chaines de peroxydations lipidiques, il neutralise également l’oxygène singulet
1
O2.  

(Evans, 2000;Ohla et al, 2005 ). 

II.6. Polyphénols  

Les poly phénols sont des pigments végétaux dont les propriétés antioxydants, les plus 

importants sont les flavonoïdes (Médart, 2009). Ils sont naturellement capables de piéger l’oxygène 

singulet 
1
O2 et le radical anion superoxyde O2

•-
 en le dismutant en H2O2  (Chen et al, 2003).     

Leur effet protecteur est notamment connu dans le système cardiovasculaire où ils préviennent 

l’oxydation des protéines (Lehucher et al, 2001). 

 

II.6.1. Biosynthèse de polyphénol  

Les voies de biosynthèses des composes phénoliques sont maintenant connues dans leurs 

grandes lignes, La voie de l'acide shikimique et acétique   (Macheix, 2013). 

II.6.1.1. Voie de l'acide shikimique 

Voie du shikimate, est issu du phosphoénol pyruvate (PEP) (produit final de la glycolyse) et 

du D-érythrose-4-phosphate issu de la voie des pentoses phosphates ou du cycle de Calvin via une 

aldolase  (Lacampagne, 2010).   La première étape clé dans la voie de l'acide shikimique est la 

condensation de érythrose-4-phosphate du pentose phosphate, elle conduit à la formation de trois 

acides aminés aromatiques, le tryptophane, la tyrosine et la phénylalanine.   La production de 

composés phénoliques est catalysée par la phénylalanine ammoniac-lyase (PAL),   par lequel. PAL 

est une enzyme clé de la passerelle dans le secondaire voie métabolique menant à la synthèse de 

phénol   (Ghasemzadeh , 2011) . 

II.6.1.2.Voie de  l’acide acétique  

Voie de l’acétate provient essentiellement de la glycolyse où sous l’action de l’acétyle-CoA-

carboxylase, il est transformé en malonyl-CoA  (Lacampagne, 2010),   les esters CoA sont a leur 

tour à l'origine de la plupart des classes de composés phénoliques    (Macheix, 2013). 
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II.6.2. Classification des polyphénols  

On distinguer différentes classes des polyphénols, en se basant d’une part, sur le nombre 

d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base   (Tableau III). 

Tableau III : Principales classes de composés phénoliques   (Macheix,2013) . 

Squelette 

carboné 

Classe  Exemple  Origine  Structure  

C6 Phénol simples Hydroquinone Busserole 

 

C6-C1 Acide 

hydroxybenzoique 

β hydroxybenzoique Epice ,fraise 

 

C6-C3 Acide 

hydroxycinammique 

Acide caféique 

Acide férulique 

Pomme de terre, 

pomme ,citruse 
 

C6-C3-C6 Flavonoides Quercitine Fruit,légumes 

 

Isoflavonoides Cyandine diadzéine Fleure,soja,pois 

 

Anthocyanes Dalphiniol Dalbergia sissoa 

 

C6C2C6 Stilbenes  Resvératol 

Hydrongénol 

Pinosylvine 

Vigne 

 

(C6-C3)2 Lignanes Pinurisinol 

Matairésinol 

Pin 

 

(C6-C3-C6)n Tanins condencé Aesculitanins Marronniere 

d’inde vigne 
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II.6.2.1. Acides phénoliques 

Les acides phénoliques sont des métabolites secondaires présents dans tout le règne végétal 

Ces composés forment un groupe diversifié qui comprend les acides hydroxybenzoïques et 

hydroxycinnamiques(Fig.13) (Ghasemzadeh, 2011). 

 

                        Figure 13 : Structure de l’acide phénolique (Ghasemzadeh, 2011) 

II.6.2.2. Flavonoïdes 

Les flavonoïdes sont des composés polyphénoliques biosynthétisé à partir de la voie des 

phénylpropanoïdes à partir de phénylalanine  (Dornas, et al, 2008; Ghasemzadeh , 2011 ).  Les 

principales sources des flavonoïdes sont les fruits les légumes   (Dornas , 2008).Ils jouent des rôles 

importants dans la croissance, la protection contre les pathogènes.  (Ghasemzadeh, 2011).   Tous 

les flavonoïdes partager le squelette de base C6-C3-C6, composé de deux cycles C6 aromatiques (A 

et B) et un noyau  hétérocyclique (C) qui contient un atome d'oxygène, Ils ont été classés en six 

sous-groupes   (Macheix ,2013) 

1. Flavones (lutéonine, apigénine, tangeritine).  

2. Flavonols(quercétine, kaemférol, myricétine, isorhamnétine, pachypodol). 

3. Flavanones (hesteretin, naringenin, eriodictyol). 

4. Flavan-3-ols: catéchines et épicatéchines. 

5. Isoflavones (génistéine, daidzéine, glyciteine). 

6. Anthocyanidines (cyanidine, delphinidine,malvidine, pélargonidine, peonidine, pétunidine). (Fig 

14)(Ghasemzadeh,2011).
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Figure 14 : Structure chimique de six classes de flavonoïdes. (Ghasemzadeh, 2011) 

II.6.2.3. Tanin  

Les tanins sont présents dans les feuilles, l'écorce, les fruits et les graines de nombreuses 

plantes. Leurs principal fonction est de fournir une protection contre les agents pathogènes 

microbiens, nocifs  (Furlan, 2010).Les tannins ont été classés en fonction de leurs caractéristiques 

structurelles et propriétés chimiques  en deux grandes classes à savoir les tanins condensés et les 

tannins hydrolysable   (Furlan, 2010). 

 

II.6.2.3.1.Tanins Condensés  

Tanins Condensés connus également sous le nom de proanthocyanidine, sont des oligomères 

et polymères de flavonoïdes, en particulier flavan-3-ols (Fig 15) (Shahidi et Naczk, 2006). 

 

 

Figure 15 : Structure de tanins condensés. (Shahidi et Naczk, 2006). 
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II.6.2.3.2.Tanins hydrolysable  

Les tanins hydrolysables  sont des acides galliques glycosylés, sont liés à des molécules de 

sucre. Les poids moléculaires de tanins hydrolysables vont de 500 à 2800 Da ou plus. Sur la base de 

leurs produits d'hydrolyse, les tanins hydrolysables comprennent les gallotannins et les élagitannins. 

(Fig. 16) (Shahidi et Naczk, 2006). 

 

 

               Figure 16:Structure des Tanins hydrolysables. (Shahidi et Naczk,2006) 

II.6.3. Propriétés biologiques des polyphénols  

Les composés phénoliques ont divers activités bénéfiques pour l’organisme humain, à savoir 

des activités anti oxydantes, anti-inflammatoires, antiviraux, antimicrobiennes, et 

anticancéreuses...ect. (Fig. 17) (Massaux, 2012). 

 

Figure 17: Propriétés des polyphénols. (Massaux , 2012). 
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III. Méthodes de caractérisation 

III.1.Méthodes chromatographiques 

La chromatographie est une technique biophysique qui permet la séparation, 

l'identification et la purification des composants d'un mélange  (Coskun, 2016).    Ces 

composants peuvent être purifiés sur la base de leur caractéristiques telles que la taille, la 

forme et la charge totale    (Rouessac, 2004 ;  Coskun ,  2016). 

III.1.2. Différents types de chromatographie  

III.1.2.1. Chromatographie liquide haute performance  

III.1 .2.1. 1. Définition  

La chromatographie liquide haute performance HPLC  (Rouessac, 2004).   C’est une  

méthode d’analyse permettant d’effectuer les contrôles de qualité de manière optimale 

(rapidité, spécificité) (Ganse et al. 2011).     Elle permit de réaliser des analyses qui n'étaient 

pas possible avec les techniques de chromatographie sur couche mince ou en phase gazeuse          

( Algeciras, 2007 ). La chromatographie liquide donne des résultats performants et surtout 

permet de séparer tous les composants d’un mélange d’une plante, sauf les formes insolubles 

(Wastiel et Kosinski, 1998).   Cette méthode est simple, rapide, précise, reproductible,   

fiable mais onéreuse. Elle peut être utilisée pour l’analyse quantitative d’autres principes 

actifs analogues (Ganse et al. 2011). 

III.1.2.1. 2. Principe  

Les composés à séparer (solutés) sont misent en solution dans un solvant. Le mélange 

est introduit dans la phase mobile liquide (éluant). Suivant la nature des molécules,     elles 

interagissent plus ou moins avec la phase stationnaire dans un tube appelé colonne 

chromatographique  (Sherma et Bernard, 2003).      La phase mobile poussée par une pompe 

sous haute pression. Les composés en solution se répartis selon leur affinité entre la phase 

mobile et la phase stationnaire    (Sherma et Bernard, 2003). 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coskun%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28058406
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coskun%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28058406
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III.1.2.1. 3. Appareillage  

Le HPLC est constitué d’un injecteur qui permette l'introduction des analytes dans un 

courant liquide (Algeciras, 2007), d’une ou de deux colonnes  en acier, de petite dimension 

(10 ,50 cm de longueur sur quelques mm de diamètre)   (Wastiel et Kosinski, 1998),   d’une 

phase stationnaire et d’une autre mobile. L’échantillon à analyser est injecté en amont de la 

colonne au moyen d’un injecteur on-line. Le volume d’échantillon est de l’ordre de 1 à 20 µL. 

La sortie de la colonne est directement branchée au détecteur, selon le type d’analyse, on 

utilise un détecteur UV, un détecteur de radioactivité, ou les deux en série .La particularité de 

la CLHP est de faire intervenir des mécanismes d’échange soluté/phase mobile/phase 

stationnaire basés sur les coefficients d’adsorption ou de partage (Fig 16)    (Rouessac, 2004). 

 

Figure 18 : Exemple d’une chromatographie liquide haute performance     (Wastiel et 

Kosinski,1998). 

  

III.1.2.2.Chromatographie sur couche mince CCM  

III.1.2.2.1. Définition  

La chromatographie sur couche mince (CCM) connue  aussi sous le nom de La 

chromatographie planaire est une technique complémentaire de la CLHP.(Rouessac et 

Rouessac, 2004). Bien que la mise en œuvre de ces deux techniques soit différente, le 

principe de la séparation et la nature des phases restent les mêmes. C’est une Méthode 

sensible, de faible coût, pouvant être automatisée, elle est devenue désormais indispensable 

sachant aussi qu’il est possible de mener plusieurs séparations en parallèle.   

(Rouessac .2004). 
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III.1.2.2.2. Principe  

La séparation par chromatographie planaire des constituants de l’échantillon est 

réalisée sur une fine couche (100- 200 mm) de phase stationnaire, généralement à base de gel 

de silice, déposée sur une plaque rectangulaire de verre, de plastique ou d’aluminium, de 

quelques centimètres de côté. Pour maintenir la phase stationnaire sur le support et assurer la 

cohésion des particules, un liant organique est incorporé au cours de la fabrication de la 

plaque. Le principe de la séparation entre phases est semblable à celui de la CLHP,    mais la 

conduite de l’expérience de CCM est différente     (Rouessac, 2004). 

III.1.2.2.3. Appareillage  

L’appareillage actuel permet de maîtriser les trois étapes essentielles : le dépôt de 

l’échantillon, la migration sur la plaque et la mesure de concentration (Rouessac, 2004).      

La phase stationnaire est un absorbant tel que le silicagel ou un support imprégné de cellulose. 

Les supports conventionnels sont des papiers Whatman (cellulose) ou des supports CCM 

(silice) commerciaux (Wastiel  et Kosinski ,1998).    La phase mobile, est constituée d’un 

mélange de deux ou plusieurs solvants, la phase stationnaire avec la zone initiale est placée 

dans la phase mobile à l'intérieur d'une chambre fermée. Les composants du mélange migrent 

à des vitesses différentes (Fig 17)     (Sherma et Bernard, 2003). 

 

Figure 19 : Exemple chromatographie planaire  (Rouessac ,2004). 
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Tableau IV: Quelques méthodes chromatographiques (Berreghioua,2016). 

 

III.2. Méthodes spectrales  

III.2. 1. Différents types des méthodes spectrales  

III.2. 1.1. Spectrophotométrie de masse  

III.2. 1.1.1. Définition  

  La spectrométrie de masse est une technique d’analyse qui permet la 

détermination des masses moléculaires des composés analysés ainsi 

que leur identification et leur quantification (Claude, 2011). 
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III.2. 1.1.2. Appareillages  

  Le spectromètre de masse est constitué d’une source, La source est l’élément du 

spectromètre de masse qui permet l’évaporation et l’ionisation des analytes contenus dans 

l’échantillon. Plusieurs méthodes d’ionisation sont disponibles et leur choix d’utilisation 

dépend des propriétés physicochimiques des molécules à étudier et des renseignements 

désirés (Claude, 2011 ; Patrice et al, 2011).   Il existe plusieurs types de sources 

d’ionisation : Ionisation et fragmentation par impact électronique dont la source comprend un 

filament chauffé qui émet des électrons qui sont accélérés vers une anode.  

  Le faisceau d’électrons entre alors en collision avec les molécules sous forme gazeuse 

présentes dans la source et leur arrache un électron pour former l’ion moléculaire M+ 

(Claude, 2011). Ionisation chimique positive dont la source d’ionisation chimique est souvent 

identique à celle utilisée en impact électronique (source combinée) mais le mécanisme 

d’ionisation est indirect   (Claude, 2011). 

  Ionisation par électro-nébulisation (ESI) qui consiste à pulvériser une solution (une 

phase mobile), à ioniser les espèces qui y sont présentes et à en assurer l’évaporation, On 

applique une différence de potentiel de quelques milliers de volts entre le nébuliseur et une 

contre-électrode en mode positif par exemple, les ions chargés positivement ou négativement 

présents dans l’électrolyte vont migrer et se séparer à l’extrémité du capillaire( Fig 20   )              

( Claude, 2011). 

 

Figure 20 : Principe d’ionisation d’ESI (Rusconi, 2011). 
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III.2. 1.1.3. Analyseurs de masse  

  L’analyseur de masse correspond à la partie du spectromètre de masse qui sépare les 

ions formés dans la source en fonction de leur rapport m/z.il  ya plusieurs types 

d’analyseurs dont on trouve : 

a) l’analyseur utilisant un champ électrique oscillant, le fonctionnement de ce type 

d’analyseurs (filtre quadripolaire, piège à ions) est fondé sur le  d’ions dans un champ 

électrique oscillant. Placé entredeux électrodes, celui-ci se déplace et est accéléré vers  

électrode de signe opposé. Si la polarité de l’électrode est inversée, l’ion se trouvera être 

accéléré dans l’autre direction (Claude M ,2011) 

b) Filtre quadripolaire qui est basé sur l’utilisation de filtres quadripolaires pour trier les 

ions (Fig2 1) (Rouessac, 2004 ; Claude, 2011). 

 

                        Figure 21: Analyseur quadripôle (Rusconi, 2011). 

 

c) piège à ions, sont générés par des électrodes dont la géométrie et la disposition dans 

l’espace diffèrent d’un analyseur à l’autre ( Fig 22 )(Claude, 2011). 
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Figure 22 : Analyseur piège à ions (Rusconi, 2011). 

d) Analyseurs utilisant un champ électrique constant Analyseurs à temps de vol  (« time of 

flight » TOF),   le principe se repose sur la relation entre la masse et la vitesse des ions. 

L’instrument mesure le temps nécessaire aux ions,  ( Rouessac , 2004).    Généralement un 

TOF est associé a  une source MALDI  ( Fig 23) (Claude, 2011) 

 

                 Figure 23:Analyseurs à temps de vol (Rusconi  ,2011). 

III.2. 1.2.Résonance magnétique nucléaire  

  Résonance magnétique nucléaire  est très vite devenue une méthode spectroscopique 

polyvalente irremplaçable dans divers secteurs de la chimie.   La meilleure méthode pour 
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obtenir des renseignements structuraux sur les composés moléculaires.  Utilisée en 

complément des méthodes de spectroscopie optique et de la spectrométrie de masse, La RMN 

a longtemps été considérée comme trop peu sensible pour être adaptée aux analyses 

environnementales. Cette situation est en voie de changer comme en témoigne l’existence de 

techniques couplées de chromatographie liquide ou d’électrophorèse avec la RMN. 

(Rouessac, 2004) 

III.2. 1.2.1.Principe : 

La RMN permet l’étude des composés en solution ou à l’état solide. Elle sert aussi 

bien en analyse quantitative qu’en analyse structurale, mais c’est surtout dans ce dernier 

domaine qu’elle fait preuve de toute sa puissance. Elle permet de préciser la formule 

développée,   la stéréochimie et dans certains cas la conformation du composé étudié.   Elle 

est devenue, pour ces raisons, une des techniques majeures d’étude aussi bien des structures 

moléculaires que des cristaux,   dont on ne saurait se passer   (Rouessac, 2004). 

III.2. 1.2.2.Appareillage : 

La résonance magnétique nucléaire RMN n’est  pas une méthode très sensible,  RMN 

est placé dans un champ magnétique B0,  les noyaux des atomes dont le nombre quantique de 

spin(I) est différent de zéro, ne peuvent prendre qu’un nombre limité d’orientation exactement 

2I+1,  chaque orientation corresponde à une énergie précise,   on montre que la différence d’ 

énergie entre deux niveaux successif  est : (Lynch, 2001). 

 

III.2. 1.3. Spectrométrie infrarouge  

Les techniques spectrométriques les mieux adaptées pour étudier l’eau et les 

principaux constituants des inclusions fluides sont la résonance magnétique nucléaire (RMN) 

et la Spectrométrie infrarouge    (Calas, 1976).     La partie fondamentale d’un spectromètre 

est généralement un dispositif,  donnant, pour une longueur d’onde , et une certaine valeur 

d’un paramètre i, une image réelle (i, λ)  d’un objet fixe Q éclairé par la source S dont on 

cherche B(la luminance b(λ)) ( Fig. 24 ) (CADOT J, 1970). 
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             Figure 24 : Modèle simplifie de Spectrométrie infrarouge   (CADOT, 1970). 

III.2. 1.3.1.Principe  

La spectrométrie infrarouge permet de détecter rapidement la présence des principaux 

constituants des inclusions fluides :  eau, gaz carbonique et matières organique ,ainsi que d’en 

estimer les proportions relatives, elle permet d’autre part d’évaluer l’importance volumétrique 

de ces  inclusions dans le minéral.  Les limites de la méthode sont nombreuses, liées 

principalement à l’absorption intrinsèque de la grande  majorité des minéraux, dont le spectre 

d’absorption peut masquer une grande partie de celui des inclusions  (Calas, 1976). 

III.2. 1.3.2.Appareillage 

Appareillage de  Spectrométrie infrarouge  a été réalisées a la température ambiante, 

les cristaux étant placés sous forme de sections épaisses dans le faisceau,   il ya deux appareils 

(Perkin Elmer 2I et puis d’un Beckman IR9) mesurant la transmission, la diffusion de la 

lumière par les inclusions et les imperfections cristallines (dislocations, cassures).    il a 

souvent été nécessaire de compenser le faisceau référence de l’appareil afin de d’éviter 

l’absorption due a l’humidité et au gaz carbonique atmosphérique,   il a été nécessaire de 

purger l’appareil avec un courant d’azote desséché  (Calas, 1976). 
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II. Matériel et méthodes 

II.1.Préparation du matériel végétal 

II.1.1. Récolte 

Les feuilles et l’écorce de F. angustifolia ont été récoltées au mois de juin et octobre de 

l’année 2017 respectivement,  dans un milieu isolé et loin de toute pollution, situé dans la forêt 

d’Azru n Bechar, commune d’Amizour, localisée au Sud-est de la ville de Bejaia. Les échantillons 

de feuilles et d’écorce  ont été nettoyés puis séchés à une température ambiante dans un endroit aéré 

et ombragé afin d’assurer une meilleure conservation des différents composés. 

 

II.1.2.Broyage et tamisage  

Les feuilles et l’écorce séchée sont été broyées à l’aide d’un broyeur électrique jusqu’à 

l’obtention d’une poudre fine. Les poudres obtenues ont été tamisées à l’aide d’un tamis de 

125μmpuis de 63μm afin de récupérer une poudre de granulométrie inférieure à 63μm. 

II.2.Extraction  

Le protocole d’extraction utilisé dans cette étude est celui décrit par   Chiang et al, (1994)  avec 

quelques modifications. 

II.2.1. Procédure 

La poudre d’écorce de Fraxinus angustifolia  a été macéré dans de l’éthanol pure avec un rapport de 

(1g / 4ml) sous agitation et à l’ombre dans des ballons scellés convenablement pendant 24 heures. 

Le mélange est ensuite transféré dans des éprouvettes à décantation pendant 24 heures. Le 

surnageant a été récupéré, puis séché sous la hôte à température ambiante jusqu'à stabilisation du 

poids. 

Le taux d’extraction de chaque étape est calculé comme suit : 

                                           (%) = [(P1- P0)/E] 100 

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

P0 : Poids vide du cristallisoir ou la boite de pétri (g). 

E : poids de la poudre ou de l’extrait sec de la phase précédente (g). 

II.3. Screening chimique 

II.3.1. Dosage des phénols totaux  

II.3.1.1. Principe  

Le réactif est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (H
3
PW

12
O

40
) et d’acide 

phosphomolybdique (H
3
PM

12
O

40
). Il est réduit, lors de l’oxydation des phénols, en un mélange 

d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène (Ribéreau-Gayon, 1968). La coloration produite, dont 
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l’absorption maximum est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle à la quantité de 

polyphénols présents dans les extraits végétaux. 

II.3.1.2. Procédure expérimentale 

Le dosage des phénols totaux a été réalisé selon le protocole de Kahkonen et al., 1999). Les 

phénols totaux des deux extraits éthanolique (feuilles et écorces) ont été quantifiés, selon la 

procédure décrite dans la figure suivante : 

 

Figure25: Procédure expérimentale de dosage des phénols totaux dans les extraits éthanoliques de 

feuilles et d’écorces de F. angustifolia (Kahkonen et al., 1999). 

Les tests ont été répétés trois fois contre un blanc, ou la solution d’extrait a été remplacée par du 

méthanol pour l’extrait éthanolique,  la courbe d’étalonnage (Annexe01) a été réalisée dans les 

mêmes conditions opératoires en utilisant l’acide gallique à différentes concentrations. Les résultats 

sont exprimés en milligramme équivalent acide gallique par gramme d’extrait sec (mg Eq.GA./g 

d’extrait). 

II.3.2. Dosage des flavonoïdes  

II.3.2.1. Principe  

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé par colorimétrie selon le protocole de Maksimovic 

et al.,(2005), le principe est basé sur la formation d’un complexe à une coloration jaunâtre très 

stable entre le chlorure d’aluminium (AlCl3) et les groupements hydroxydes OH des flavonoïdes.  

II.3.2.2. Procédure expérimentale 

La teneur en flavonoïdes des deux extraits éthanolique  a été quantifiée comme illustré dans la 

figure 26 

 

Figure 26: Procédure expérimentale de dosage des flavonoïdes dans les extraits éthanoliques de 

feuilles et écorces de F. angustifolia (Maksimovic et al. 2005). 
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La concentration des flavonoïdes dans les deux extraits a été calculée à partir de la courbe 

d’étalonnage (Annexe 02) établie dans les mêmes démarches expérimentales par différentes 

concentrations de la rutine. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent rutine par 

gramme d’extrait sec (mg Eq.Rut./g d’extrait). 

II.3.3. Dosage des tanins  

II.3.3.1. Principe 

Le dosage des tannins a été réalisé selon le protocole de Hagerman et Butler, (1978). Le 

principe de cette méthode consiste à faire précipiter Sérum  Albumine Bovin (BSA) par les tannins 

présents dans l’extrait. La teneur du précipité en complexe tannins-protéines a été déterminée par 

spectrophotométrie, après hydrolyse alcaline (SDS/TEA) et réaction de l’hydrolysat avec le 

chlorure ferrique qui favorise l’apparition d’une couleur violette. 

 

II.3.3.1.Procédure expérimentale 

Le taux des tanins présents dans les deux extraits ethanolique de feuilles et écorces de F. 

angustifolia a été quantifié par la procédure décrite dans la figure 27 ci-dessous : 

 

Figure 27: Procédure expérimentale de dosage des tanins dans les extraits éthanoliques  de feuilles 

et d’écorces de F. angustifolia  (Hagerman et Butler, 1978). 

 

La courbe d’étalonnage (Annexe 3) a été réalisée en utilisant l’acide tannique comme référence. 

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide tannique par gramme de l’extrait sec 

(mg Eq AT/g d’extrait). 
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II.4. Evaluation de l’activité anti-radicalaire 

II.4.1. Test de DPPH 

II.4.1.1. Principe 

 

Pour étudier l’activité anti-radicalaire, nous avons opté pour la méthode décrite par Sanchez 

–Moreno, (2006). Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) est un radical stable de couleur 

violette absorbe à 517 nm. Le principe se base sur la réduction d’une solution alcoolique de l’espèce 

radicalaire stable DPPH•, en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogène (AH) aboutit à la 

formation d’une forme non-radicalaire, le DPPHH (Fig.28). Cette réduction est suivie par la mesure 

de la diminution de son absorbance à 515 nm en présence d’un antioxydant. 



Figure28: Réaction de réduction du DPPH (Talbi et al., 2015) 

 

II.4.1.2.Procédure expérimentale 

1900 μl de la solution du DPPH (0,04 g/ml) ont été ajouté à 100μl de chaque extrait à différente 

concentration (0,06 ; 0,12 ; 0,25 ; 0,5 ; 0 ,7 mg/ml), contre un blanc. La lecture est faite à 517nm, à chaque 

5minutes  pendantes 30 minutes, l’acide ascorbique a été utilisé comme standard à différentes concentrations 

: 0,06, 0,12, 0,25, 0,5, 0,7mg/ml. Les IC50 ainsi que Le pourcentage d’inhibition est calculé comme 

suit : I(%) = [A1-A2/A2] x 100 

A1 : absorbance sans extrait. 

A2 : absorbance avec de l'extrait  
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II.4.2. Test de l’ABTS 

II.4.2.1. Principe 

Le radical ABTS°+ (l’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) est stable 

sous sa forme libre. L’addition d’un antioxydant à une solution de ce radical cation entraîne sa 

réduction et une diminution de l’absorbance (Fig.29).   Cette diminution dépend de la quantité des 

antioxydants présents dans le milieu (Mansour et al., 2011). 

 

 

Figure29: Réaction de réduction d’ABTS (MARC et al., 2004). 

 

II.4.2.1. Procédure expérimentale 

Le cation ABTS°+ est généré en mélangeant 7 mM de sel ABTS avec 2,45 mM de persulfate 

de potassium dans 25 ml d'eau distillée suivi d’une incubation de 16h à température ambiante. La 

solution radicalaire ABTS°+ est diluée par l’éthanol pour obtenir une absorbance de 0,7 ± 0,2 à 734 

nm. 

10ul d’extrait de différentes concentrations ont été ajoutés à 1ml de la solution radicalaire 

ABTS°+.et les standrds (acides gallique, acide Tannique, acide caféiques, quercétine, catéchine). Le 

mélange est incubé à l’abri de la lumière. L’absorbance du milieu réactionnel a été mesurée à 434 

nm. 

La capacité anti radicalaire et les IC50 ont été déterminées selon l’équation suivante : 
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II.5. Evaluation de l’activité antioxydante 

II.5.1. Activitéantioxydant contre le monoxyde d’azote. 

II.5.1. Principe 

Le radical monoxyde d’azote est généré dans les tissus biologiques par l'oxyde nitrique 

spécifique synthéases, qui métabolise l'arginine en citrulline formation de NO via une réaction 

d'oxydation à cinq électrons (Marletta, 1989;Moncada et al. , 1989;David, 1999; Virginia et al., 

2003; Ghafourifar et Cadenas., 2005).L'activité de piégeage de l'oxyde nitrique peut être mesurée 

par la réaction de GRIESS décrite par Green et al.,(1982) in Nuralam et al., 2013). 

II.5.2. Procédure expérimentale 

 L’activité contre le monoxyde d'azote est étudiée selon la méthode décrite par Niki et al, 

(2005). Le mélange réactionnel contient 4 ml de nitropruside de sodium (10 mM), 1 ml d'une 

solution saline du tampon phosphate (10 mM à pH 7,4) et 1 ml de l'extrait, le mélange a été 

incubé pendant  2 h à 25
o
C. Après l’incubation0,5 ml de réactif de griess  a été ajoutée à 0,5 ml de 

mélange réactionnel, le mélange a été incubé à l'abri de la lumière pendant 30 minutes. 

L'absorbance est mesurée à 535 nm contre un blanc (Nuralam et al., 2013).Les IC50  et le 

pourcentage d'inhibition de l’extrait des feuilles et de l’écorces comparée à l’acide ascorbique est 

calculé par la formule suivante: 

I(%) = [A1-A2/A2] x 100 

A1 : absorbance sans extrait. 

A2 : absorbance avec de l'extrait  

II.5.2. Activité antioxydant contre le radical superoxyde  

II.5.2.1. Principe 

Cet essai évalue la capacité d’un produit à capter un radical libre, l’anion superoxyde O2
·.
Ce 

radical est généré in vitro par le système hypoxanthine/xanthine oxydase. Dans cette méthode, le 

radical réduit le NBT2+ (Nitro-Blue Tétrazolium) de couleur jaune, en bleu de formazan de couleur 

pourpre qui absorbe à 560 nm. Ainsi un composé antioxydant capable de capter l’anion superoxyde 

empêchera la formation du bleu de formazan et la solution  restera jaune. Les absorbances obtenues 

permettent de calculer un pourcentage d’inhibition de la  réduction du NBT2+ par rapport à un 

témoin constitué du milieu réactionnel dépourvu de composé antioxydant. On peut ensuite tracer 

une courbe représentant le logarithme du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration 

de composé testé, et déterminer la CI50 (concentration inhibant 50% de l’activité) du composé 

(Parejo et al., 2002). 

 

 



Partie expérimentales                                                                              Matériel et méthodes 

 
 

 
44 

II.5.2.2. Procédure expérimentale 

Un mélange de tampon phosphate 50 mM (pH 7,5) contenant de l'EDTA (Ethylene diamine 

tetra acetic) (0,05 mM), hypo xanthine (0,2 mM), 63 uL NBT (Nitro-Blue Tétrazolium) (1mM), 63 

uL de l'extrait éthanolique, et 63 uL xanthine oxydase (1,2U/µL). La xanthine oxydase a été ajoutée 

en dernier. Le taux de réduction du NBT a été déterminé après la lecture de l’absorbance à 560 nm 

(Parejo et al., 2002). 

II.6.Caractérisation des extraits des feuilles et d’écorce 

II.6.1. Analyses chromatographiques  

II.6.1.1. Chromatographie sur couche mince(CCM). 

II.6.1.1.1. Principe 

La chromatographie sur couche mince est une technique analytique simple utilisée dans le 

but de séparer différents constituants d’un mélange complexe en se basant sur les phénomènes 

d’adsorption et de partage. Des plaques du gel de silice (60 GF254) ont été utilisées pour analyser 

l’extrait éthanolique des  feuilles et d’écorces de Fraxinus angustifolia à une concentration de 

25mg/ml (Fig.30).  

 

Figure 30 : préparation des plaques de CCM. 

 

II.6.1.1.2. Procédure expérimentale 

Les deux échantillons et les dix standards : acide gallique, a. tanique, a. caféique, quercétine 

,catéchine, Rutine, a. ascorbique , a. olélanolique,  a. Cinnamique ( 25mg/ml), ont été déposés sur 

les plaques de silicagel, les plaques ont été introduites par la suite dans la chambre de migration 
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préalablement saturée par la phase mobile. Après développement, les plaques ont été séchées à 

l’aide d’un sèche-cheveux et observées à la lampe UV à 254 et 366 nm. Les rapports frontaux ont 

été calculés et comparés à ceux des témoins permettant ainsi   il’ identification des constituants des 

deux extraits. 

Rf = d /D 

d : Distance parcourue par la substance ;    

D : Distance parcourue par le solvant  

  

II.6.1.2. Chromatographie Gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

II.6.1.2.1. Principe 

La Chromatographie en phase gazeuse est une Chromatographie "gaz-liquide"(Coskun,2016) 

L’analyse débute à l’instant où on introduit une très petite quantité de l’échantillon, sous forme 

liquide ou gazeuse, dans l’injecteur, qui a la double fonction de le porter à l’état de vapeur et de 

l’amener dans le flux gazeux en tête de la colonne. Celle-ci se présente comme un tube de faible 

section enroulé sur lui-même, de 1 à plus de 100 m de longueur suivant les cas et contenant la phase 

stationnaire. (Rouessac  , 2004). 

II.6.1.2.2. Procédure expérimentale 

Les analyses GC/MS ont été effectuées sur un appareil CGMS Shimadzu QP2010 de type EI 

70ev quadriopole muni d’un détecteur masse couplé du type thermo trace GC 2000, équipé d’une 

colonne de colonne OVI 70I (25m) (5 % méthylphénylpolysiloxane), de (30 m x 0.25 mm i.d. 

épaisseur de film 0.25 µm).  la température de four étant programmées de 40°C (3 min), puis à une 

vitesse de 3°C lorsque la température atteint 250°C. Les paramètres MS étant : - Température de 

trappe d’ions : 200°C - Rapport split : 1 :10 - Potentiel d’ionisation : 70 ev - Bande de scans : 40-

400 u - Temps de scan : 5s - Résolution : 1000  

Les composants des extraits de feuilles et de l'écorce ont été identifiés.  

II.7. Analyse statistique 

Les résultats ont été exprimés en moyenne ± écart-type (SD). Les données expérimentales ont été 

analysées à l'aide de Graph Pad Prism 5.3 Software. L'analyse de variance (ANOVA) a été utilisée. 

La valeur trouvée par le calcul du  t  peut affirmer que les populations sont différentes avec un 

risque d’erreur p tel que : 

p > 0,05 = la différence n’est pas significative ns ; 

0,05 > p > 0,01 = différence significative* ; 

0,05 > p > 0,001 = différence hautement significative**; 

p < 0,001 = différence très hautement significative***. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coskun%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28058406
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III.1. Taux d’extraction 

Les taux d’extraction à partir des feuilles et de l’écorce de Fraxinus angustifolia ont été 

calculés par rapport à la poudre initiale pour les extraits éthanoliques. Les résultats obtenus 

montrent des rendements de 9,82 % pour les feuilles et de 7,4 % pour l’écorce, et les taux 

d’humidité sont de 7% pour les feuilles et 5% pour l’écorce (Tableau v), 

Les taux d’extraction des composés phénoliques dépendent de  type du solvant, le rapport 

solide-liquide, la granulométrie de la poudre végétale, la température et le pH du milieu etc. 

(Narzck et Shahidi, 2006). 

Cependant, pour extraire le maximum de composé, nous avons utilisé une poudre très 

fine d’un diamètre inférieur à 63μm et cela pour augmenter la surface d’échange entre le 

solvant et la poudre (Jayakumar et al., 2009). 

Tableau V :le pourcentages de rendements et humiditié du l’extraits Feuilles et écorces de 

Fraxinus angustifolia. 

Extraits Rendement% Humidité% 

Feuilles 9,82 9,33 

Ecorces 7,4 7,45 

 

 

D’après les résultats obtenus on remarque que le taux d’extraction des polyphenols de 

l’extrait ethanolique des feuilles est supérieur a celui de l’écorce, cela peut être expliquer par 

le faite que la nature des composés actifs existants dans les feuilles et l’écorce est differente, 

ou leur proportion pour les deux partie soit différente, il a été démontré par des travaux 

menées par Kukic et ses collaborateurs, (2006) que les polyphénols ne se distribuent pas 

d’une façon équitable dans les différentes parties de la plante 

 

III.2. Dosage des composés phénoliques 

Les composés phénoliques des extraits éthanoliques de Fraxinus angustifolia à savoir 

les phénols totaux, les flavonoïdes et les tanins ont été estimés par des méthodes de dosages 

colorimétriques. La méthode de Folin-Ciocalteu est choisie pour la détermination du taux des 

polyphénols totaux des extraits de plantes selon le protocole de Djeridane et ses 

collaborateurs, (2010). Cette méthode a été choisie pour les raisons suivantes ; (I) c’est une 
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méthode qui satisfait aux critères de faisabilité et de reproductibilité, (II) la disponibilité du 

réactif de Folin et la méthode qui est bien standardisée, (III) la longueur d'onde (765nm) 

d'absorption du chromophore permet de minimiser les interférences avec la matrice 

d'échantillon qui est souvent coloré, (IV) c’est un test largement pratiqué dans les laboratoires 

de recherche d’antioxydants alimentaires à travers le monde La teneur en flavonoïde a été 

évaluée selon la méthode décrite par Maksimovic et al.,(2005), Tandis que la teneur en 

tannins a été évaluée selon le protocole de … Hagerman et Butler, et ses collaborateurs, 

(1978) 

Les résultats des différents dosages montrent que les teneurs en flavonoïdes et tannins de 

l’extrait des feuilles sont significativement (P <0,05) plus élevée par rapport à celle 

enregistrées au niveau de l’écorce. Par contre les teneurs en polyphenols totaux sont plus 

élevées au niveau de l’extrait d’écorce que celui des feuilles (Tableau VI ; Fig 31.) 

TableauVI :Latenure des composée phénoliques de polyphénoles dans l’extraites Feuilles et 

écorces du Fraxinus angustifolia; 

Extraits Phénols totaux (mg 

Eq.AG. / mg E) 

Flavonoïdes (mg 

Eq.Rut. / mg E) 

 Tanins (mgEq.AG. mgE)  

    

Feuilles 24,45  37  22,19 

 

 

       

Ecorces 27,34  11,77  19,75  

 

mg Eq.AG./mg E : milligramme Equivalent Acide gallique par milligramme d’extrait, mg 

Eq.Rut./ mg E : milligramme Equivalent Rutine par milligramme d’extrait, mg Eq.AT./ mg 

E : milligramme Equivalent Acide Tannique par milligramme d’extrait. Les valeurs sont 

exprimées en moyenne ± écart-type. Les données expérimentales ont été analysées en utilisant 

le Logiciel GraphPad Prism 5.3. Analyse de la variance (ANOVA) a été utilisé, suivi du test 

de Dunnett. Les résultats ont été considérés comme statistiquement significatifs à * P <0,05, 

hautement significatf à ** P < 0,01, et très hautement significatif à  *** P <0,001 
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Figure 31: Teneurs en polyphénols totaux, Flavonoides et tannins des extraits des feuilles et 

d’écorce de Fraxinus angustifolia. Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart-type. Les 

données expérimentales ont été analysées en utilisant le Logiciel GraphPad Prism 5.3. 

Analyse de la variance (ANOVA) a été utilisé, suivi du test de Dunnett. Les résultats ont été 

considérés comme statistiquement significatifs à * P <0,05, hautement significatf à ** P < 

0,01, et très hautement significatif à  *** P <0,001 

La teneur en phénols totaux obtenue pour les deux extraits présentent les valeurs 

suivantes (27,34 mg Eq.AG. /mg d’extrait ; 24,45 mg Eq.AG. /mg d’extrait) pour les feuilles 

et l’écorce respectivement. Les résultats de dosage des flavonoïdes dans les deux extraits 

feuilles et écorce de Fraxinus angustifolia présentent les teneurs suivantes (37 mg Eq Rut./mg 

d’extrait ; 11,77 mg Eq. Rut. /mg d’extrait) pour l’extrait des feuilles et d’écorce. les teneurs 

en tannins presentent les valeurs suivantes (22,19 mg Eq.AT./mg d’extrait ; 19,75 mg 

Eq.AT./mg d’extrait). 

Des résultats semblables ont été obtenus dans des études antérieures (Athmena et al., 

2009). Chez la même famille de la plante, un taux de polyphénols plus élevé (95,56 ± 1,50 mg 

Eqcat/g extrait) a été retrouvé chez le genre Fraxinus americana (Owen et Johns, 1999). 

le genre Fraxinus est connu pour être une source riche en flavones et flavonols qui sont des 

dérivés de quercetine et kaempferol (Kostova et Iossifova, 2006). Par contre, la différence 

entre les taux obtenus au niveau des feuilles et de l’écorce sont dus à la différences des 

fonctions physiologiques des parties de la plante (Kähkönen et al., 1999). 
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III.3. Evaluation de l’activité anti radicalaire 

III.3.1. Evaluation de l’activité anti DPPH 

Les résultats de l’activité anti-radicalaire exprimés en pourcentage (Fig32), révèlent 

que deux extraits testés ainsi que l’acide ascorbique sont des piégeurs de radical DPPH par 

excellence. L’extrait des feuilles présente le pourcentage le plus élevé (80%) à une 

concentration de 0,7 mg/ml, suivie par l’acide ascorbique (70%) et l’extrait d’écorce (65%). 

Les résultats de l’acide ascorbique et de l’extrait de l’écorce ne présente pas une différence 

significatif (P<0,05). L’activité anti-radicalaire de l’ L’extrait des feuilles présente des valeurs 

significativement plus élevées que l’extrait d’écorce. 

Les antioxydants réduisent le diphényle picryl hydrazyl ayant une couleur violette en 

un composé jaune, le diphényle picryl hydrazyl, dont l’intensité de la couleur est inversement 

proportionnelle à la capacité des antioxydants. 

 

 

Figure 32: Activite anti-radicalaire des extraits du de feuilles ET l’écorce de Fraxines 

angustifolia  et l’ acide ascorbiques.  Les résultats ont été exprimés en moyennes ± écart-type 

. Les données expérimentales ont été analysées en utilisant le Logiciel Graph Pad Prism 5.3. 

Analyse de la variance (ANOVA) a été utilisé, suivi du test de Dunnett. Les résultats ont été 

considérés comme statistiquement significatifs à * P <0,05, hautement significatf à ** P < 

0,01, et très hautement significatif à  *** P <0,001 

 

L’activité antioxydante des extraits pourrait être liée à la richesse de la plante en 

polyphénols (Athamena et al., 2009). Selon Turkmen et ses collaborateurs, (2007) les 

polyphénols semblent être des donateurs efficaces d'hydrogène d’où le pouvoir de piéger le 

radical DPPH. Il a été démontré que les Phénols sont des constituants très importants en 
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raison de leur capacité de piéger les radicaux libres en raison de leurs groupes hydroxyles 

(Hatano et al., 1989). 

Il est bien connu que les radicaux libres sont à l'origine de plusieurs maladies comme 

les troubles neuro-dégénératifs, cardio-vasculaires et auto-immuns (Sen et  Samanta ,2015). 

Des études antérieures ont montré que les extraits éthanoliques de l'écorce de F. angustifolia 

sont riches en composés phénoliques capables de capter les radicaux libres néfastes pour 

l’organisme, tels que, le superoxyde (O2
-
) responsable de la peroxydation lipidique (Athmani 

et al., 2009). L’existence d’une corrélation positive entre l'activité antioxydant et la teneur en 

polyphénols confirme le rôle majeur de ses composés dans la réduction des radicaux libres. 

 

Tableau VII : les pourcentages de rendements et humidité du l’extraits Feuilles et écorces de 

Fraxinus angustifolia. 

 

                                                           30  min 

mg/ml 0,7 0,5 0,25 0,12 0,06 

Acide ascorbique 

µg/ml 

77,85 68,43 52,56 43,65 37,41 

Ecorces µg/ml 71,43 58,42 41,08 29,84 23,28 

Feuilles µg/ml 85,68 72,12 55,52 47,68 42,41 

 

Les résultats ont été exprimés en moyennes ± écart-type. Les données expérimentales ont été 

analysées en utilisant le Logiciel Graph Pad Prism 5.3. Analyse de la variance (ANOVA) a 

été utilisé, suivi du test de Dunnett. Les résultats ont été considérés comme statistiquement 

significatifs à * P <0,05, hautement significatf à ** P < 0,01, et très hautement significatif à 

 *** P <0,001. 
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Figure 33 : Pourcentages d’inhibition de radicale DPPH en fonction des concentrations 

 

III.3.2.  Effet scavenger contre le monoxyde d’azote 

Le monoxyde d’azote (NO•) est un radical très réactif et un effecteur biologique 

important. Beaucoup de cellules produisent ce radical à partir d’arginine et d’oxygène dans 

une réaction catalysée par la NO-synthase. Selon les conditions de l’environnement, ce radical 

peut générer d’autres espèces radicalaires : à titre d’exemple, le NO•, à forte concentration, 

devient délétère pour les cellules, notamment en réagissant avec le radical superoxyde (•O2
–
) 

pour former un puissant oxydant, le peroxynitrite (ONOO–) (Dröge, 2002). De ce fait, la 

capacité du piégeage de ces radicaux par les différents extraits de F. angustifolia a été testée 

D’après les résultats présentés dans le tableau (VIII), on remarque que les extraits de 

feuilles et de l’écorce de F. angustifolia ont exhibé de puissants effets scavenger contre le 

NO•. On comparant les deux extraits, on remarque que, l’extrait des feuilles a montré 

l’activité scavenging la plus élevée (CI50= 0,25), par rapport à celui de l’écorce (CI50=0,01). 

Il reste que la quercetine exhibe le meilleur effet suivie de l’acide cafeique pui de l’extrait des 

feuilles puis l’acide gallique et l’extrait de l’ecorce et finalement l’acide tannique. 

Une étude menée par Nagmoti et ses collaborateurs, (2012), il a été démontré que les 

extraits méthanolique et aqueux de graines de Pithecellobium dulce (1000 μg/ml) ont exhibé 

un effet scavenger contre le monoxyde d’azote avec des pourcentages d’inhibitions de 52,97 

et 49,89%, respectivement, qui sont loin d'être comparables aux pourcentages montrés par le 

présent travail 
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Figure 34: Pourcentage d’inhibition de monoxydes d’azote par  des extraits feuilles et 

d’écorce de Fraxinus angustifolia et de la acides tannique ,acide gallique,quercetine et acide 

cafeaique .Les résultats ont été exprimés en moyennes ± écart-type pour des tests in vitro . 

III.3.3.  Effet scavenger de radical superoxyde 

La capacité des deux extraits des feuilles et d’écorce de Fraxinus angustifolia a 

différentes concentrations de piéger le radical superoxyde a été déterminé selon la procédure 

développée par Robak et Gryglewski, (1998). Les résultats ont montré que tous les 

concentrations des extraits de plante et de l’acides ascorbique exhibent un effet scavenger  

contre le radical superoxyde de manière dose-dépendante (Fig 36). En effet, l’extrait des 

feuilles montre un meilleur effet avec un pourcentage (%  et IC50 de 0,106 ± 0,003 mg/mL) 

suivie de celui de l’écorce (% et IC50 de 0.09± 0.012mg/mL) puis de l’acide ascorbique (% et  

IC50 de 0,59 ±  0.026). 



                                                                                    Resultants et discussion 
 

 

53 

Ac id e  a s c o r b iq u e F e u ille s E c o r c e

0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

l 'in h ib itio n  d e  l'a n io n  s u p e ro x y d e

p
o

u
r
c

e
n

ta
g

e
 d

'i
n

h
ib

it
io

n 0 ,0 6  m g /m l

0 ,1 2  m g /m l

0 ,2 5  m g /m l

0 ,5  m g /m l

0 ,7  m g /m l

Figure 35: Pourcentage d’inhibition d’anions superoxyde désmutases par  des extraits feuilles 

et d’écorce de Fraxinus angustifolia et de la vitamine C Les résultats ont été exprimés en 

moyennes ± écart-type pour des tests in vitro . Les données expérimentales ont été analysées 

en utilisant le Logiciel GraphPad Prism 5.3. Analyse de la variance (ANOVA) a été utilisé, 

suivi du test de Dunnett. Les resultats ont été considérés comme statistiquement significatifs à 

* P <0,05, hautement significatf à ** P < 0,01, et très hautement significatif à  *** P <0,001 

Ce puissant effet inhibiteur peut être attribué à La présence des polyphénols , flavonoïdes et 

des tanins  dans l’extrait (Abdullahi et al., 2012). Donc, l’effet inhibiteur élevé de l’extrait 

par rapport à celui de des la molécule de référence est dû à leur richesse en composés 

phénoliques. 

Cos et ses collaborateurs, (1998) ont déterminé la relation entre la structure chimique des 

polyphénoles  flavonoïdes et tanins et leurs activités inhibitrices de la XO. 

Les propriétés antioxydantes des composés phénoliques sont directement liées à leurs 

structures. La présence des groupements hydroxyles et des doubles liaisons carbone-carbone 

dans certaines positions améliore leur effet scavenger (Dugas et al., 2000; Balan et al., 2014). 

Des études ont montrés que si les valeurs de IC50 pour l’effet scavenger  de O2•- sont 

inférieures à celles d’acide ascorbiques , cela indique que les extraits ont un effet inhibiteur de 

l’activité de la XO supplémentaire sur le radical O2
•- 

(Valentao et al., 2002) . 

 

III.3.4.  Effet scavenger de radical ABTS 

Ce test est basé sur le mécanisme d’oxydoréduction de l’ABTS ; l’obtention du radical 

cation résulte du contact de l’ABTS avec une enzyme de peroxydation (peroxydase 

metmyoglobine) en présence de H2O2 où d’un oxydant (dioxyde de manganèse ou persulfate 

de potassium). Le radical ABTS•+, en contact avec un donneur de H•, conduit à l’ABTS+ et à 

la décoloration de la solution (Gavin et al, 2004). 

https://genome.cshlp.org/search?author1=Gavin+E.+Crooks&sortspec=date&submit=Submit
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En analysant les résultats de la figure 19, on constate que l’extrait de feuilles a exhibé 

un puissant effet scavengers contre ce radical. 

 

Figure 36: Activité antiradicalaire (ABTS) Les résultats ont été exprimés en moyennes ± 

écart-. Les données expérimentales ont été analysées en utilisant le Logiciel Graph Pad Prism 

5.3. Analyse de la variance (ANOVA) a été utilisé, suivi du test de Dunnett. Les resultats ont 

été considérés comme statistiquement significatifs à * P <0,05, hautement significatf à ** P < 

0,01, et très hautement significatif à  *** P <0,001 

Les résultats ne présentent aucune différence significative entre les molécules de 

références étudiées. L’activité antiradicalaire diffère considérablement entre les extraits des 

feuilles et celui de l’écorce, toutefois les feuilles possède une activité antiradicalaire plus 

importante 55,92% que l’écorce qui est de l’ordre de 40,05%. 

Les résultats obtenus dans cette étude sont en accord avec les travaux décrits par 

Shukla et ses collaborateurs, (2012) qui, en utilisant le même protocole expérimental, ont 

rapporté que l’extrait aqueux de feuilles de Stevia rebaudiana (Asteraceae), à 100 μg/ml, a 

montré un taux d’inhibition de ce radical de 64%, avec une CI50 de 100,86 μg/ml, loin d’être 

comparable à l’effet de l’acide ascorbique qui a présenté une valeur CI50 de 36,69 μg/ml. 

Plusieurs études réalisées sur les propriétés biologiques des extraits de plantes ont 

rapportées l’implication des flavonoïdes dans la neutralisation des anions superoxydes 

(Benhamou et al., 2008 ; Kumar et al., 2010). 

III.4. Analyse chromatographique 

III.4.1. Chromatographie sur couche mince 

La chromatographie sur couche mince (CCM) repose principalement sur des 

phénomènes d'adsorption : la phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants, qui 
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progresse le long d'une phase stationnaire fixée sur une plaque de verre ou sur une feuille 

semi-rigide de matière plastique ou d’aluminium. Après que l'échantillon ait été déposé sur la 

phase stationnaire, les substances migrent à une vitesse qui dépend de leur nature et de celle 

du solvant. Généralement, en chromatographie sur couche mince, les substances de faible 

polarité migrent plus rapidement que les composants polaires. Les Résultats de l’analyse 

chromatographique (CCM) des dix  standards et deux extraits feuilles ,écorces de Fraxinus 

angustifolia à 366  et 255nm . 

 

 

Figure 37 :A ,B Chromathogramme de extraites feuilles et écorces de fraxonus angustifolia     

comparée a Cinque standardantioxydants(A,B)  sur CCM a long d’ondes de 255 nm. 

 

Figure 38 :A,B Chromathogramme de extraites feuilles et écorces de Fraxinus angustifolia     

comparée à Cinque standard antioxydants(A,B) sur CCM a la longueur d’ondes de 366nm. 

 

Plusieurs travaux ont été réalisés sur les plantes médicinales dont la présente étude qui est 

consacrée à la recherche d’éventuels effets antioxydant des deux extraits feuilles et écorces de 

Fraxinus angustifolia. D’après ces résultats on constate a la longueur d’ondes 255 nm  les 

fractions de l’extrait des feuilles et celui de l’écorce migrent au même niveau que la catechine 
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l’acide linoléique, l’acide cinnamique et la rutine, cela affirme la présence de ses composés 

dans l’éxtrait de fauilles et d’écorce de Fraxinus angustifolia. 

En plus de ses composés on remarque à la longueur d’onde de 366nm, la présence de l’acide 

cinnamique, l’acide nicotinique, acide ascorbique, acide gallique, et la quercétine dans 

l’éxtrait de feuilles, et l’acides nicotinique ,acides ascorbique ,quercetine acides gallique et 

acide caféique dans l’extrait de l’écorce, les composés cités ont été déjà identifiés dans les 

feuilles de Fraxinus angustifolia (Medjahed et al., 2016 ; Athmena et al., 2009) 

III.4.2. CG-MS 

L’analyse chimique des extraits Fraxinus angustifolia  a été réalisée par chromatographie en 

phase gazeuse couplée de spectrométrie de masse de marque Perkin Elmer 600 dans les 

conditions opératoires suivantes : 

Une colonne Rtx-VMS (60m de long, 250μm de diamètre). 

Le gaz vecteur est l’Hélium. 

Un débit de 1ml/ min. 

ne température de 70°C pendant 1 min, rampe de 3°C jusqu’à 160°C, pendant 1 min, rampe 

2°C/min jusqu’à 230°C pendant 5 min. 

La température de l’injecteur est de 230°C. 

0,2 μl de l’extrait à analyser injectée à l’aide d’une seringue spéciale. 

III.4.3. Résultats CG-MS : 

Nos résultats montrent également que les principaux composée bioactive présente dans 

Fraxinus angustifolia sont détectés dans l’extraits feuilles et écorces. Il est largement connu 

que la matrice alimentaire peut avoir un impact critique sur la biodisponibilité des 

polyphénols il est plausible que d'autres constituants présents dans l'extrait de Fraxinus tels 

que les polyphénoles  , Flavonoïdes et Tannins. Nous ne pouvons pas rejeter non plus que les 

autres constituants de l'extrait peuvent contribuer aux avantages métaboliques de F 

angustifolia. Ces questions nécessitent une étude plus approfondie et indiquent un éventuel 

effet prébiotique de l'extrait de Fraxinus. 
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Figure 39. (A,B,C) Chromatogramme CG-MS de l'extrait de Feuilles et écorces de Fraxinus 

angustifolia Vahl utilisé dans l'étude. 
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Tableau IX.A,B Composés identifiés dans l'extrait de Fraxinus angustifolia utilisé dans cette 

étude. 

 Nom Area % 
1 2-(2’,4’,4’,6’,6’,8’,8’-Heptamethyltetrasiloxan-2’-yloxy)-

2,4,4,6,6,8,8,10,10-nonamethylcyclopentasiloxane 
58613 

2 Butanoic acid,anhydride 66568 
3 Benzeneethanol,4-hydroxy- 153669 
4 2-(2’,4’,4’,6’,6’,8’,8’-Heptamethyltetrasiloxan-2’-yloxy)-

2,4,4,6,6,8,8,10,10-nonamethylcyclopentasiloxane 
45251 
 

5 1,3-propanediol,2-(hydroxymethyl)-2-nitro- 372485 
6 1,6-anhydro-beta-D-glucopyranose(levoglucosan) 149703 
7 2-(2’,4’,4’,6’,6’,8’,8’-Heptamethyltetrasiloxan-2’-yloxy)-

2,4,4,6,6,8,8,10,10-nonamethylcyclopentasiloxane 
35832 
 

8 Tetradecanoic acid,12-methyl-,methyl ester,(s)- 44363 
9 4-((1E)-3-Hydroxy-1-propenyl)-2-methoxyphenol 110888 
10 3,6-Dipropyl-2,5-dimethylpyrazine 43006 
11 13-Docosenoic acid,methyl ester,(Z)- 93630 
12 Phtalic acid,isobutyl isoporoyl ester 43731 
13 3-isopropoxy-1,1,1,7,7,7-hexamethyl-3,5,5-

tris(trimethylsiloxy)tetrasiloxane 
33753 

14 6,7-Dimethoxy-1,4-dihydro-2,3-quinoxalinedione 221738 
15 3,6-Dioxa-2,4,5,7-tetrasilaoctane,2,2,4,4,5 ,5,7,7-octamethyl- 36702 
16 4,5-Dimethoxy-2-ethoxy-1-(2-propenyl)benzene 151073 
17 Ferruginol 45082 
18 Phenol,4,4’-(1-methylethylidene)bis- 527727 
19 1,2-benzenedicarboxylic acid,mono(2-ethylhexyl)ester 3643877 

 

Tableau IX.,B Composés identifiés dans l'extrait de Fraxinus angustifolia utilisé dans cette 

étude. 

1 Trisiloxane,1,1,1,5,5,5-hexamethyl-3,3-bis[(trimethylsilyl)oxy] 112766 

2 Butane,2-iodo-3-methyl- 82507 
3 Benzeneethanol,4-hydroxy- 31012 
4 3-isopropoxy-1,1,1,7,7,7-hexamethyl-3,5,5-

tris(trimethylsiloxy)tetrasiloxane 
32116 

5 2-(2’,4’,4’,6’,6’,8’,8’,heptamethyltetrasiloxan-2’-yloxy)-2,4,4,6,6,8,8,10-
nonamethylcyclopentasiloxane 

25778 
 

6 Tridecanoic acid,methyl ester,(Z)- 67336 
7 16-heptadecenal 82741 
8 1,2-Benzenedicarboxylic acid,mono(2-ethylhexyl)ester 97407 
  4292080 
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La recherche scientifique actuelle s’oriente vers la phytothérapie ; en effet, les plantes médicinales 

possèdent des métabolites secondaires, ces derniers sont doués de plusieurs activités biologiques, telles que 

les activités antioxydants et anti-hémolytiques. Fraxinus angustifolia est une plante largement utilisée dans 

la pharmacopée traditionnelle pour le traitement de diverses maladies grâce à ses activités biologiques. 

Dans le but de poursuivre les recherches effectuées sur la capacité des extraits de feuilles et l’écorce du 

Fraxinus angustifulia à piéger les différents radicaux libres, on a évalué l’activité antioxydants d’un 

nouveau radical, a savoir les deux extraits de feuilles et l’écorce de la plante étudiée. 

Dans le présent travail, l’effet pharmacologique de deux extraits de F. angustifolia a été mis en évidence par 

la réalisation d’une étude phytochimiques et l’évaluation de l’activité antioxydant, à différentes 

concentrations. 

La quantification des composés phénoliques dans ces extraits de fraxinus angustifolia a révélé la présence de 

polyphénoles ( phénols totaux, tannins et flavonoïdes), sachant que des teneurs du tannins et flavonoïdes 

plus élevées ont été obtenues dans l’extrait éthanolique du feuilles par rapport à l’écorces, et de phénols 

totaux dans l’écorces, plus élevé que l’feuilles ,Les principales méthodes d’évaluation du potentiel 

antioxydant des plantes médicinales ont été examinées et regroupées selon leurs principes. 

Le test DPPH+ (2,2 DiPhenyle-1-Picryl-Hydrazyle) est basé sure la mesure de la capacité de piégeage de 

radicaux à l’aide de radical stable DPPH. Le test ABTS (2,2-azinobis 3-ethyl-benzothyazoline 6-sulphonate) 

est basé sur neutralisation d’un radical cationique ABTS
. +

. Le piégeage du radical superoxyde (O2
.-
) et  

l’anion superoxyde a est évalué la capacité du l’extraits à capter ces radical libre.et ces testes montrée que 

 f. angustifolia a une bonne activité antioxydants, le pouvoir réducteur de la plantes et l’activité 

antiradicalaire de l’extrait de feuilles et écorces de F.angustifolia. révèlent que l’extraits Feuilles ont des 

fortes teneurs en Flavoides ,Tannis (37mg/ml; 22,19mg/ ml ) que  les écorces (11,17mg/ml; 19,75mg/ ml ) 

respectivements  et  Les polyphénols totaux est montrant l’augementation dans l’ecorces  (27,34mg/ml ) que 

feuilles (24,45mg/ml )  , et un pouvoir réducteur les radiceaux libre effecaces a la doses élevé (0,7mg/ml).la 

doses dépendanent IC50 de DPPH (0,10) a Feuilles et (0,08) a l’écorces,acides ascorbiques (0,2) et ABTS 

(0,12) Feuilles (0,26) écorces par apports a acide tannique,acides gallique ,quaféaique et quercetine que a 

une IC50 de (0,05   ;    0,02  ;     0,06    ;      0,2) réspictivements . 

Le IC50 de monoxides d’azotes feuilles (0, 16); (0, 18) écorces et cafeaique ,tannique, acdes gallique et 

quercetine (0,13   ;  0,13   ;  0,13  ;  0,18) respictivement. Activité antioxidant superoxide d’anions donnée 

l’IC50 swivantes de Feuilles,écorces et l’acides ascorbique respictivement (0,1    ;     0,59      ;   0,09).  

L’analyses de chromatographie sur couche mince montrée que fraxinuus angustifolia possèdes prisque tous 

les acides antioxydantes et sa donnée a la plante un fort pourcentage d’inhibition. par ailleurs l’analyses de 

chromatographic sur couches minces premetes la determination  la richasses  des antioxydantes dans  cette 
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plantes , et la chromatographie de phases gessoes(CPG) precesie la composition chimiques  qui permetes 

l’inhibition des radicaux libres. 

D’apprée cet recherché laboratoire ont montrée que fraxinus angustifolia est une plantes d’une très 

imporantes activité biologique a la peaige des radiceux libres .conquences a le taux élvès des antioxydantes . 

Est tans que les antioxydants ont un rôle bénéfique pour la santé grâce à la protection contre les 

vieillissements, réduisent les risques de cancers et de maladies cardio-vasculaires.ils doits intésse sur 

l’importances  de fraxinus angustifolia a ces activité thérapeutique et aussi réalisees d’autres études 

comparables  pour décovrée d’autre activité couratifes en futures , poure donnée des médicament naturelles 

sans effets secondaires aux temps de augmentation et la diversité des maladie actuailles . 
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 Annexe I : Courbe d’étalonnage pour dosage des phénols totaux 

      

 

 

Annexe II : Courbe d’étalonnage pour dosage des flavonoïdes 

 

y = 0,030x + 0,137
R² = 0,991

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1

0 5 10 15 20 25 30

ab
so

rb
an

ce
s 

7
6

5
 n

m

Concentration de l'acide gallique  (ug /ml)

polyphénoles

polyphénoles

y = 0,018x + 0,184
R² = 0,992

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0 5 10 15 20 25 30

ab
so

rb
an

ce
s 

a 
4

3
0

 n
m

Concentration de la rutine (ug/ml)

flavonoide

flavonoide



                                                                                      Annexes 
 

 

Annexe III : Courbe d’étalonnage pour dosage des tanins 
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Résumé: 

Fraxinus angustifolia est une plante médicinale appartenant à la famille des Oléacées, Lꞌobjectif de ce 

travail est d’évaluer l’activité antioxydant. Le dosage des composés phénoliques des extraits 

éthanoliques de feuilles et de l’écorce de F. angustifolia, révèle que la teneur en flavoides et Tannis 

(37 mg/g; 22,19 mg/g) pour les extraits de feuilles est plus élevée que  celui de l’écorce (11,17 mg/g; 

19,75mg/ ml) respectivement, tandis que la teneur en polyphénols totaux est plus élevée pour l’extrait 

d’écorce (27,34mg/g) que celui des feuilles (24,45 mg/g). L’activité anti-oxydante est évaluée contre 

les radicaux libres ABTS, DPPH, NO et O2-, en comparant leurs IC50 à des standartes  antioxydants, 

les résultats obtenus révèlent que l’extrait de feuilles possède la meilleur pouvoir réducteur contre le 

radical DPPH, ABTS, NO etO2
-
en comparant aux les acides antioxydants. Et les d’IC50 conférmie ces 

résultats. Pour les IC50, a l’extrait de feuilles et de l’écorces, encore une fois l’extrait de feuilles 

représente le meilleurs effet inhibiteur….l’analyse chromatographique par chromatographie sur 

couche mince et chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse, a permet 

l’identification de plusieurs molécules actives pour l’extrait de feuilles et celui de l’écorce.  

Mots clés: Fraxinus angustifolia, ABTS, DPPH, Polyphénole, activité antioxidant, CG-MS. 

Abstract 

Fraxinus angustifolia is a medicinal plant belonging to the Oleaceae family, the objective of this work 

is to evaluate the antioxidant activity. The determination of phenolic compounds in ethanolic extract 

leaf and bark, revealed that flavonoid and Tannis content (37 mg /g , 22.19 mg /g) for leaf extracts was 

higher than bark (11.17 mg /g, 19.75 mg /g) respectively, while total polyphenol content is higher for 

bark extract (27.34 mg/g) than leaf extract (24. 45 mg /g). The anti-oxidant activity is evaluated 

against the free radicals ABTS, DPPH, NO and O2, by comparing their IC50 with those of ascorbic 

acid, tannic acid, and quercetin, the results obtained reveal that the leaf extract possesses the best 

reducing power against the radical DPPH, by comparing with the extract of the bark and ascorbic acid 

(IC50 DPPH 0.10 mg /g , 0.08 mg /g, 0.2 mg /g, leaves, bark and ascorbic acid respectively). For the 

ABTS radical (IC50, 0.12 mg /g for the leaf extract and 0.26 mg /g for that of the bark), again the leaf 

extract represents the best inhibiting effect.... Chromatographic analysis by thin layer chromatography 

and gas chromatography coupled with mass spectrometry, has allowed the identification of several 

active molecules for the leaf and the bark extract. 

Key words: Fraxinus angustifolia, ABTS, DPPH, Polyphenols, antioxidant activity, CG-MS. 

  

: يهخص

F. angustifolia نعائهت تعٕد انطبٛت ْٙ يٍ انُباتاث Oeleacea ، ٍنُبتتل نلأكسذة انًضاد انُشاط تقٛٛى ْٕ انعًم ْذا انٓذف ي .

 َشاطٓى تقٛٛى ٔكذنك ،F. Angustifolia حاءلٔ أٔراق يٍ الاٚثإَل يستخهصاث يٍ انفُٕٛنٛت انًزكباث تحذٚذ عهٗ عًهُا ٔٚستُذ

ABTS، DPPH، NO، 1Oاندذٔر انحزة  بحضٕر ، انًختبز نلأكسذة فٙ انًضادة
2

 أسانٛب استخذاو عهٗ انذراستٔتعتًذ . 

 .F يٍ انًزكباث انفُٕٛنٛت فصمتى .نلأكسذة انًضادة انعٕايم نتحذٚذ (CCM ٔ GPC-SM )انًزكبت انكزٔياتٕخزافٛت

Angustifolia ،( انتاٍَٛ ، ٔانفلافَٕٕٚذ انكهٙ انبٕنٛفُٕٛل). يحتٕٖ  أٌ كشفحٛث Flavoidesٔ Tannis  ٗانتزتٛب فٙ انقشزة عه 

 فٙ انبٕنٛفُٕٛل يدًٕع ٔ ،عهٗ انتٕانٙ (غ/يػ7519,. غ /يػ1711،17, ) أكبز يٍ يحتٕاِ فٙ انٕرقت  ، (غ/يػ22،19 ٔ  غ/يػ37)

عُذ اندزعت  َشاطٓا تأخذ نلأكسذة انًضادة أيا اندزعاث(. غ/يػ4524, )انذ٘ ٔراق الأ يٍ كًٛتّ فٙ(غ/يػ3427, )أكبز قشزة ال

 DPP ٔABTS .L’anione نم IC50ْٔذا يأكذتّ َتائدُا نم  ,،ٔفعانٛت انًستخهصٍٛ يزتبطت بانتزاكٛش (غ/ يػ0.7)انعانٛت 

superoxydes  . ٔكذانكmonoxyde d’azotes . ،ااستخذاو ْذِ انُتائح تعشس انقاعذة انعهًٛت ٔتبزر فأٌٔفٙ انختاو 

F.Angustifolia ٔكذا قذرتٓا انًضادة نلأكسذة, فٙ انعلاج انتقهٛذ٘ ٔانٕقاٚت يٍ الأيزاض انًتعهقت باالاكسذة  .
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