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Résumé :
Le stress oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’espéces réactifs de 1'oxygéne
(EOR) et les défenses antioxydantes de I’organisme. Celui ci est impliqué dans un grand nombre de
phénomenes pathologiques .
La connaissance et I’'usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de 1’étre humain,
grace aux thérapeutiques qu’elles procurent. Dans ce contexte nous avons tenté d’analyser et d'évaluer
l'activité antioxydante des extraits méthanoliques et aqueux préparés a partir de 1’écorce de Quercus
ilex,
L’analyse quantitative des polyphénols totaux et de flavonoide en adoptant la méthode de Folin-
Ciocalteu et de trichlorure d’aluminium révéle la présence de quantités importantes de polyphénols
et de flavonoides dans I’extrait méthanolique (536pg EAG/mg d’extrait et 24.96ug EQ/mg d’extrait)
en comparaison avec 1’extrait aqueux (776pug EAG/mg d’extrait et 4.11ugEQ/mg d’extrait)
De méme, L’évaluation de I’activité antioxydante vis-a-vis du radical DPPH, montre que I’extrait
méthanolique posséde un pouvoir antiradicalaire puissant (IC50 = 7pg/ml) supérieur a celui de
I’extrait aqueux IC50 = 12ug/ml) et de 1’acide ascorbique (IC50= 68ug/ml).
D’aprés les résultats obtenus dans ce travail, on peut dire que 1'écorce de quercus il possédent une
activité antioxydante considérable qui est localisée principalement dans 1’extrait méthanoliques et qui
est attribué a sa richesse en polyphénols et flavonoides.

Mots clés : Espéces oxygénées réactives (EOR), Stress oxydatif, composés phénoliques, activité
antioxydantes.

Abstract :
Oxidative stress is defined as an imbalance between the production of reactive oxygen species (ROS)
and the antioxidant network. This stress is involved in many pathological phenomenons or in many
diseases.
The Knowledge and use of medicinal plants are a real heritage of human beings, owing to therapeutic
that it provide. In this context we tried to analyze and estimate the antioxidant activity of the
methanolic and aqueous extracts prepared by the bark of quercus ilex.
Quantitative analysis of total polyphenols and flavonoids, The methods used are the Folin - Ciocalteu
and the aluminum trichloride reveals the presence of significant amounts of polyphenols and
flavonoids in the methanolic extracte (536ug EAG/mg extract and 24.96ugEQ/mg extract) in
comparison with the aqueous extract (776pug EAG/mg extract and 4.11ugEQ/mg extract)
Of the same, the evaluation of the antioxidant activity towards the DPPH radical shows that the
methanolic extract has a powerful antiradical power (IC50 = 7ug/ml) superior than that of extract
aqueous IC50 = 12pg/ml) and of ascorbic acid (IC50= 68pg/ml).
We can say from the obtained data in the present study that the bark of quercus ilex have a
considerable antioxidant activity, which is concentrated mainly in the methanolic extracts and which
attributed to its richness in polyphenols and flavonoids.

Key words: Reactive Oxygen Species (ROS), oxidative stress, phenolic compounds, antioxidant
activity,
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Liste des abréviations

ABs : absorbance

AGPI : acides gras polyinsaturés
Cu-SOD : SOD a cuivre

DPPH : 1,1diphényl-2-pécrylhydrazyl
EAG : équivalent acide gallique
ECso : concentration efficaces a 50%
EOR : espéces réactives de I’oxygéne
EQ : équivalent de quercitrine
Fe-SOD : SOD ferreux

GP : glutathion peroxydase

GSH-Px : glutathion peroxydase
GSS : glutathion réduit

GSSH : glutathion oxydé

H202 : peroxyde d'hydrogéne

HOCI : acide hypochloride

ICsp : concentration inhibitrice & 50%

LDL : lipoprotéines de faible densité
MDA : malondialdehyde

Mn-SOD : SOD a manganese
MPO : méthyloperoxydase

OH- : radical hydroxyl
ONOO-e : peroxynitrite

O2 : dioxygene

02- : anion superoxyde

Re : alkyles

RL : radicaux libres

RO- : alkoxyles

ROO- : peroxyles

RO-2 : radical peroxyle
SOD :superoxyde dismutase
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Introduction

Introduction :

L’oxygene est indispensable a la vie. En effet, c’est cette molécule qui permet I’apport
d’énergie a I’€tre humain par son réle d’accepteur final d’électron au sein de la

mitochondrie. Pourtant, elle est fortement impliquée dans I’initiation du stress oxydant qui,
bien qu’il soit utile a I’organisme, peut étre délétere et entrainer des pathologies variées dans
certaines situations. En effet, ce paradoxe de I’oxygene entraine la formation de radicaux

libres trés réactifs, qui sont regroupés sous le terme d’Especes Réactives de 1’Oxygene

(ERO).

Le stress oxydant est 1i¢é a de nombreuses pathologies, par exemple 1’athérosclérose, les
cancers, le diabéte de type 2, les maladies neurodégénératives et rhumatismales. C’est pour
cela que la recherche sur les antioxydants dans les plantes s’est beaucoup développée ces
dernieres années, afin de permettre de trouver les meilleurs antioxydants possibles dans

I’espoir de protéger notre santé et méme guérir ces différentes maladies.

Un grand nombre de plantes aromatiques, médicinales, des plantes épices et autres possedent
des propriétés biologiques trés intéressantes qui trouvent application dans divers domaines en
savoir en meédecine, pharmacie, cosmétologie et agriculture. Cependant, 1’évaluation des
propriétés phytothérapeutiques comme antioxydante demeure une tache intéressante et utile,.
Quercus ilex L connue sous le nom vernaculaire (chéne vert) est une plante médicinale

largement utilisée en médecine traditionnel et comme condiment alimentaire.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dont le but essentiel est la recherche de molécules a
effet antioxydant dans 1’écorce de Quercus ilex L . Pour cela nous nous sommes fixés les

objectifs suivants :
» Préparation des extraits méthanolique et aqueux de 1’écorce de la plante Quercus ilex.

» Evaluation de la teneur en polyphénols totaux, et en flavonoides des extraits aqueux et

méthanolique de Quercus ilex

* Evaluation de I’activité antioxydanet des extraits aqueux et méthanolique de Quercus ilex par

les tests de DPPH.
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CHAPITRE | : synthése bibliographique

1.1.1. STRESS OXYDANT CELLULAIRE

Des molécules prooxydantes appelées radicaux libres ou espéces réactives de 1’oxygene
(ERO) sont produites quotidiennement dans 1’organisme. Ces derniéres sont cependant
controlées par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque 1’équilibre est rompu en
faveur des radicaux libres. Toutefois, une production excessive de ces molécules réactives ou
une insuffisance des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance

oxydant/antioxydant (Cristophe, P et Cristophe S., 2011).

antioxidants

xidants

Figure 01 .Déséquilibre de la balance entre antioxydants et pro-oxydants.

Ce desequilibre peut avoir diverses origines, telle que 1’exposition aux radiations ionisantes
(exposition importante au soleil, radioactivité artificielle ou naturelle), la pollution, le
contact avec certains pesticides et solvants, la consommation de tabac et d’alcool, la prise de
certains médicaments, la pratique du sport intensif et tout processus susceptible de
surcharger les réactions de détoxication heépatique, notamment une perte de poids

importante (Papazian et Roch., 2008) .
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1.1.1. Les radicaux libres

D’apres Goudable et Favier(1997), un radical libre est une espece chimique, molécule, ou
simple atome, capable d'avoir une existence indépendante en contenant un ou plusieurs
électrons célibataires (électron non apparié sur une orbitale). Cela lui confére une grande

réactivité et donc une demi-vie tres courte.

En effet, ce radical libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron

pour devenir plus stable, il va donc se réduire en oxydant un autre composé (Marfak, 2003).

Les radicaux libres les plus courants possédent un seul électron célibataire. 1ls peuvent étre
formés depuis une espéce radicalaire qui subit une réaction d’oxydoréduction. 1l y a alors

perte ou gain d’¢électron.

1.1.2 Les espéces oxygéneées réactives (EOR)

Les EOR sont majoritairement produits au sein de 2 sites cellulaires : d'une part la

mitochondrie et d'autre part la membrane plasmique.

Les EOR peuvent étre générés au niveau de la chaine mitochondriale, plus précisément au
niveau de la membrane mitochondriale interne. La mitochondrie est un organite essentiel
dans le métabolisme de I'oxygene. Le métabolisme de la chaine mitochondriale consiste en
une succession de transferts d’électrons catalysée par des enzymes permettant la production
d’énergie sous forme d’ATP a partir de I’oxygene O,. En cas de métabolisme incomplet ou
de défaillance, certains EOR peuvent étre produits et traverser la membrane mitochondriale.
Du fait de l'activité importante de la chaine respiratoire, la production mitochondriale de
EOR est supérieure a celle provenant de la NADPH oxydase. Dans des conditions
normales, on estime que 80% des EOR sont produites par la chaine mitochondriale
(Leverve,2009).
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1.1.2 Les principales espéces oxygénées réactives (EOR)

Les différentes especes réactives de 1’oxygeéne sont le radical superoxyde, perhydroxyle,

hydroxyle, peroxyle, alkoxyle (Rochet, 2008) .

1.1.3.1 Le radical anion superoxydeQze-

L’anion superoxyde est généré par différents systémes enzymatiques notamment des
oxydases (e.g., NADPH oxydase dans la membrane lipidique et cytochrome oxydase dans la
chaine respiratoire mitochondriale). Cette réaction se fait grace au transfert d’un électron du

cofacteur enzymatique a I’oxygene.
Oxydase
O; +e- ————— Q2—

La durée de vie du radical O2+— ainsi créé est trés courte du fait de sa forte réactivité. Il va

ainsi interagir rapidement avec son environnement direct (molécules de solvant). L’anion
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superoxyde est un souvent désigné comme une des especes permettant la production de

nombreuses autres especes réactives de 1’oxygene.

1.1.3.2 Le peroxyde d'hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogéne (H202) se forme par la dismutation spontanée ou enzymatique du
radical superoxyde (Palyu, 1994), La dismutation enzymatique est catalysée principalement

par la superoxyde dismutase (SOD)
20 +2HF @ —— 02 +H:20:2
1.1.3.3 Le radical hydroxyle «OH

Le radical hydroxyle est trés toxique, il provient de la réaction trés lente entre Oze- et H202.
H202 + 02+ H* — OH + O2 + H20

Le radical hydroxyle peut également provenir de la réduction du peroxyde d’hydrogéne par
un métal de transition comme par exemple 1’ion ferreux. Cette réaction est appelée la

réaction de Fenton.
H202 + Fe?" — +OH + OH + Fe*"

Le radical hydryle représente ’EOR la plus reactive et la plus toxique, sa durée de vie étant
extrémement courte de I’ordre de 10-9s. Le radical hydroxyle réagit de maniére non
spécifique avec son environnement (comme 1I’ADN ou les protéines), il intervient donc
comme un initiateur de la peroxydation lipidique ayant comme résultat la dégradation de la

membrane lipidique.
1.1.3.4 Les radicaux alkyles Re, alkoxyles RO¢ et peroxyles ROOe

L’oxydation de la membrane cellulaire par le radical hydroxyle conduit a la formation
des radicaux peroxyles ROOe-. La dégradation de ces derniers suivant la réaction de

Fenton conduit a la formation de radicaux alkoxyles hautement réactifs.

ROOH + Fe* — RO+ + OH + Fes'



CHAPITRE | : synthése bibliographique

1.1.4 Stress oxydantet ses conséquences biologiques

Les Espéces Réactives de 1’Oxygene réagissent avec de nombreuses molécules, ce qui
entraine certaines modifications de ces derniéres. Elles perdent alors leur activité au sein de la

cellule et cela a un impact sur le fonctionnement cellulaire physiologique.

Les principales cibles des EOR sont I’ADN, les protéines et les lipides.

. [ Mn®
e T o O, oSS Meétaux de transition
REr s +3 +2
| \Y/ \Dismutation spontanée (Fe™, (':u )
‘ | + et/ou enzymatique RS —\_‘{ dRe'du.ction
' H,O -— e métaux
| ONOO" 22 O,
| @~ +“"Roo - room _ F¢ )
HOCI st -1
: ' : RO’
. i | T T TR =
l . ' . ' Proteines (dégradation,
ADN (modification

Lipides (peroxydation,
perte des acides gras) | .

¥

fragmentation, peroxydation,
modification, inactivation)

|
| des bases, cassures)

Figure 03:Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les EOR(Kohen
et Nyska, 2002).

1.1.4.1 Acides nucléiques

Les EOR, et plus spécifiqguement le radical hydroxyle, peuvent provoquer des dégats au
niveau des acides nucléiques ; des cassures, des mutations ou endommager le processus
de réparation de I’ADN. De plus, les EOR peuvent induire des modifications au niveau
de la transcription ou de la traduction de I’ADN et ainsi aboutir a la formation de
protéines altérées. Ces modifications peuvent étre a 1’origine de phénomeénes mutagenes

ou d’un vieillissement accéléré.

Ainsi les radicaux libres ont notamment la capacité de pouvoir oxyder les bases
nucléiques. La guanine est la base la plus touchée par ce phénomeéne et les dérivés
oxydés les plus générés sont la 8-hydroxyguanine et la 2,6-diamino-4-hydroxy-
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5formamidopyrimidine(Valko et al., 2006). La plupart des bases oxydées seront
éliminées par le mécanisme de répartition de I’ADN par excision de base, c'est-a-dire

par élimination de la base, suivie d’un clivage du désoxyribose.

H
HN N O% N N B N._20
B - g Lo o8 |
NS NS
HaNT N7 H.N" N7 R H?_N/I\\N NH,

Guanine 8-hydroxyguanine 2,6-diamino-4-hydroxy-
5-formamidopyridine

Figure 04. Oxydation de la guanine par les radicaux libres

1.1.4.2 Les protéines

Les EOR peuvent oxyder les protéines et les acides aminés permettant la formation de
produits carbonylés ou hydroxylés. Ces modifications vont entrainer une altération des
protéines et ainsi modifier les systémes enzymatiques associés en les activant ou en les
inactivant. Les acides aminés soufrés ainsi que les basiques et les aromatiques sont les

plus sensibles a ces oxydations qui peuvent s’effectuer selon 3 types.

e Par fragmentation des protéines et formation de produits carbonylés impliqués
dans les maladies liées a un dysfonctionnement des neurotransmetteurs dans

I’organisme. C’est le cas notamment dans 1’épilepsie.

e Par réaction lors de la peroxydation lipidique ce qui provoque I’accumulation de

lipoprotéines notamment a I’origine du développement des plaques d’athérome.

e Par réaction de glyco-oxydation pouvant se manifester par une augmentation de la

glycémie en cas de diabéte.
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Figure 05. Oxydation de la sérine

1.1.4.3 Les lipides

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont la cible privilégiée des EOR en raison de leurs
hydrogenes bis allyliques facilement oxydables. Comme ces derniers sont les lipides
majeurs des membranes cellulaires et des lipoprotéines, on comprend leurs vulnérabilités
particulieres. Les produits d’oxydation formés peuvent participer en tant que second
messager a la régulation de fonctions métaboliques, de I’expression des geénes et de la
prolifération cellulaire. lls peuvent aussi, et surtout, se comporter comme des substances
toxiques responsables des dysfonctionnements et d’altérations cellulaires (perte d’acides
gras polyinsaturés, diminution de la fluidité membranaire, modification de I’activité des
enzymes et des récepteurs membranaires, libération du matériel & partir du compartiment
subcellulaire)(Beckman et Ames, 1998). La peroxydation lipidique, se déroule en trois

phases suivantes :

a) I’initiation: I’attaque par un radical OHe du groupement méthyléne présent entre deux
doubles liaisons d’acide gras polyinsaturés produit un radical carboné Re (OHe enleve
un atome d’hydrogéne du CH2 puis les doubles liaisons subissent un réarrangement
moléculaire conduisant a la formation de diénes conjugués), en présence d’Oz2 le radical

carboné est transformé en radical peroxyle RO+2 (Martinez-Cayuela, 1995).

b) la propagation: le radical RO«2 enléve un hydrogéne a un nouvel AGPI voisin qui a

10
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son tour produira un radical Re puis un radical ROe2, une réaction en chaine s’installe.
En présence de métaux de transitions, les hydroperoxydes formés peuvent subir un
clivage au niveau des liaisons C-C pour donner naissance a divers produits de
décompositions ; le malondialdehyde (MDA) et le 4-hydroxynonéal représentant les

produits les plus toxiques de la peroxydation lipidique (Martinez-Cayuela, 1995).

c) la terminaison : cette phase consiste & former des composés stables issus de la
rencontre entre deux especes radicalaires ou le plus souvent par la réaction d’un radical

avec une molécule antioxydante dite ‘briseur de chaine (Khohen et Nyska., 2002).
1.1.5 Implications pathologiques des EOR

la plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'age, car le
vieillissement diminue les défenses antioxydants et augmente la production

mitochondriale de radicaux.(Favier, 2003).

Le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies comme le
cancer, syndrome de détresse respiratoire aigue, cedéme pulmonaire, vieillissement

accéléré...ect (Donnet, 2001).
1.1.6 les antioxydants

Un antioxydant est une espéce chimique plus ou moins complexe diminuant le stress
oxydant au sein de ’organisme. Un antioxydant peut donc : prévenir la synthése de
radicaux libres en inhibant I’initiation des chaines réactionnelles ou désactiver directement

les EOR.

L’organisme posseéde des systémes endogeénes dédiés a cette action protectrice. Cependant,
cette ligne de défense est facilement saturée. De nombreux antioxydants exogenes sont
également présents dans l’alimentation apportant un soutien significatif dans la lutte
antioxydante. ils se trouvent dans les fruits (pommes, poires, fruits rouges...), les Iégumes
(brocoli, oignon...), les boissons (café, thé, vin...) ainsi que dans les épices, le cacao ou
encore les ceréales. Ces antioxydants sont surtout connus pour leur capacité a réagir

directement avec les radicaux libres en les « neutralisant » par réaction de réduction. Les

11
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antioxydants peuvent étre classés selon leurs modes d’actions : systémes enzymatiques, et

non enzymatique.
1.1.6.1 Systéeme Enzymatiques

Pour faire face a ces attaques, les organismes ont développé des systémes d’action
antioxydante qui visent :

1. a éliminer les espéces réactives de 1’oxygene et les catalyseurs de leur formation.

2. a induire la synthése des antioxydants.

3. & augmenter I’activité des systémes de réparation et d’¢limination des molécules
endommagees. Trois types d’enzymes antioxydantes sont mis en ceuvre pour la destruction

des espéces réactives de 1’oxygéne comme illustre la figure.

o “@®

NADPH oxydase ﬂ H, Os
Xanthine o:yd‘o '
> /_\ °T°°
(

NO-synthase NO- NO-,

Scavengecsy

Figure 07. Action des antioxydants au cours du métabolisme des dérivés réactifs de

I’oxygene.

1.1.6.1.1. La catalase

C’est une enzyme que l’on retrouve principalement au sein des peroxysomes, dans les
hépatocytes, les érythrocytes et les cellules rénales. Elle catalyse la dismutation de peroxyde
d’hydrogene en oxygene et en eau.

2 H202— 2 H20 + O2
Cette enzyme est constituée de quatre chaines polypeptides, comportant chacune un
atome de Fer sous forme ferrique (Fes+). Ces derniers constituent les sites actifs de

cette enzyme. Le mécanisme de dismutation du peroxyde d’hydrogene est le suivant :

12
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H202 + Fe(ll1)-E —H20 +O=Fe(1V)-E H202 +
O=Fe(IV)-E — Oz + Fe(llI)-E +H20

Sa vitesse de réaction est uniquement dépendante de la vitesse limite avec laquelle les
molécules parviennent au site actif de I'enzyme ce qui en fait une des enzymes les plus

efficaces connues.

1.1.6.1.2. La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GSH-Px) est une enzyme a sélénium ayant la propriété de pouvoir
catalyser la réduction des hydroxyperoxydes. Elle se retrouve dans les liquides
extracellulaires ainsi que dans les cellules, au sein du cytosol et des mitochondries. Elle est
constituée de 4 sous-unités contenant chacune un atome de sélénium. Il existe 5 isoformes de

cette enzyme variant suivant leur localisation dans 1’organisme.

Cette enzyme constitue la voie majeure de dégradation des hydroperoxydes. Cette fonction
antioxydante est d’autant plus importante qu’elle joue un role essentiel avec les
superoxydes dismutases et la vitamine E. Elle va donc assurer 1’équilibre intra et

extracellulaire de la balance pro-/antioxdyants.

Son activité principale est de permettre I’oxydation du glutathion par réaction de
dimérisation avec la formation d’un pont disulfure. Cette réaction conduit a la géneration

de Hz pouvant réduire les espéces environnantes.

COOH (0]
HNJ\/\/H )l\N/\ COOH
CoOoOH , O ; 5 1 H
AN
HN™ >y N~ ~COOH ?
0 H S. 0
SH HOOC ﬁ \l ' NH
i v e i
H
0 COOH
Glutathion forme réduite Glutathion forme oxydée

GSSG

Figure 08.Réaction de dimérisation du glutathion
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1.1.6.1.3. La superoxyde dismutase

Les superoxydes dismutases sont des métalloenzymes (ce sont des enzymes utilisant des
métaux comme cofacteurs). Il s’agit d’une des premicres lignes de défense contre les ERO.

Leur cible privilégiée est I’anion superoxyde (Oz2¢-) qu’elle transforme en peroxyde

d’hydrogéne (H202) :
Oze- + O2¢- + 2H+ — H202+ O2)

Il existe plusieurs isoformes selon le métal utilisé par I’enzyme (cuivre/zinc, manganeése, fer,

nickel). Chez I’Homme, on retrouve seulement trois isoformes de I’enzyme SOD
SOD ferreux (Fe-SOD), SOD a cuivre (Cu-SOD) et SOD a manganése (Mn-SOD).
1.1.6.2.Systémes non enzymatiques
1.1.6.2.1.Endogéne

Ce groupe de systemes anti-oxydants renferme de nombreuses substances endogenes parmi
lesquelles on peut citer le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la
mélatonine, 1’acide lipoique. De tous ces composés endogenes synthétisés par les cellules,
le plus important est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur au niveau intracellulaire)
(Favier, 2003). La bilirubine est, quant a elle, capable de piéger les radicaux peroxyles et
I’oxygene singulier, protégeant ainsi I’albumine et les acides gras liés a I’albumine des

attaques radicalaires (Neuzil et Stocker, 1993).
1.1.6.2.1.Exogéne

Ce groupe est représenté par des substances exogenes apportées par 1’alimentation, telles

que :
a-La vitamine E:

Le terme générique de vitamine E désigne en fait la famille constituée des tocophérols, la
forme la plus active étant 1’alpha-tocophérol. Cette vitamine est décrite comme étant le
principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les érythrocytes chez I’homme. Elle
empéche ou réduit I’oxydation des lipoprotéines de faible densité(LDL). Cette oxydation
des LDL est associée a D’apparition de 1’athérosclérose et donc aux maladies
cardiovasculaires(Delattre et al.,2005)et elle est capable ,d’une part, de piéger
chimiquement I’oxygéne (O2)en s’oxydant en quinone. D’autre part, de réagir avec le
radical hydroxyle (OH.), mais son principale rdle biologique est de prévenir la

peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux

14
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peroxyles(ROO.)(Rondeau,2009).

Elle est présente dans les huiles végétales (huiles d’arachide, de soja, de chardon, de
tournesol et d’olive pressées a froid) ainsi que dans les noix, les amandes, les graines, le

lait, les ceufs, et les Iégumes a feuilles vertes(Bossokpi,2002).
b-La vitamine C:

L’acide ascorbique ou la vitamine C est un antioxydant dans les fluides extracellulaires.
C’est un piégeur treés efficace des anions superoxydes, du peroxyde d’hydrogéne, des
radicaux hydroxyles et peroxyles, et de 1’0xygéne. Il est présent dans les légumes, le
choux, le poivron, les agrumes (Mak et al.,2002). Elle joue un rdle important dans la
régénération de la vitamine E (Bossokpi,2002).

C-p-caroténe:

Le R-caroténe est un type de caroténoides et précurseur de la vitamine A. Leur rdle

protecteur dans les systemes biologiques implique la désactivation des EOR telle que
ROQO’, qui peuvent faire des dommages oxydatifs(Stahl et Sies, 2002). 1l est présent dans

les légumes verts, la salade, les carottes, I'abricot, le melon, les épinards...(Boss, 2002).
d-Le coenzyme Q10:

Le coenzyme Q10 forme pre dominante d’ubiquinone chez I’homme et I’animal, peut agir
comme un antioxydant liposoluble, en complément de son r6le dans le métabolisme
énergétique. Sa fonction serait de stimuler un recyclage efficace de la vitamine E, plut6t

que d’agir directement sur les radicaux libres(Beyer, 1992).
1.1.7.Polyphénols comme antioxydants naturel

Les polyphénols constituent une famille importante d'antioxydants présents dans les
végétaux. L'alimentation fournit environ 1g de polyphénols par jour principalement par
I'apport en fruits et, dans une moindre mesure, en légumes et en céréales. lls sont présents
sous forme d'anthocyanine dans les fruits rouges et le vin rouge, sous forme de flavonoide
dans les agrumes, I'huile de lin et sous forme d'épicatéchine dans le vin, le thé, le chocolat,
les pommes, les oignons et les algues brunes. Globalement, ce sont d'excellents piégeurs
des EOR et de trés bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre
(Haleng et al.,2007). Les composés phénoliques sont capables dagir comme des
antioxydants qui peuvent neutraliser les radicaux libres en donnant un électron ou un

atome d'hydrogene. Leurs structures leurs conférent une activité antioxydante aussi
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importante. Les groupes hydroxyle des polyphénols sont bien des donneurs d'atomes
d’hydrogenes ; ils peuvent réagir avec les especes réactives de I’oxygene et les especes
réactifs de l'azote, enfin de réaction, le cycle de génération de nouveaux radicaux est

interrompu.

1.1.7.1.Classification des polyphénols

Les composés phénoliques peuvent étre regroupes en de nombreuses classes (tableaul) qui
se différencient d’abord par la complexité du squelette de base allant d’un simple C6 a des
formes trés polymérisées, ensuite par le degré de modification du squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation, ...) et par les liaisons possibles de ces

molécules de base avec d’autre molécules (glucides, lipides, protéines, ou autre métabolites

secondaires) (Macheix et al., 2006).

Squelettes carbonés Classes Exemples

Cs Phénols simples Cathéchol

Cs-C1 Acide hydroxybenzoique | P-hydroxybenzoique

Cs-Cs Acide hydroxycinnamique |Acide caféique
coumarines Scopoléines

Ce-Ca Naphtoquinones Juglone

Ce-C2-Cs Stilbénes Résvératrole

Ce-C3-Cs Flavonoides, Quercétine-
isoflavonoides cyanidine,diadzéine

(Cs-Ca)2 Lignanes Pinorésinoles

(Cs-Cs)n Lignines /

(Cs-C3-Co)n Tannins condensés /

Tableau 1 : Principales classes des composés phenoliques (Harbone et Williams, 2000)

16




CHAPITRE | : synthése bibliographique

1.1.7.2.Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de composés naturels quasiment universels chez les
plantes vasculaires (Harborne et Sherratt, 1961) ils forment des pigments responsables de
colorations jaune, orange et rouge de différents organes végetaux (Middleton et al., 2000). On
les rencontre assez souvent dans les fruits, les Iégumes mais également dans plusieurs plantes
médicinales (Cooray et al., 2004). lls ont une origine biosynthétique et structurale commune
et par conséquent possedent tous un squelette de base a quinze atomes de carbones constitué
de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine en C3 (Pietta,
2000). lIs se repartissent en plusieurs classes de molécules dont les plus importantes les
flavones (Chrysine, apigénine, lutéoline), les flavonols (Kaempférol, quercétine, myricétine),
les flavanones (naringénine). Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre

ou glycosylée (Bruneton, 1999).

Les flavonoides peuvent étre divisés en plusieurs classes selon leur degré d’hydroxylation,
methylation et glycosylation (Harborne et Sherratt, 1961). Des travaux relatifs aux
flavonoides se sont multipliés depuis la découverte du « French paradox » correspondant a un
taux de mortalité cardiovasculaire faible observé chez des populations méditerranéennes
associant une consommation de vin rouge a une prise importante de graisses saturées
(Nijveldt et al., 2001). Leur propriété antioxydante (Van Acker et al., 1996) ainsi que d'autres
effets physiologiques potentiellement intéressants expliquent I'intérét accru que suscitent ces
composés et qui a pris un essor non négligeable ces derniéres années (Scalbert et Williamson,
2000).

Les propriétés antioxydantes des flavonoides sont attribuées a: leur capacité de piéger
directement les RL, de chélater les ions métalliques impliqués dans la production des EOR via
les réactions de Fenton et Haber-Weiss, d’inhiber quelques enzymes en particulier les
oxydases, d’activer les enzymes antioxydantes et de réduire les radicaux a tocophéryl

(Cotelle, 2001)
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I.2.La Plante Quercus ilex L

1.2.1.Généralité

Quercus ilex ou chéne vert, parfois appelé chéne faux houx en raison de la ressemblance

des ses feuilles avec celle du houx. Le terme vert évoque le caractere persistant de son

feuillage durant I'hiver, contrairement a la plupart des autres espéces de chéne. Quercus ilex

est une espéce appartenant a la famille des fagacees, Originaire du pourtour méditerranéen,

il en apprécie le climat, il peut vivre sous d'autres climats océaniques, s'il est bien exposé. Il

est typique des paysages de garrique.

Quercus ilex est communément connu sous le nom de chéne a glands doux en francais,

EvergreenOak en anglais et - 5Ll en arabe (Djerroumi et Nacef, 2004).

1.2.2.Classification de la plante

Le chéne vert (Quercus-ilex) occupe dans la systématique de la flore la place suivantes :

Taxon

nomination

Régne

Végétal

Embranchement

Trachéophytes

Sous-Embranchement

Ptéropsidés

Classe Angiospermes

Sous-Classe Dicotylédones

Ordre Fagales

Famille Fagaceae

Genre Quercus

Sous-genre Sclérophyllodys (Schwartz, 1936)
Espéce Quercus ilex.L

Tableau 02

: Taxonomie de chéne vert.
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1.2.3.Aspect botanique

Le chéne vert est un arbre de moyenne dimension, de 5 a 10 métres de haut, mais qui peut
atteindre 20 metres en milieu humide.

Le chéne vert présente un systeme racinaire pivotant pouvant atteindre 10 métres de
profondeur et des racines latérales tracantes et drageonnantes.

Cet arbre présente un houppier ovale avec un couvert épais a ramifications serrées et denses
(Girardet, 1980).

Les feuilles sont alternes, coriaces, petites (3 a 8 cm de long, 1 a 3 cm de large), de forme
variable. Elles peuvent étre entieres, dentées ou épineuses, elliptiques, lancéolées, arrondies.
Elles sont luisantes, vert foncé sur le dessus, et pubescentes, blanchatres a grisatres dessous.
Le pétiole est court 0,5 a 2 mm de longueur (Somon, 1987). Comme leur durée de vie est de
deux ans, et la répartition par age aléatoire sur les rameaux, 1’arbre est sempervirent

(Leceouretal., 1996).

figure 09 . Aspect botanique de Quercus ilex.L
Les fleurs sont unisexuées (arbre monoique), et la floraison ne s'effectue que sur la premiére

pousse de I'année pour les fleurs femelles, mais peut se retrouver sur la pousse de I'année
précédente pour les fleurs males. La floraison s'étend d'avril a mai (Floretetal., 1992).
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Les fleurs males sont trés abondantes et se présentent sous forme de chatons de 4 a 7 cm de
long, avec une couleur jaunatre a reflets roux. Les fleurs femelles sont solitaires et se situent a
l'aisselle des feuilles supérieures.

Les fruits sont des akénes appelés glands, de dimensions variant de 1 a 3 cm de long. lIs sont
regroupeés sur un pédoncule commun en nombre de 1 a 5. Les glands mdrissent en un an. lls
sont bruns striés et Iégerement pointus au sommet. 1ls sont coiffés a leur base arrondie d'une
cupule hémisphérique a écailles rapprochées, courtes, de couleur grisatre.

La fructification est annuelle et se fait du mois de Novembre au mois de Décembre, mais ne
commence que lorsque l'individu atteint environ 12 ans.

A partir de 25 a 30 ans, elle devient appréciable et finalement abondante entre 50 et 100 ans
(Boudy, 1952). La pollinisation est effectuée par les insectes, mais les fruits sont dispersés par
les animaux.

Selon Boudy (1952) la régénération du chéne vert est trés lente et représente son principal
handicap dans la concurrence avec les autres essences forestieres. Mais sa vitalité est
remarquable du fait qu'il rejette des souches jusqu'a un age tres avancé. Sa longévité moyenne
est de 200 a 300 ans et plus.

1.2.4.Habitat et distribution geographique

Le chéne vert occupe une superficie mondiale de 200.000 ha des arbres forestiers les plus
importants dans la région méditerranéenne. 1l est réparti dans tout le Bassin meéditerranéen ,
de la Grande Bretagne jusqu'a I'Himalaya ; les espéces les plus agées se rencontrent en Asie

centrale (Dehmani et Megrerouche, 2002).

En Algérie, cette essence est présente de la frontiere Tunisienne a celle du Maroc. Le chéne
vert s'étend surtout dans la partie occidentale. Il couvrait une grande superficie (680 000
hectares selon Boudy (1950), alors que Letrouch-Bellarouci (1991) indique une superficie de
(354 000 hectares ).
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Figure 10. Répartition géographique du Chéne vert (Michaud, 1995)

1.2.5.Composition chimique

En étudiant la composition chimique de Quercus, elle dépose en éléments minéraux tels
calcium, potassium, fer et magnésium, des protéines et des matieres organiques
(Papatheodorou et Stamou, 2004), et selon la littérature les feuilles de chénes sont connues,
pour leur richesse en tanins (Dawraetal., 1988), elle contient aussi de la lignine (Ben salemet
al., 2005), des molécules organiques volatiles biogéniques tels les terpénes (Ormenoet al.,
2007).

1.2.6.propriété biologiques

les feuilles, I'écorce et les glands de Quercus ilex L sont indiqués en thérapeutique comme des
calmants, I'écorce est utilisée contre les gercures et les dermatoses et en poudre

antihémorragique (Belkhader, 2003).

Il existe plusieurs especes de chéne mais leurs propriétés thérapeutiques sont quasiment
identiques. On l'utilisait pour les propriétés astringentes de son écorce, de ses feuilles et de ses
glands. En décoction, I'écorce du chéne est employée contre les irritations de la gorge et
I'angine. On lI'administre en lavement et on I'applique en onguent ou en lotion pour soigner les
hémorroides, les fissures anales, les petites bralures et les affections de la peau. On la prescrit

moins fréequemment contre la diarrhée, la dysenterie, les varices et les saignements du rectum.
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L'écorce, en poudre, est inhalée pour traiter les polypes du nez, ou appliquée sur l'eczéma
pour assécher la zone atteinte. La galle est tres astringente, et peut étre utilisée a la place de
I'écorce (Djerroumi et Nacef, 2004). Les composees phénoliques, tannins et les triterpénes
des chénes ont été avéré responsable de beaucoup de prestations maladies, inclinant I’activité
antibactérienne, antivirale, anti-carcinogéne, anti-inflammatoires et antiallergique (Fernandes
etal., 2011).
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Chapitre Il : Matériels et Méthodes

I1.Matériels et méthodes

I1.1Matériels

11.1.1.Matériel végétal

La récolte de I'écorce de Quercus ilex a été effectuée en mars 2019 de la région de Zenouna
(Wilaya de Bordj Bou Arréridj).

11.1.2.Appareillage et produits chimique :

Pour réaliser cette étude, on a utilisé un ensemble d’équipements, de verreries,

d’appareillages et de produits chimiques :

Produits :

AR N N N N SR

Trichlorure d’aluminium AICIs .
Les étalons poly-phénoliques (quercétine, acide gallique)
Acide ascorbique.
Méthanol
Carbonate de sodium (Na,COs) .
Folin-ciocalteu
DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl).

Appareils et verreries :

v
v
v
v
v
v
v
v
v

Rota vapeur (BUCHI).

Spectrophotomeétre UV-visible (SHIMADZU : UV mini — 1240).
Etuve.

Agitateur magnétique.

Vortex.

Micropipettes

Balance de précision.

plaque chauffante.

différents verrerie (ballon, tube, bécher, entonnoirs, erlenmeyer...etc).
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11.2.méthodes

11.2.1. Préparation de matériel végétal
11.2.1.1 Broyage et tamisage

Une fois que la plante est bien séchée, elle est broyée a 1’aide d’un broyeur électrique, puis

tamisée a 1’aide d’un tamiseur. La poudre récupérée a été conservée dans un récipient en

verre a ’obscurité et a une température ambiante pour utilisation ultérieure.
11.2.2.Préparation de I’extrait brut

11.2.2.1.Préparation de I’extrait méthanolique

Une quantité de 259 de la poudre est mise a macérer dans 250 ml de méthanol, sous agitation
douce pendant une nuit a température ambiante. L’extrait alcoolique est récupéré apres
filtration du mélange a 1’aide d’un papier filtre, le méthanol est éliminé du filtrat par
évaporation sous pression réduite dans un rota-vapeur (BUCHI). L'extrait est séché dans
I'étuve & 40C° pendant 2 jours. Permettant ainsi d’obtenir 1’extrait brut méthanolique( Meziti,

2007).

Figure 11. Extraction par macération a 1’aide d’un solvant méthanolique
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11.2.2.1Préparation de I’extrait aqueux:

I'extrait aqueux est préparé par décoction de 100 g de la poudre de Quercus ilex dans 250
ml d’E.D, pendant 10 min a température élevée. L’extrait aqueux est récupéré dans un
premier temps apres filtration du mélange a I’aide d’un papier filtre. L’extrait est séché dans
I'étuve a 40C° pendant 2 jours .Permettant ainsi d’obtenir un extrait caractérisé par une

couleur brune foncée, qui est considéré comme étant I’extrait brut.

.

Figure 12 . Extraction par décoction a ’aide d’eau distillé
Le rendement en pourcentage (%), est défini comme étant le rapport entre la masse d'extrait

brute et celle de la plante séche en poudre. Il est calculé par la formule suivante :
Rdt = (PB / PA) x 100
PB : poids d'extrait brut

PA : poids de la plante seche en poudre enlever

11.2.3.Analyse des extraits de Quercus ilex.L

11.2.3.1.Dosage des composés phénoliques

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par la méthode utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu selon (Li et al., 2007).

27



Chapitre Il : Matériels et Méthodes

Principe

Le reactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040). 1l est réduit,
lors de I'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungstene et de molybdéne
(Ribereau, 1968).

La coloration produite, dont I'absorption maximum a 760 nm, est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ghazi et Sahraoui, 2005).
Mode opératoire

Un volume de 1 ml de réactif de Folin (10% : 10 fois dilu¢) est ajouté a 200 pl d’échantillon
ou standard (préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables, Apres 4 min, 800 pl
d’une solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont additionnés au milieu réactionnel.
Aprés 1.5 heures d’incubation a température ambiante et a 1’obscurité, L’absorbance est
mesurée a 765nm par un spectrophotometre. La concentration des polyphénols totaux est
calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec 1’acide
gallique (0-160 pg/ml) et est exprimée en pug d’équivalent d’acide gallique par milligramme
d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

11.2.3.2.Dosage des flavonoides
La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les extraits aqueux et méthanolique de Quercus ilex.
principe
les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5 susceptible de
donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaunatre par chélation de I’ion
Al*®.La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente
dans I’extrait (Ribéreau-Gayon et Gautheret, 1968).
Mode opératoire
A 1 ml d’échantillon (préparés dans le méthanol) est ajouté 1 ml de la solution d’AlC13 (2%
dans le méthanol). Aprés 10 minutes de réaction, 1’absorbance est lue a 430 nm. La
concentration des flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la
quercétine (0-40 pg/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine par

milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
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11.2.3.3.L’Activité antiradicalaire
L’activité antiradicalaire de I’extrait méthanolique et de I’extrait aqueux de Quercus ilex
évaluée en utilisant le Diphénylpicryl-hydrasyl (DPPH) comme un radical libre relativement
stable selon le protocole décrit par Mansouri et al (2005)
principe
Le 1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre, stable et centré par 1’azote qui
porte un électron impair. 1l est de couleur violette foncée. En présence d’antioxydants, il réagit
avec eux par l'intermediaire de deux mécanismes différents : une abstraction directe de
I'nydrogéne des groupes d'hydroxyles ou un processus de transfert d'électron, pour former un
produit final stable qui est le diphenyl-b-picrylhydrazine coloré en jaune et qui donne une
absorption forte a 515 nm (Choi et al., 2002).
Mode opératoire
La solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol. 100 puL des solutions d’extraits ou standards (acide ascorbique) sont ajoutés a 1900
uL DPPH, le mélange est laiss¢ a 1’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au
contréle négatif contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517 nm .

L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

%d’activité antiradicalaire = [(Abs517 contrdéle—Abs échantillon517) / Abs 517contr6le] x 100
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I11.1 Préparation des extraits

Afin d’extraire les principes actifs (polyphénols) contenus dans la plante une

extraction de type solide liquide (contact direct entre le solide est le solvant) est réalisée.

Son principe consiste a la séparation des composeés phénoliques solubles par diffusion a partir
d’une matrice solide (poudre) en utilisant une matrice liquide (solvant).Quand une matrice
solide est en contact avec un solvant, les composants solubles dans le matériel migrent vers le
solvant ; ainsi, I'extraction est due au transfert de matiere du principe actif de la matrice vers le

solvant, selon un gradient de concentration (Kamaliroosta et al., 2012).

La préparation des extraits a partir d’écorce de Quercus ilex a été effectuée par deux méthodes
différentes décoction et macération dans 1’eau distillée et le méthanol respectivement. De ce
fait, deux extraits différents ont été obtenus: 1’extrait aqueux (EAq), 1’extrait méthanolique
(EMe). La couleur, 1’aspect ainsi que le rendement de chaque extrait par rapport au poids de la

matiére végétale utilisée pour 1’extraction sont représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 03 : Aspects, couleurs et rendements des extraits de Quercus ilex

Extrait Aspect Couleur rendement
2.96%

Extrait Poudre brune foncée

méthanolique brillante

Extrait aqueux Poudre brune foncée 3.16%

Le rendement d’extrait aqueux (3.16 %) est plus élevé que celui de Dextrait
méthanolique (2.96%.) malgré le contact prolongé de la plante avec le méthanol durant la
maceration, cela s'explique probablement par l'effet de la chaleur qui a acceléré le

phénomene d’extraction

MEZAHEM (2015) a trouvé un rendement plus élevé (13.8%) a partir des feuilles de

Quercus ilex L en utilisant I'éthanol comme solvant d'extraction .
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Par ailleurs Hayouni et ces collaborateurs, (2007) trouvent un rendement beaucoup plus faible
dans les feuilles de 1’espéce Q. coccifera en utilisant 1’eau, chloroforme et 1’acétone comme

solvant d’extraction.

Toutefois, Il est difficile de faire une comparaison de nos résultats avec les données
bibliographiques en terme de taux d’extraction, sachant que elles varient en fonction des
conditions biotiques (espéce, organe et 1’étape physiologique), abiotiques (facteurs
édaphiques) et le type du microclimat(Atmanietal.,, 2009);et plusieurs parametres qui
influencent sur les taux d’extractions pour la méme espece végétale, telle que la température,
la méthode d’extraction utilisée, la granulométrie de la poudre, le temps de macération, ainsi

que les solvants employés et leur degré de pureté ( Hayat et al., 2009).

I11. 2 Analyse des extraits

111.2.1.Dosage des polyphénols
Les polyphénols constituent une famille importante d'antioxydants présents dans les végétaux,
la teneur des extraits de Quercus ilex L en polyphénols totaux est estimée par la méthode de
Folin- Ciocalteu en utilisant I'acide gallique comme standard. (figurel3) les résultats sont

exprimés en ( mg EAG/g d’extrait)
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Figure 13. Droite d'étalonnage d'acide gallique (moyenne des trois essaie)
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Figure 14 .Représentation graphique des Taux de polyphénols totaux (PT) des écorces de

deux extraits étudiées.

Les résultats obtenus montrent que le taux de polyphénols totaux vari entre les deux extraits
étudiés. L'extrait aqueux est le plus riches en polyphénols totaux avec une teneur de 776 ug
EqQAG/ mg , tandis que I'extrait méthanolique réveéle une teneur faible536 HgEAG/ mg .

Ces résultats se concordent avec les travaux de la bibliographie et s’intégrent dans 1’intervalle
des données rapportées par (Karioti, 2010) (0.525 mg EAG/g MS a 12.31 mg EC/g MS)

Fernandes et ses collaborateurs, 2011indiquent que le taux de polyphénols totaux solubles

dans ’extrait des feuilles de Quercus suber est 12,31%.

Fernandes et ces collaborateurs(2010) ont analysé 1’ extraits méthanolique de feuilles de
Quercus suber par HPLC et GC/MS, les résultats obtenus révele la présence des tanins et
de plusieurs acide sphénoliques ; acide protocatechique, acide gallique, acide caféique,

acideferullique et 1’acide ellagique.

111.2.2.Dosage des flavonoides
Le dosage des flavonoides est réalisé par la méthodes de trichlorure d'aluminium en utilisant
la quercétine comme standard (figure 15) .la teneur des extraits en flavonoides est exprimé en

ug EQ/mg d’extrait.
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Figure 15. Droite d'étalonnage de quercétine (moyenne de trois essaie)
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Figure 16. Représentation graphique des Taux de flavonoide des écorces de deux extraits

étudiées.

les résultats obtenue montrent également une différences dans la teneurs des extraits étudiées

en flavonoides.
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L'extrait méthanolique représente I'extraits le plus riche en flavonoides 25 pug EqQ/mg par
contre I'extrait aqueux contient uniquement 4 pg EQ/ mg.

Les investigations phytochimiques de Karioti et ses collaborateurs (2010) sur les extraits
méthanoliques de Quercus ilex montrent que cette espéce présente une source importante des
flavonoides glycosylés est surtout en Kampferol (1.22%) qui a été trouvé avec des quantités

minimes dans d’autre plantes (0.5%).

111.3 Activité antioxydante des extraits de Quercus ilex L DPPH:

L’activité antiradicalaire des extraits de Quercus ilex L a été évalué en utilisant DPPH
comme un radical libre relativement stable.

les profils de I'activité anti radicalaire obtenue avec les extraits agueux, méthanoliques et

acide ascorbique révele un effet antioxydant dose dépendant ( figure14.15.16)
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Figure 17. Pourcentage de réduction du radicale libre DPPH en fonction des concentrations

d'extrait méthanolique
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Figure 19. Pourcentage de réduction du radicale libre DPPH en fonction des concentrations
d'acide ascorbique

Dans les 3 profils ci-dessus, le % d'inhibition est dose dépendant.
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figure 20.Les concentrations efficaces a piégé 50% (EC50) du radical DPPH par les

extraits étudiés et 1’acide ascorbique.

Pour mieux caracteriser le pouvoir antioxydant, le parametre IC50 est introduit .I’'TC50 est
inversement lié a la capacité antioxydante d'un compose, car il exprime la quantité
d’antioxydants nécessaires pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la

valeur d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante est élevée.

Les IC50 trouveées sont représentées dans la figure 16, Les résultats obtenues montrent une
activité anti radicalaire considérables dans des deux extraits de Quercus ilex avec des IC50 de
I’ordre de 0,007 mg/ml et 0.012mg/ml 1 pour I’extrait méthanolique et aqueux
respectivement.

L’extrait méthanolique posséde une activité antioxydante presque 2 fois supérieure a celle de
I’extrait aqueux.

L’acide ascorbique ( IC50 =0,06 mg/ml) a montré un pouvoir antioxydant inférieur a celui

de I’extrait aqueux et 1’extrait méthanolique.
L’activité antioxydante ¢€levé de 1’extrait méthanolique est attribuée a sa richesse en

polyphénols et en flavonoides, ces composés sont connus par leur capacité de réduire les

radicaux libres par un transfert d’atome d’hydrogéne a partir des groupements hydroxyle
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Conclusion:

Les plantes médicinales sont considérées depuis des siécles comme une source majeure des
produits utilisés en thérapeutique. Parmi ces produits, on trouve les polyphénols qui suscitent
actuellement beaucoup d’intéréts en raison du bénéfice qu’ils pourraient apporter en termes de

prévention et traitement des maladies.

Quercus ilex est une plante largement exploitée dans la médecine traditionnelle.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux et de flavonoide des extraits de 1’écorce de
Quercus ilex par la méthode de folin-ciocalteu et trichlorure d’aluminium révéle la richesse de
I’extrait méthanolique en comparaison avec 1’extrait aqueux.

De méme, I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits étudiés par la méthode de
piégeage de radical libre DPPH, montre que l'extrait méthanolique présente un pouvoir
antioxydant plus important que celui de I’extrait aqueux et de 1’acide ascorbique.

L’activité importante exercée par 1’extrait méthanolique s’expliquent probablement par sa
richesse en polyphénols et en flavonoides .

D’apreés les résultats obtenus, nous pouvons déduire que les extraits testés et plus
particulierement I’extrait méthanolique contient des antioxydants et peuvent étre employés
pour des applications thérapeutiques, et comme perspectives on propose :

D’identifier les molécules responsables de I’activité antioxydante par des méthodes plus
performantes HPLC, spectrométrie de masse.

De confirmer 1’activité antioxydante par des études in vivo
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