" 2/-&-'»0!\.//

4«?"‘ " \ {\.v \
7 %

l!.. ’1;1’ “

V République Algérienne Démocratiqueet Populaire

cr ANKF 2j 3KOF M ¢ KOf 1 OF==b=ymrtt

4 11 kiiniistere de I'EnseignementSupérieur et de la RechercheScientifique
6TOTOKH? 6072 crykFO2wF QJyl 3}I0F
Université Mohamed El Bachir El Ibrahimi - B.B.A -

OHBIOFM KpuF anfAKm Wryj IOFm why3TIOF aunAK w)

Faculté desSciencesle laNature etdela Vie et desScienceglela Terre etde
['Univers

DépartementsdesSciencesBiologiques
wy T HIOHGRWF aH ANIOF

Mémoire
En vue de l'obtention du Dipléme de Master
Domaine: Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere: Sciences Biologiques
Spécialité: biochimie
Intitulé

Activité antioxydante de la résine de Pinus Sp.

Présenté par :
Mlle BENARIOUA Manel

Mlle BENDERRADJI Ahlem

Devantle jury :

Président: Mme BOUMERFEG Sabah Pr. (Univ. Bordj Bou Arrerid))
Encadrant: Mme NASRI Meriem MCB (Univ. Bordj Bou Arrerid))
Examinateur : Mme MEZITI Asma MCB (Univ. Bordj Bou Arrerid))

Année universitaire : 2020/2021

Ab




Dédicaces

Je dédie ce modeste travalil

A mes trées cheres parent « Mokhtar et Yamina »
Mes tres chers soeures et freres:

Nor elimane, Nor elhouda, Rahef yasmine, Chouaib, Sid
Ahmed et Sid Ali.

A mon chére binbme « Ahlem Benderradji »

A toute ma famille, tous ceux qui m'aiment,
A tous ceux qui ont contribué a mon éducation et

A tous ceux qui apprécient le savoir.

_Manel _



Dédicace

Je dédie ce modeste travalil

A la lumiere de ma vie, ma mere « Zitouni Zed

Elkhire »
Amas 1 u«Lina Amel »
A mon ame s 1T u« manel »

A mon cheéere bindbme « Benarioua Manel »

A tous ceux qui m'aiment.

_Ahlem



Remerciement

Avant toute chosenous remercions Allah le tout puissant de
Nnous avoir accordé la force et la patience afin de pouvoir

réaliser cetterecherche.

On voudrait témoigner notre reconnaissance a Mme
NASRI Meriem . Pour avoir encadré ce mémoire. On
la remercie particulierement pour son souci de

formation, sa rigueur scientifique, sa disponibilité et ses
encouragements, ses conseils et suggestions et tout ca

dans la bonne humeur.

Nous tenons a remercier Mme BOUMARFEG S abah
do av diari t | honnelajury de pr ®s i

de notre soutenance.

Nos remer ci ement s MeMAdTIes sent

Asma dodéavoir accept® doéoexami ner

Nous exprimons notre profonde gratitude a toutes
Personnesqui ont participé de prés ou de loin a

| 6 ®1 a b derceatrbiviailo n



Sommaire

Introduction
CHAPITRE 1 : StressOxydatif
1.1 Stress oxydatif
1.2 Les radicaux libres
1.2.1. Les soures des radicaux libres
1.2.2. Sources endogénes
1.2.3. Sources exogénes
1.3. Les cibles biologiques
1.3.1. lipides
1.3.2. Proteines
1.3.3. Les acides nucléiques
1.4 Les antioxydants
1.4.1. Les antioxydants enzymatiques
1.4.2. Les antioxydants non enzymatiques
CHAPITRE Il : Généralitéssur le Pin
I1.1 .Répartition géographique et taxonomie
11.2. Description
11.3. Espéces étudiées
[1.4. Composition chimique de
I1.5. Activité biologique du
I1.6. Utilisation de la résine de pin
CHAPITRE 1l : Matériels et Méthodes
[11.1. Méthodes
[11.2. Expériences effectuées et évaluation de I’activité antioxydant
[11.2.1. Travaux de MORDO (2017)
[11.2.2. Travaux de KILIC (2016)
[11.2.2.1 Dosage des composés phénoliques totaux
[11.2.2.2 Détermination de la teneur totale en flavonoides
111.2.2.3 Test DPPH
111.2.2.4 Capacité de chélation des métaux
111.2.2.5 Test de Pouvoir de Réduction Fe3+
111.2.2.6 Test ABTS"
[11.2.2.7 Test de reduction du peroxyde d’hydrogéne d’extrait de résine de Pinus
nigra
[11.2.2.8. Activité de réduction des radicaux de super-oxyde d’extrait de résine de
Pinus nigra

111.2.2.9. Activité Antioxydante Totale d’Acide Linoléique d’extrait de résine de
Pinus nigra
[11.2.3 Travaux d’AMARI & MECHOUCHE (2017)
A. Dosage des phénols totaux de la résine de Pinushalepensis
B. Dosage des flavonoides
C. Test DPPH

01

02
02
02
02
03
03
03
04
05
06
06
08

11
12
13
15
19
20

22
22
22
23
23
23
23
24
24
24
25

25

25

25
25
26
26



[11.2.4 Travaux de BENAMEUR et MAATOUG ( 2018)
A. Dosage des polyphénols
B. Dosage des flavonoides de la résine de Pinus sylvastris
C. Test DPPH
Chapitre IV Résultatset discussion
IV.1 .Travaux de Mordo
IV.2. Travaux de Kilic
IV.3. Travaux de Amari et Mechouche
IV.4. Travaux de Benameur et Maatoug
Conclusionet Perspectives
Références bibliographiques
Reésumé

26
26
26
27

28
30
34
36
38



Listed’ Abr év

RL: radicale libre

Rf: Rapport Frontale
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Introduction

Introduction

Depuis longtemps, les plantes étaient connues pour leurs intéréts divers et leur arsenal
naturel, servant de source fiable de nutriments, et des composants thérapeutiques comme des
remedes pour soulager et soigner les maladies humaines. Les Personnes cherchent a savoir
pourquoi ou comment ils agissent, mais c'est un fait inconteste.

En effet, il est é&tonnant qu'une feuille, une fleur, une racine ou un exsudat qui s'écoule
a l'extérieur de la plante sur un tissu endommagé, sert a cicatriser la blessure et éviter
I'infection par des bactéries et des insectes, puisse guérir ou tout au moins soulager un état
pathologique ou des troubles organiques. (Schauenberg et paris, 2006)

A nos jours, malgré les progrés remarquables en chimie organique de synthése du
vingtieme siécle, plus de 25% des médicaments prescrits dans les pays industrialisés tirent
directement ou indirectement leurs origines des plantes. (Newman et al, 2000 ; Calixto, 2005)

Le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un nouveau concept,
celui du « stress oxydant », qu’est un générateur des radicaux libres suite a un déséquilibre de
la balance oxydants/antioxydants, impliqué dans de nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications lors de leur évolution. (Moon et Shibamoto, 2009)

La surproduction exagérée des radicaux libres peut étre a 1’origine des 1ésions directes
des molécules biologiques en réagissant avec 1’ADN, lipides, protéines et glucides, ce qui
conduit a P’apparition de certaines pathologies comme les maladies neurodégénératives et
cardiovasculaires...

De nombreuses études sur les plantes médicinales ont mis en évidence la présence de
métabolites secondaires doués d’activité biologique antioxydante responsable de lutter contre
le stress oxydatif ; telles que les polyphénols, les terpenes, les alcaloides etc.

Dans ce travail nous nous sommes intéressés aux recherches consacrés a la phytochimie des
résines de six espéces de pin, Pinus oocarpa, Pinus insularis, Pinus merkusii, Pinus nigra,
Pinus halpensis et Pinus sylvestefin de pouvoir évalue leur potentiel antioxydant et les
composants biologiquement actifs dans chacune des résines considérées.

Ce mémoire est un résumé des travaux qui ont été faites jusqu’a maintenant sur
I’activité antioxydante de résine de genre Pinus elle est structuré de la maniere suivante :

Le chapitre | donne un aspect sur le stress oxydatif, le chapitre Il présente une généralité sur
le pin, le matériel et les méthodes sont exposés dans le chapitre 11, le chapitre IV présente les

résultats et les discussions et une conclusion générale paracheve le travail réalisé.


https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/medecine-bacterie-101/
https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/classification-vivant-insecte-2305/
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Stress Oxydatif

l. STRESSOXYDANT

Le stress oxydant ou le stress oxydatif, est défini comme un déséquilibre entre la
production d'oxydants et les mécanismes de défense antioxydant au sein d'un méme
organisme, ce qui conduit a des dommages dans les biomolécules comme les lipides, les
protéines et les acides nucléiques (Niki, 2018; Tu et al., 2019). Ces dommages sont impliqués
dans le développement de nombreuses pathologies chroniques telles que le diabéte, le cancer,
les maladies inflammatoires, les maladies cardiovasculaires et les maladies
neurodégenératives (Matschke et al., 2019). En effet, tous les organismes vivants qui
consomment de I'oxygene produisent les ERO qui jouent un role important dans les fonctions
physiologiques des organismes. Le stress oxydatif devient anormal lorsque les cellules sont
soit dépassées par la quantité des radicaux libres a éliminer, soit ne disposent pas de
ressources antioxydantes (vitamines, oligoélements, enzymes) suffisantes pour les éliminer
(Niki, 2018; Tu et al., 2019)

[l. Lesradicaux Libre

Les radicaux libres sont définis comme étant des molécules ou des espéces chimiques qui
portent un électron non apparié (célibataire) sur leur orbite externe. Du fait de la présence
d’un électron célibataire, les radicaux libres présentent une grande instabilité, trés réactifs,
ont une durée de vie courte, et sont capables de réagir avec de nombreux composés (Pefia-
Bautista et al.2019). Les espéces réactives oxygénées (ERO) incluent les radicaux libres
comme le radical hydroxyl (OH), le radical superoxyde (O ™) et sa forme protonnée (HO),
le radical peroxyl (ROO ) et les espéces non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne
(H20,) et I’oxygene singulet (*Oy) sont des molécules hautement réactives produites dans les
organismes vivant sous des conditions physiologiques et pathologiques (Patterson et al.,
2019). D’autres especes radicalaires dérivent de 1’azote nommeés les especes réactives du
nitrogéne incluent le radical monoxyde d’azote (NO°), I’anion peroxynitrite (ONOO), le
radical dioxyde d’azote (NOy’) et d’autres oxydes d’azote sont produits par la réaction du

monoxyde d’azote avec O,. (Singh et al., 2019).

[I.1. Sourcesdesespeceséactivesoxygenees
[1.1.1. Sourcesendogeres

La chaine respiratoire mitochondriale est responsable de la production de 90% des
ROS dans la cellule La production d’Os2-résulte de la fuite d’électrons lors de leur

transfert par les complexes de la chaine respiratoire.
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Dans les conditions physiologiques, la xanthine oxydase (XO) catalyse
I’hydroxylation oxydative de I’hypoxanthine en xanthine puis la xanthine en acide urique

en produisant I’anion superoxyde. La XO joue un role crucial dans la génération de I’O2.-
et du H202.

Les NADPH oxydases comprennent une famille de protéines capables de
transférer des électrons du NADPH a travers les membranes cellulaires ; les électrons
réagissent avec O2 générant O™, et accompagnant d’autres ROS en aval (Hansen et al,
2018).

Les peroxysomes sont I’un des principaux sites de production intracellulaire de
H202 car ils contiennent de nombreuses enzymes produisant H202. (Del Rio & Lopez-
Huertas, 2016). 1l a été démontré que les peroxysomes produisent également O™, et NO" a

la suite de leur métabolisme normal. (Lismont et al, 2015).

[1.1.2. Sourcesexogeénes
Une large variété de xénobiotiques (toxines, pesticides, herbicides, métaux lourds

etc...) et médicaments (antibiotiques, anticancéreux, etc...) peuvent contribuer a la production
des ERO (El-Demerdash et al., 2018). Les rayonnements, qu’ils soient UV, X ou y, peuvent
par différents mécanismes induisent la synthése de radicaux libres (Tsai et al., 2017). Les
polluants de I’air, comme la fumée des cigarettes et les contaminants industriels, constituent
une source importante d’ERO, ils attaquent et causent des endommagements dans 1’organisme
que ce soit par interaction directe avec la peau ou aprés inhalation dans les poumons (Al-
Gubory, 2014).

I1.2. Ciblesbiologiqguesdesespeceséactivesoxygéenées

La surproduction des radicaux libres et des différentes especes réactives produits a
partir des sources endogenes et exogénes peut conduire au dommage des composants
cellulaires et a D’altération des fonctions cellulaires, de plus les effets toxiques des
radicaux libres peuvent conduire a la mort cellulaire. Les cibles biologiques des radicaux
libres sont engrande partie les protéines, les lipides et les acides nucléiques (Carocho et
al., 2018).
[1.2.1. Lipides

Les lipides membranaires sont les cibles les plus susceptibles a I’action des ERO et

des radicaux libres a cause de la présence des lipides insaturés ; 1’acide linoléique et I’acide
3
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arachidonique (Zielinski et Pratt, 2017). L’abstraction d’un atome d’hydrogéne a partir d’une
molécule d’acide gras polyinsaturé initic le processus de la peroxydation lipidique (Fig.1). Un
atome d’hydrogeéne est pris d’une deuxieéme molécule d’acide gras polyinsaturé résultant en
un nouveau radical libre (Taso et al., 2019). Ces radicaux peuvent déclencher une chaine de
réactions de peroxydation au niveau des acides gras des phospholipides membranaires,
conduisant a I’altération de la membrane et la perte de 1’organisation de sa structure de
bicouche lipidique qui est nécessaire a la fonction des enzymes liees et des récepteurs (Gavric
et al., 2017).

LH
lipide)
HO® —+1
- ~
(radical alkyle) \
1 + O,
a-TOH —_ ~— LOO" =~~~ - = Peroxyde cyclique
\\\ //H-J:ih al peroxyle)
. Alllll)xy(’itjlll o~ LH
briseur de chaine s '
/\ \ J
/ \ N 1o S MDA
('/ \'\‘ -~ N B .
a-TO" =~ = LOOH autres produits
(hydroperoxyde lipidique)
\J
LO® e=vcee- -« DEntana
(radical alkoxyle)
~LH
/
/
\\
S L'_f/

Fig.1: Processus de la peroxydation lipidique (Gavric et al. 2017).
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[1.2.2. Protéines

Les radicaux libres sont capables de réagir avec différents acides aminés des chaines
des protéines. Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui
comportent un groupement sulfhydryle (SH), dont le site actif contient le groupement Fe-S
sont également trés sensibles a I’inactivation par 1’0O,", les modifications structurales des
protéines et/ou l'altération de la fonction sont les conséquences majeures (Hematyar et al.,
2019). Les protéines oxydées deviennent aussi trés hydrophobes, elles vont alors former des
amas anormaux dans ou autour des cellules. Sur les acides aminés contenant un atome de
soufre tels que la cystéine et la méthionine, I’oxydation par les radicaux libres conduit a la
formation de ponts disulfures. De nombreux enzymes cellulaires et protéines de transport vont
ainsi étre oxydées et inactivées. Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs
propriétés biologiques (enzymes, canaux et récepteurs), et deviennent beaucoup plus sensibles
a D’action des protéases (Rosenfeld et al., 2018). La modification de 1’état redox de ces
groupements conduit a la déformation de la cellule, la déplétion des réserves calciques et le
changement de 1’état d’ouverture des canaux potassiques et calciques. En addition, les
protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent les
acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, la tyrosine et I’histidine, sur lesquels le

OH’ s’additionne, modifiant la conformation de la protéine (Hematyar et al., 2019).
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[1.2.3. Acidesnucléiques :

Les acides nucléiques sont des molécules trés sensibles a 1’attaque des EOR. L'attaque
radicalaire se manifeste soit directement en entrainant I'oxydation des bases et engendrant un
grand nombre de bases modifiées, soit elle cible la liaison entre la base et le désoxyribose
créant un site abasique, soit cible le sucre lui-méme créant une coupure de simple brin (Van
Houten et al., 2019). Les bases composant I'ADN, particulierement la guanine, sont sensibles
a l'oxydation par les radicaux libres. La réduction de la guanine résulte de 1’ouverture de sa
structure cyclique formant le formamidopyrimidine. Son oxydation, cependant, conduit a la
formation du 8-hydroxy-2’ déoxyguanosine, un produit majeur dont la présence dans I’urine
sert de bio-marqueur du dommage oxydatif de I’ADN et qui est capable d’induire des
mutations spécifiques conduisant au développement du cancer (Nemmar et al., 2016). Le
radical NO- et leurs dérivés tels que NO , ONOO’, N Q et HNG sont des agents mutagenes
et ont la capacitéd’introduire plusieurs modifications sur les bases d’ADN par des réactions de
nitration, nitrosation, et désamination (Klaunig et Wang, 2018). Les dommages d’ADN ont
comme conséquence une transcription réduite d’ARNmM et, en conséquence, une perte de

fonction des biomolécules protéiques (Van Houten et al., 2019).

[l Antioxydants

Le systeme de défense antioxydant correspond a I’ensemble des moyens mis en ceuvre
pour contrdler I’oxydation et ses effets négatifs, il comprend plusieurs lignes de défenses qui
visent a prévenir la formation des radicaux libres, les neutraliser quand ils sont déja formés,
réparer leurs dégats et/ou prévenir les conditions favorables a leur formation, comme par
exemple, en bloquant/séquestrant les atomes de fer, qui agissent comme des catalyseurs dans
la formation de radicaux libres (réaction de Fenton). Ainsi, les antioxydants servent a
contréler le niveau des espéces réactives pour minimiser le dommage oxydatif (Dias, 2019).
[1l.1. Antioxydants enzymatiques

Il existe trois enzymes; le superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la

glutathion peroxydase (GPx) (Ighodaro et Akinloye, 2018). La superoxyde dismutase (SOD)
catalyse la dismutation de I’anion superoxyde (O, ) en oxygéne et peroxyde d’hydrogéne
(H20,). Cette enzyme existe sous trois isoformes deux sont présenter a l'intérieur des cellules
(SOD mitochondriale ayant le manganéese dans son site actif (MnSOD), ainsi qu’une enzyme
cytosolique, ayant le zinc dans son site actif (ZnSOD), tandis que l'autre est situé dans
I’espace extracellulaire (SOD ayant le cuivre et le zinc (Cu-ZnSOD) (Younus, 2018). La

catalase (CAT) est une enzyme qui catalyse la transformation du peroxyde d’hydrogene
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(H20,) en eau et oxygéne moléculaire (Ighodaro et Akinloye, 2018). Elle est présente dans de
nombreux tissus et particulierement abondante dans le foie et les globules rouges. Les
catalases sont localisées dans les peroxysomes, cette compartimentation I'empéche d'étre un
accepteur pour I'H,O, formé dans le cytosol et les mitochondries (Awad et al., 2018). La
Glutathion peroxydase (GPx) et la Glutathion réductase (GR) sont localisées dans le cytosol et
les mitochondries. La glutathion peroxydase est une sélénoenzyme (Se-GPx) qui joue un réle
trés important dans la détoxification du peroxyde d’hydrogéne (H,O,), mais aussi d’autres
hydroperoxydes résultants de 1’oxydation du cholestérol ou des acides gras en couplant la
réduction de ces dérivés réactifs avec I’oxydation de substrats réducteurs comme le glutathion
(GSH) (Benhar, 2018). La glutathion réductase (GR), quant a elle, a pour rdle de régénérer le
GSH a partir du GSSG tout en utilisant le NADPH comme un cofacteur (Fig.2). Cependant,
d’autres enzymes antioxydantes comme les peroxyredoxines, la glutathion transférase, les
thioredoxines réductases et les thioredoxines peroxydases sont impliquées dans la défense
antioxydante de 1’organisme et utilisant le NADPH comme donneur d’équivalent réducteur,
celui-ci constitue avec le glutathion les plagues tournantes de la défense antioxydante (Ulrich
et Jakob, 2019). Les peroxiredoxines sont également connues sous le nom de thiorédoxine
peroxydase, dont six sont trouvées chez les mammiféres principalement dans le cytosol et les
mitochondries. Ces protéines se lient également au noyau et aux membranes cellulaires. Les
peroxiredoxines convergent a la fois H,O,, NO™ et NOO™ grace a l'activité peroxydase
(Nicolussi et al., 2017). Malgré leur faible efficacité par rapport & la CAT et & la GPx, ces
protéines jouent un réle important dans I'élimination des hydropyroxydes en raison de leur

valeur percue, représentant 0,1-0,8% des protéines cellulaires libres (Ulrich et Jakob, 2019).

Fe’* Fe’* + OH + OH

Réaction de Fenton

0, =290 | poon Cddase | yoino,

2H

Glutathion
Péroxydase

2GSH GSSG + 2H,O

Glutathion
Réductase

J

NADP* NADPH + H"

Fig.2: Antioxydants enzymatiques.
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[11.2. Antioxydants non enzymatique

Contrairement aux antioxydants enzymatiques, la plupart de ces composés ne sont pas
produits par 1’organisme et peuvent provenir de nourriture. Ces composé€s comprennent de
petites molécules telles que les vitamines, Les caroténoides, les polyphénols, le glutathion et
I’ubiquinone. Les antioxydants non enzymatiques sont caractérisés par de faibles poids
moléculaires et la capacité a prévenir et/ou a réduire les dommages au stress oxydatif (Nimse
et Pal, 2015). La vitamine E posséde quatre isomeéres de tocophérol, a, B, y et & avec une
activité antioxydante variable (Luciano et al., 2017). La vitamine E présente dans les huiles
végétales, les pépins, le germe et les grains de blé (Blumberg et al., 2018). L’a -tocophérol (a-
TocH) est la forme la plus active de la classe des tocophérols, elle est liposoluble, se fixe sur
la membrane cellulaire et inhibe la chaine de réactions de peroxydation des lipides en
capturant le radical lipidique peroxyle (LOO" ), alkoxyl (LO ) et alkyl (L. ) (Fig.3) et elle
devient a son tour un radical moins actif que le LOO" et pourra alors étre pris en charge par

une autre molécule antioxydante (Liu et al., 2018).

LOO* ~ ~ VILE w w» VitC' ~ ~ GSH,LA...

J

LOOH &« a Vit.E* -/ . Vit.C « “\ GSSG, DHLA ...

Fig 3. Elimination des radicaux libres par la vit E, la vit C et le glutathion (Ashor et al., 2016).

L'acide ascorbique ou vitamine C est hydrosoluble, méme si la plupart des
mammiferes peuvent la synthétiser, I'organisme humain en a perdu la capacité au cours de
I'évolution. Il doit donc la puiser chaque jour dans les aliments. Les principales sources de
vitamine C sont les fruits (en particulier les baies) et les Iégumes-feuilles (Ashor et al., 2016).
La Vitamine C est un trés bon capteur de radicaux libres oxygénés aussi bien hautement
réactifs tels que les radicaux d’OHet d’O, ~ (Smirnoff, 2018). Sa capacité de donation
d’¢électrons dans une large gamme de réactions enzymatiques et non enzymatiques. La Vit. C
empéche 1’oxydation des LDL produites par divers systémes générateurs de radicaux libres.
Elle peut aussi réduire le radical a-tocophérol (Xiong et al., 2017), ce qui lui permet de jouer
son réle d'antioxydant a plusieurs reprises (Ashor et al., 2016). Le glutathion (GSH) est un
tripeptide(L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine) dont la fonction thiol lui confere un role
d'antioxydant (Pacula et al., 2017). Le glutathion intervient comme agent détoxiquant dont il

participe a la neutralisation de certains radicaux libres et il agit comme cofacteur de I’enzyme
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glutathion peroxydase (GPx). Le glutathion réduit (GSH), réduit le H,O, et/ou les peroxydes
organiques grace a la réaction catalysée par la GPx (Pacula et al., 2017). Le glutathion peut
aussi réduire d’autres radicaux libres tels que HOCI, LO", LOO" et I’O; ~, comme il peut
réduire d’autres radicaux de nitrogéne et de carbone pour former le radical thiyl (GS") (Fig.
4). Le rapport glutathion réduit/glutathion oxyde (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un
marqueur de stress oxydant car plus le flux d'H,O, est important, plus le glutathion réduit est

consommé et le glutathion oxydé augmenté (Herzog et al., 2019).
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GSH-R osnt [~ Cocchees  GSH
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GSNO M b ¥
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7 Scavengers (e.g. Vit C, VIt E, y-Glu-CySH
4 Vit E'<—~——— Vit E ADP + Pi
\\\‘ LOO® -,scmqsu
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Fig. 4: Systéme de défense antioxydant (Enzymatique et non-enzymatique) (Mazzetti et al., 2015)

Les caroténoides sont des pigments liposolubles jaunes, orangée a rouge, synthétisés
par les plantes et les microorganismes. En plus de leur activité de provitamine A, les
carotenoides sont généralement de bons capteurs des radicaux hydroxyles et peroxyles ce qui
les rend susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique (Zuluaga et al., 2017). En
outre, les caroténoides ont un role spécifique de capter I'oxygéne singulet (*O-) en neutralisant
I’¢lectron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables, ce qui leur permet
d'exercer une protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de la

lumiere solaire (Eggersdorfer et Wyss, 2018). Les polyphénols sont des métabolites
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secondaires d'un poids moléculaire élevé. lls sont largement distribués dans le regne végétal.
Plusieurs études ont montré qu’il y a un rapport inverse entre la prise d’aliments riches en
polyphénols (les fruits et les légumes) et le risque des maladies reliées a 1’age comme les
maladies neurodégénératives et les maladies cardiovasculaires (Hahn et al., 2017; Fraga et al.,
2019). Cette relation est souvent attribuée aux puissantes activités anti-oxydantes des
flavonoides et d’autres polyphénols associées a leurs propriétés redox permettant d’éliminer
ou capture les effets d’espéces réactives de 1’oxygéne ainsi que de chélater les différents
métaux de transition et inhibition de I’activité de certaines enzymes responsables de la

production des ERO comme la xanthine oxydase (Xu et al., 2017; Serino et Salazar, 2019).
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[I. Généralitéssur le Genre Pinus

Le Pin est la désignation genérique des arbres appartenant au genre Pinus, de la
famille des Pinacées, dont au moins 111 espéces ont été décrites. Ce genre, de loin le plus
important des coniféres, comprend de nombreuses espéces dont beaucoup sont des essences
forestiéres importantes. Plusieurs espeéces, introduites hors de leur habitat naturel sont
localement devenues envahissantes (Jacues Brosse, 2003).
[I.1 Taxonomieet Répartition Géographique

La classification du pin est donnée sur le tableau 1, sa répartition géographique est
tres vaste (Fig.5). On les trouve dans des régions assez variées, mais surtout dans les zones
a climat tempéré-froid de I'némisphere boréal (Algérien, Tunisie, Moroco, France, Espagne,
Italie, les Balkans...etc.) ou ils occupent tous les étages de végétation, du niveau de la
mer jusqu'a la limite supérieure des foréts, méme en terrain en permanence gelé.( Techno-
Science.net, n 1037632, 2004)

Tableaulclassification de pin

Régne Plantae
Embranchement Spermaphyte
Sousembranchement Gymnosperme
Classe Coniférophyte
Ordre Coniférale, Pinoidine, Pinale
Famille Pinaceae (Abietaceae)

Les Pinus sont connus localement sous le nom vernaculaire de: Senouber (O b

(Lucienne,2010)

Fig5. Repartion '

s géographique

du ﬁin (http:/Amww.pinsd

o=

efrancé.c&n/l-apep/presentationl)
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[I.2 Description Botanique

T

Arbres persistants, parfois arbustes, de port et de taille tres variable selon les
espéces; branches en verticilles réguliers; écorce des sujets agés crevassée et
formant des plaques ou des crétes, plus ou moins écailleuse; bourgeons grands,
souvent résineux, ovoides a cylindriques, & nombreuses écailles; la ramification
comporte des rameaux longs et des rameaux nains (brachyblastes).

Les feuilles sont de divers types:

a—sur la plantule de 1 an, au-dessus des cotylédons, feuilles en aiguille, aplaties, a
bords denticulé; ces feuilles persistent 2a 3 ans ;

b — Feuilles primordiales qui évoluent suivant deux maniéres, sur les pousses
longues des pins adultes et sur les pousses naines,

Les organes reproducteurs sont unisexues, les deux sexes sur le méme arbre (genre
monoique) ; la pollinisation est toujours anémophile, jamais entomophile.

L'écorce et le bois sont produits par une assise unicellulaire, le cambium, située
juste sous I'écorce.

Vers l'extérieur, le cambium produit I'écorce interne ou phloeme, qui contient les
tubes criblés permettant le transport de sucres et d'acides aminés (séve élaborée
synthétisée dans les feuilles) en direction des racines ; les cellules du phloeme des
pins du sous-genre Pinus vivent moins longtemps que celles du sous-genre
Strobus, d'ou I'écorce fissurée.

Vers l'intérieur, le cambium produit le xyleme, ou aubier, constitué de 3

composants:

1/ les trachéides qui sont des canaux verticaux transportant vers les feuilles la séve brute ;

dans le xyleme formé au printemps, les trachéides ont une paroi plus fine et plus claire

que celles qui sont formées en été, d'ou l'alternance d'anneaux clairs et foncés sur la

section du tronc (ce sont les cernes annuels) ;

2/ les rayons médullaires qui rayonnent horizontalement du cceur vers 1'écorce et qui

permettent le transport de séve entre les couches de xyleme produites annuellement ;

3/ les canaux résineux (Fig.6.a), paralléles aux tracheides, qui transportent les résines

(Fig.6.b) produites par des cellules spécialisées situées le long de ces canaux.

12
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-

Fig 6. (a) Un canal résinifére par microscopie €électronique a balayage (Sander et al., 2003)
(b) Coulures de résine au niveau d’une rupture mécanique

Il. 3 Espéce£tudiées

Cette étude est concentrée sur six espéces du pin; qui sont Pinus insularis, Pinus
oocarpa, Pinus merkusii, Pinus nigra, Pinus halpensiset Pinus sylvestris (Fig.7), leur
description est donnée sur le tableau 2.

N ] ” ANF o 1 v
STy ok (N P Ly, ; I foms

Fig 7.Pinusinsu|aris(1) Pinusoocarpa(2) Pinus merkusii (3Pinusnigra
(4) Pinushalpensig5) Pinus sylvestrig6)
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Tableau 2: Especes Etudiées de Pin

Description

Distribution

A Arbre persistant (haut: 30 m), a I'écorce brune et écailleuse. A Asie subtropicale et tropicale
A Feuilles fasciculées par 3, aciculaires (long : 100-220 mm, A Foréts mixtes, entre 700 et
Pinus large: 1 mm). 1200 m.
Insularis A Cﬁn_es fructifiés ovoides (long: 5-6 cm, diam: 3,5 cm),
murissant en 2 ans.
A Graines ellipsoides (long: 5-6 mm), dépourvues d'aile.
A Arbre persistant (haut: 30-35 m), & la couronne conique, a A Amérique subtropicale
I'écorce grise a brun rougeétre et fissurée. (Mexique, Nicaragua).
Pinus A Feuilles fasciculées par 3-5, aciculaires (long: 200-280 mm, A Foréts mixtes, entre 700 et
large: 1-2 mm). 1300 m.
Oocarpa A Cones fructifiés ovoides (long: 5-8 cm, diam: 4-7,5 cm),
murissant en 2 ans.
A Arbre persistant (haut: 30-50 m), a I'écorce brun grisatre a brun A Asie tropical (Vietnam, Laos,
rougeatre et fissurée. Cambodge, Philippines, sud de
A Feuilles fasciculées par 2, aciculaires (long : 150-250 mm, large la Chine, Malaise, Indonesia).
Pinus ~ 11 mm), al'_apex aigu. o A Foréts mixtes, savannes, entre
merkusii A Cones fructifiés ovoides a cylindriques (long : 4,5-9 cm), brun 800 et 2000 m.
orangé, murissant en 2 ans. A Pollinisation : V-VI.
A Graines ovales (long: 7-8 mm), munies d'une aile membraneuse A  Maturation spermatique : X-XI
A Cette espéce est la seule & pousser au sud de 1’équateur.
A Arbre persistant (haut: 50 ma I'écorce grise a brun sombre. A Europe méridionale, Asie
A Feuilles fasciculées par 2, aciculaires (long : 40-190 mm, large mineure et Afrique du Nord-
Pinus : 1-2 mm). Ouest
nigra A Cones fructifiés ovoides a cylindriques (long : 3-8 cm, diam: A Cultivé. Foréts de résineux, en
2-4 cm), brun a jaunatres, subsessiles, murissant en 2 ans. altitude.
A Arbre persistant (haut: 20 m), a la couronne conique, a I'écorce A région méditerranéenne, de
grise et fissurée. I’Espagne a I’ Asie Mineure
A Feuilles fasciculées par 2, aciculaires (long: 60-100 mm, large : A introduit en Europe en 1683.
Pinus 1 mm), al'apex aigu.
halpensis A Cobnes males _eII|p30|des, brun jaunétrg. Cones fructifiés
oblongs a coniques (long: 6-10 cm, diam: 3-4 cm), brun
rougeatre, murissant en 2 ans.
A Graines obovoides (long: 6-7 mm), munies dune aile
membraneuse.
A Arbre persistant (haut: 40 m), & la couronne conique, a I'écorce A Asie tempérée et
grise a brune et écaileuse. septenrrionale
A Feuilles fasciculées par 2, aciculaires (long : 40-60 mm, large : A Europe tempérée, naturalisé
Pinus 2 mm), conniventes, a I'apex aigu a acuminé. _ ailleurs (Amérique du nord).
_ Cobnes males ovoides (long : 10 mm), jaunes ou rosatres. Cones A  Cultivé Pentes rocheuses, entre
sylvestris fructifiés ovoides (long: 3-6 cm), brun grisatre, murissant en 2 400 et 1600 m.
ans.
A Graines obovoides (long: 3-5 mm), munies dune aile

membraneuse.
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[l. 4 Composition Chimique

Chimiquement, la famille des Pinaceae, dont les pins font partie, est surtout
Caractérisée par la présence de résines, de tanins, de terpenes, de lignans et de quelques
stilbenes.

Dans tous les coniféres, la résine, ou oléorésine, est présente de fagon constitutive
(synthétisée dans des structures anatomiques trés spécialisées) ou induite (généralement
provoquée par des attaques d'insectes ou d'agents pathogénes (LaFever et al, 1994);

Elle est considérée comme un systéme de défense lors des ruptures mécaniques
de bois (Cheniclet, 1987; Luchiet al., Ruel et al., 1998) afin de le protéger contre les
attaques exterieurs;

La résine des pins est un mélange complexe de terpénes constitué d'une partie
volatile appelée térébenthine et d'une partie non volatile appelée colophane (rosin).

La térébenthine contient principalement des monoterpénes et quelques
sesquiterpénes. Le (3-pinéne (2), l'a-pinene(3) (figure 8), et le 3-caréne sont les plus
répandus alors que les composés mineurs généralement présents sont le dipenténe, le p-
phellandréne, le terpinoléne, l'a-terpinéne, le p-cymene et le myrcéne (4) (Zinkel et al,
1989a).

La colophane contient essentiellement des acides diterpéniques (Phillips et al,

1999), elle est généralement considerée comme un mélange complexe de molécules dont
90 % sont des acides, les 10 % restants sont un mélange d’esters, d’aldéhydes et d’alcools.
La fraction acide est composee d’isomeres de ’acide abiétique (acide 13-
isopropylpodocarpa?, 13-dién-15-oique) dont la formule brute est C19H29COOH et la
masse molaire est de 302,451 g/mol (Cannac et al., 2009; Ghanmi et al., 2009; Joye and

Lawrence, 1967; Wiyono et al., 2006). Ces isomeéres peuvent étre divises en deux
principaux groupes, le premier est celui des isoméres de 1’acide abiétique (acide abiétique,
acide néoabiétique, acide lévopimarique, acide palustrique) et sont caractérisés par des
doubles liaisons conjuguées, le second groupe est celui des isoméres de I’acide pimarique

(acide sandaracopimarique, acide isopimarique et acide pimarique) qui ne possédent pas
de double liaison conjuguée. Des formes déshydrogénées de 1’acide abiétique sont
également présentes dans la colophane, par exemple, 1’acide déhydroabiétique dont la
formule brute est C19H,7COOH et la masse molaire égale a 300,208 g/mol (Rezzi et al.,
2005).

Les principaux tanins retrouvés dans les pins, surtout étudiés a partir du pin
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maritime (Pinus maritima L.)sont des oligomeéres de deux a sept unités de fiavan-3-ol.
Les plus fréquemment retrouvés sont les procyanidines, c'est-a-dire des oligomeéres de
catéchine ou d'epicatéchine (Romani et al, 2006).

Une trés grande variété de terpenes a été identifiée dans le genre Pinus les
compositions en terpenes volatils des aiguilles de plusieurs especes de pin ont déja été
analysees (Yu et al, 2004; Ka et al, 2005; Hong et al, 2004; Tsitsimpikou et al, 2001).

Les composes présents en plus grandes quantités sont des mono ou des
sesquiterpenes et leurs concentrations varient d'une espéce a l'autre. Le (3-pinene (2), l'a-
pinene (3), et le |3-phellandréne sont les plus répandus (Fig.8).

Plusieurs diterpénes ont été isolés tant dans la colophane que dans différentes
parties des pins, on retrouve principalement dans la littérature des diterpénes avec des

squelettes de type abietane (5), pimarane (6), isopimarane (7) et labdane (8) (Fig.5)
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Fig 8. Structures des sesquiterpénes et des diterpénes chez le genre Pinus

Les acides résiniques sont des diterpénes, souvent de type abietane, pimarane ou
isopimarane, qui possédent une fonction acide en position 18 ou 19 et qui se retrouvent
dans les différentes parties des conifeéres.

Certains acides résiniqgues moins communs, de type labdane possedent une
fonction acide en 15 ou deux fonctions acides en 15 et 18 ou en 15 et 19 (Zinkel et al,
1989).

La colophane est constituée presque essentiellement d'acides résiniques qui sont
aussi les composés majoritaires du bois interne, de l'aubier et des aiguilles, a titre

d'exemple, les extraits a I'nexane du bois interne et d'aubier de pin sylvestre contiennent
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respectivement 47 % et 38 % d'acides résiniques, principalement les acides abiétique et
déhydroabiétique (Nuopponen et al, 2004).

Le tableau 3 présente une liste des acides résiniques les plus souvent rapportés
chez le genre Pinus. La plupart des acides résiniques retrouvés dans les pins sont
accompagnes par des traces des alcools et des aldéhydes correspondant (Zinkel et al,
1972)

Tableau 3: Principaux acides résiniques retrouves chez le genre Pinus

MNom commun | Momenclature

Type abictane
‘Acide abitique | Acide abiétatri-7,13-én-18-oique_______
Acide néoabiétique Acide abiétadi -8(14),13(15)- én-18-oique
Acide palustrique Acide abietadi -B(9),13- en-18-oigue
| Acide lévopimarigue Acide abiétadi -8(14),12- én-18-oigue
Acide déhvydroabidtique Acide abiétadi -8,11,13- én-18-oigue
Type pimarane
Acide pimarigue . Acide pimaradi-8(14),15- &n-18-oique
Acide isopimarigue Acide isopimaradi-T(&8),1 5- én-18-oigus
Acide sandaracopimarique | Acide isopimaradi-8(14),15- én-18-oigue

——

En plus de ces familles de diterpenes, quelques composés apparentés a ces structures
ont été identifiés dans des espéces de pins (Fig.9). Il ya l'acide abéoanticopalique (9) qui a un
squelette de type labdane avec un des cycles ouverts et qui a été isolé dans le pin blanc (Pinus
strobug (Zinkel et al, 1987). Mentionnons aussi le norpimaradiénone(10) qui montre un
squelette de pimarane avec un méthyl en C-4 en moins, ce composeé a été isolé de la résine du

pin maritime, Pinus pinasterune espéce originaire d'Europe.

COoH
=

Fig 9. Acides résiniques a squelettes modifiés

Contrairement aux diterpenes qui sont des composes retrouvés en grande quantite,
les triterpénes sont isoles en faible quantité dans le genre Pinus, la variété des types de
squelettes retrouvés est aussi moins grande, les premiers a avoir été isolés étaient de type

serratane.
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Le serratenediol (11) (Fig.10) est un exemple de serratane qui a été retrouvé dans
plusieurs especes de pins (Rowe, 1989d). Conner et al, en 1984, ont identifié quatre autres
triterpenes du méme type (12 a 15) dans I'écorce du pin argenté (Pinus monticol§l Cheng
et al. (1975) de leur c6té, en ont décrit quatre (16 a 19) provenant d'un extrait a I'acétone
de Pinus luchuensisCing autres triterpenes (20 a 24) appartenant au type lanostane ont

aussi été identifiés dans cette matrice (Wada et Tanaka, 2000)

b
Anan
i
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040
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b

Fig 10. Composés triterpéniques chez le genre Pinus

Les composés phénoliques retrouvés dans les pins sont tres variés. Les lignans, qui
sont dérivés des phénylpropanes, sont souvent présents en grande quantité, ceux
principalement rencontrés dans le bois de cceur, les nceuds et I'écorce sont le lariciresinol
(25), Tisolariciresinol (26), le secoisolariciresinol (27) et le (-)-nortrachelogenin (28) (Fig.
11) (Suga et al, 1993; Willfor et al, 2003; Willfor et al, 2003).

Le xylopyranoside de (+)-isolarisiresinol est un glycoside de lignan isolé dans un
extrait au MeOH des aiguilles de Pinus densiflora (Jung et al, 2003). Les stilbénes
constituent aussi des composés phénoliques majoritaires dans le bois interne de plusieurs
pins.

Certains agissent comme phytoalexin, c'est-a-dire que leur présence a été induite
par un stress provenant d'une attaque fongique ou bactérienne, les plus rencontrés dans le
genre Pinussont le pinosylvin (29), le pinosylvin monomethyl ether (30) et le pinosylvin
dimethyl ether (31) (fig.11). Ces derniers sont des constituants caractéristiques du bois
interne du genre Pinus(Rowe, 1989).
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Fig 11. Composeés phenoliques retrouvé chez le genre Pinus

En terminant par une série d'alcaloides de type piperidine (Fig.12). Les premiers a
étre identifiés furent Pa-pipecoline (32) et le (-)-pinidine (33) a partir des feuilles de Pinus
sabiniana(Tallent et al, 1955). Plusieurs autres alcaloides de ce type ont ensuite été
identifiés (Tawara et al, 1993) et Stermitz et al ont déterminé leur présence dans plusieurs
espéces de pins en 1994,

N N
32 33

Fig 12. Alcaloides présents dans le genre Pinus

[1.5 Activité Biologique

Plusieurs études visant a évaluer le potentiel biopharmaceutique de différentes
especes de pins ont été rapportées dans la littérature. Ces travaux se penchent
particulierement sur le potentiel antioxydant, antibactérien et antifongique. Il existe aussi
quelques études sur le potentiel anticancéreux d'extraits de pins et de composés provenant
du genre Pinus

Le Pycnogenol est un supplément nutritif commercialisé qui correspond a un
extrait éthanolique-aqueux des écorces de Pinus maritima Cet extrait est composé

principalement de proanthocyanidines et d'acides phénoliques (Rohdewald, 2002). 1l a une
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toxicité aigué et chronique faible et les activités biologiques qui lui sont attribuees sont
nombreuses : traitement de I'insuffisance veineuse chronique, protection contre le stress
oxydatif dans plusieurs systémes cellulaires, activité anti-inflammatoire in vitro et in vivo,
etc. (Rohdewald, 2002).

Des extraits d'aiguilles, d’écorces et de cones de Pinus massonianant montré une
faible inhibition de la croissance de cellules leucémiques de type U937 (Cui et al, 2005).
Un extrait des écorces de Pinus massoniana aussi montré le pouvoir d’induire l'apoptose
sur une lignée de cellules cancéreuses du foie (BEL-7402) (Cui et al, 2005). Certains
diterpénes isolés de Pinusluchuensisont été testés pour leur activité chemopréventive
face au cancer et ont montreé des résultats intéressants (Minami et al, 2002).

L'activité antioxydante des extraits de Pinus conforteet de Pinus sibrica(Willfor,
et al, 2003), de I'huile essentielle de Pinus mugdGrassmann et al, 2003), du Pycnogenol
(Packer et al, 1999), d'extraits d'écorces de Pinus pinaste Tourino et al, 2005), d'extraits
d'aiguilles de Pinus sylvestrigKa et al, 2005; Vuorela et al, 2005), d'extraits d'aiguilles de
Pinus densiflorgJung et al, 2003), d'extaits de Pinus morrisonicolaHsu et al, 2005) et
d'extraits de Pinus massonianéCui et al, 2005) a été démontrée clairement au cours des
dix derniéres annees. La présence de composés phénoliques explique en grande partie ce
fort potentiel antioxydant.

Les propriétés antibactériennes et antifongique des pins, attribuable a un grand
nombre de phytoalexins, suscitent aussi beaucoup d'attention dans la littérature

scientifique.
[1.6 Utilisation de la Résinede Pin

Divers produits résineux obtenus a partir de Pins sont employés dans la médecine
traditionnelle locale, utilisent a ces fins la résine naturelle, la gemme et le galipot,
I'essence de terebenthine, le produit résineux qui s'écoule d'un morceau d'ocote (bois
particulierement riche en résine) enflammé, etc., qu'ils s’appellent indifféremment
resina/resine/ ou trementina/gemme, terebenthine. Seuls ou en mélange, ces produits sont
utilisés pour soigner les fractures, les luxations, la gale ainsi que diverses maladies dites
"froides" (comme les rhumatismes, l'arthrite etc. ; le classement en maladies "froides"” se
réfere a des notions écologiques mais aussi et avant tout symboliques) (Motte-Florae,
1992).

Les textes anciens attestent que les Azteques utilisaient déja en thérapeutique des
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produits résineux de Pin: l'ocotzol, ou résine obtenue par incision du tronc, et l'oxitl,
produit résineux obtenu par un procédé inconnu. Cet oxitl était consideré comme un
médicament d'une importance telle que sa découverte était attribuée a Tzapotlatena, disent
des médecins et des sages-femmes. Chez les P'urhepecha, la tradition d'une préparation a
base de résine de Pin s'est perpétuée a travers un thérapeute traditionnel. Il s'agit du
produit de la distillation séche de morceaux d'ocote de Pinus leiophyllachoisis avec
beaucoup de soin. Diverses données historiques et anthropologiques (Motte-Florae, 1996)
permettent de penser qu'il s'agit de l'oxitl, utilisé pour les mémes indications qu'autrefois
et jouissant d'un égal prestige, on le dit excellent contre les maux de gorge, remarquable
pour le traitement des luxations et des fractures, puissant antiseptique, mais surtout on lui
reconnait la particularité d'étre parfaitement toléré. Si les propriétés de modificateur des
secrétions bronchiques, les vertus antiseptiques et anti-inflammatoires de produits obtenus
a partir de diverses espéces de Pins (en particulier P. sylvestriset P. pinaste) ont été
verifiées depuis longtemps, l'utilisation de ces produits s'est toujours trouvée limitée en
raison des risques d'irritations et d'allergies. Cette tolérance de l'oxitl est une donnée
particulierement intéressante et mérite qu'on s'y intéresse, surtout quand on sait que ce

produit était si peu allergisant.

Les nouvelles perspectives pharmaceutiques qu'offrent de telles traditions méritent

qu'on ne laisse pas tomber dans I'oubli cette source de savoir.

La résine de pin peut étre appliquée directement sur la plaie pour endiguer le flux
sanguin un peu sous forme de colle. La résine va également inhiber la croissance et la
propagation des bactéries en raison de sa nature collante qui substitue a la bactérie
I’humidité dont elle a besoin pour survivre, elle est utilisée aussi pour imperméabiliser des
chaussures et d’autres articles, la résine présente un source de lumiére, de chaleur et pour
allumer un feu dans des conditions humides. Utilisée aussi comme colle, pour réparer les
trous des récipients d’ecau, les semelles de chaussures, appliquer des plumes sur des
fleches faites maison ou durcir les pointes de chasse pour les empécher de se briser
(Survie Boreale 23 Septembre 2018)
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Ill. Matériels et Méthodes
Ce chapitre expose les matiéres végétales utilisées, les protocoles d’extraction, ainsi

que les tests d’évaluation de I’activité antioxydant.

1.1 Méthodesd ' Ext racti on

Apres séchage a I’ombre, la résine a été broyée en poudre fine, ensuite macérée dans
un solvant adéquat d’extraction durant un temps approprie. La macération est la méthode
utilisée pour I’extraction.

[11.2 Expérienceseffectuées eévaluationdel ' a c antioxyidanté

Afin d’évaluer le pouvoir antioxydant des extraits de la résine des pines, plusieurs méthodes
ont été adaptées a savoir: I’activité scavenging de radical DPPH, Le pouvoir réducteur,
ABTS", Capacité de chélation des métaux ...etc.

l11.2.1 Travaux de MORDO (2017)

TestDPPH

Le DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyle) radical libre, stable et caractérisé par une
couleur violette dont l'intensité est mesurée a 515 nm (Brand-Williams et al., 1995). La
substance antioxydante agit en transférant un électron ou un atome d'hydrogéne ce qui conduit
a la réduction du DPPH au cours de la réaction et a un changement de coloration au jaune
pale. Ce passage, de la premiére forme a la deuxiéme, est accompagné d'une diminution de
I'absorbance qui peut exprimer le pourcentage de réduction de DPPH (Molyneux, 2004).
Mordo tillah; a réalisé I’expérience sur la résine de 3 espéces de pin, P. insularise, P.oocarpa,
P.merkusii.L’analyse de I’activit¢ de réduction de DPPH par la spectrophotométrie a été
effectuée conformément a Batubara et al. (2009).

Une bioautographie antioxydante a été réalisée selon Salazar-Aranda et al. (2011).

[11.2.2 Travaux deKILIC (2016)
[11.4.2.1 Dosagedescomposégphénoliquestotaux
La teneur totale en phénolique a été déterminée avec le Reéactif de Folin Ciocalteau,
selon la méthode décrite par (Wang et al.2007).
[11.4.2.2 Détermination dela teneur totale enflavonoides
La teneur totale en flavonoides a été déterminée par une méethode décrite par Jia et al
(1999)
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111.4.2.3 TestDPPH
L’activité de réduction des radicaux libres de 1’extrait a été effectuée selon la méthode
de Shimada et al. (1992).
l11.4.2.4 Capacitéde chélation desmétaux

L’activité chélatante des ions ferreux par I’extrait de PNR était mesurée selon
Dastmalchi et al. (2008).

111.4.2.5 Testde Pouvoirde Réduction F€*

Le pouvoir réducteur de I’extrait a été déterminé par la méthode d’Oyaizu (1986)
avec une légere modification. Cette méthode est basée sur la réduction du ferricyanide
(Fe**) en excés steechiométrique par rapport & des antioxydants. L’augmentation de
I’absorbance de mélange indiqueune plus grande capacité de réduction (Yesiloglu,. Et al
2013, Kilic, et al 2014).

111.4.2.6 TestABTS"

L’activité de réduction de I’ABTS" par la PNR a été mesurée selon la procédure
décrite par (Re et al.,1999).

[11.4.2.7 Testderéduction du peroxyded ' h y d r db’geexnterésinetie Pinus nigra

Le test de réduction du peroxyde d’hydrogene a été effectué suivant la procédure de
Ruch et al (1989)

111.4.2.8. Activité de réduction desradicaux de super-oxyded ' e x terémsinetde Pinus

nigra

La réduction des radicaux super-oxydes a été réalisée par la méthode décrite par Liu et
al (1997), avec une légére modification.

1.4.2.9. Activi t € Antioxydante Totale d’ AciPduws

nigra

L’activité antioxydante de I’extrait de résine a été¢ déterminée selon la méthode décrite

par Wallin et al. (1993), avec modifications mineures.
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[11.2.3 Travaux de AMARI & MECHOUCH E (2017)

A. Dosagedesphénols totaux dela résinede Pinus halepensis

L’estimation de la teneur en composés phénoliques a été réalisée selon la méthode au
Folin-Ciocalteu utilisée par Kéhkonen et al. (1999).
B. Dosage des flavonoides

L’évaluation quantitative des flavonoides dans de I’extrait phénolique de la résine de
Pinus halepensisa été effectuée selon la méthode du trichlorure d’aluminium (AICl3)
(Maksimovié et al., 2005), basée sur la formation du complexe de flavonoides avec le
chlorured’aluminium par chélation des métaux.
C. Test DPPH

L’activité scavenging de I’extrait de resine de pinus halpensisa été déterminée
spectrophotométriquement en utilisant la méthode de Balasundrum et al. (2007).
[11.2.4 Travaux de BENAMEUR et MAATOUG (2018)
A. Dosagedes polyphérmls

La teneur totale en composés phénoliques a été estimée par la méthode de Folin-
Ciocalteu (Li et al., 2007).

B. Dosagedes flavonoidesie la résinede Pinus sylvastris

La méthode utilisée pour le dosage des flavonoides est celle décrite par Bahorun et al
(1996).
C. Test DPPH

La mesure de 1’activité anti radicalaire DPPH® a ét¢ effectuée en suivant le protocole

de Cuendet et al (1997).

24



Résultats et
Discussions




Résultatset Discussions

VI. Résultatset Discussions
IV.1 Travaux de Mordo (2017)
IV.1.1. Rendemend ' e x temia i t

Le résultat obtenu par Mordo Tilah, montre que le composé principal dans la résine de

pin est un composé non polaire qui peut étre extrait par I’hexane.

Tableau4Rendement d’extrait de pin

Echantillon Rendement(%)

n-hexane EtOAc MeOH
P.merkusii 93.581 - -
P.oocarca 76.434 - -
P.insularis 95.557 -- -

IV.1.2. Activités antioxydantsdel ' e xderésines

La valeur ICs indique la concentration d’échantillon qui pourrait inhiber 50% du
radical DPPH. La valeur la plus faible d’ICsq signifie 1’échantillon le plus actif comme

antioxydant.

Tableau 5. Activités antioxydantsdel ' e xderésinest

Echantillon IC 50 (Mg/ml)
n- hexaneP. oocarpa 154.500

n- hexaneP. insularis 99.328

n- hexaneP. merkusii 60.203
Ascorbic acid 0.0052

L’extrait a également été analysé par un test de DPPH avec la chromatographie sur
couche mince. Le résultat a montré que 1’extrait de résine de n-hexane P. merkusiia la valeur
ICso la plus faible, cela signifie que cet extrait est le plus puissant comme antioxydant par
apport aux deux autres. Tous les échantillons ont montrés un faible potentiel antioxydant par

rapport au témoin positif (acide ascorbique).
Le test qualitatif a été réalisé par chromatographie sur couche mince et le réactif
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DPPH pour détecter les composés qui ont la capacité de réduire le DPPH, en donnant une

couleur jaune sur la tache active en tant qu'antioxydant.

D'aprés le test de bioautographie, comme le montre la (Fig.13), I'extrait de résine n-
hexane de P. oocarpg P. insularis et P. merkusiia présenté une forte activité antioxydante
par rapport a I'extrait de résine n-hexane A. loranthifo-lia, MeOH A. loranthifolia, EtOAc A.

loranthifolia et toutes les huiles essentielles.

Les valeurs du rapport frontal des extraits de résines varient entre 0,15 et 0,93 avant
d’étre pulvérisés par la DPPH a 254 nm, dans le chromatogramme vu sous la lumiére UV a
366 nm (Fig.13.c), I’extrait n-hexane de la résine du P. merkusii(Rf 0.74), P.insularis (Rf
0,67), P. oocarpa(Rf 0,65) a montré une tache rouge.

Aprés pulvérisation par DPPH (Fig.13.d), il y avait 3 taches (Rf 0.65, 0.80 et 0.93)
pour le n-hexane P.merkusij 5 taches (Rf 0.18, 0.20, 0.67, 0.80 et 0.92) pour le n- hexane P.
insularis et 5 taches (Rf 0.18, 0.21, 0.71, 0.80 et 0.92) pour le n- hexane P. oocarpaactives
comme antioxydant. Il a été caractérisé par 1’apparition de la couleur jaune sur le

chromatogramme bioautographie.

PM PI PO AH AE AM TM TI TO PM PI PO AH AF AM TM TI TO

PM PI PO AHAE AM TM TI TO ) PI\:‘f- PI PO AH AE AM TM TI
c d
Fig 13. Chromatogramme bioautographie d’ Antioxydants; utilisant un réactif de détection

TOI

DPPH (a) lumiére visible (b) 254 nm (c) 366nm Aprés pulvérisation par DPPH; PM : n-hexane P. merkusii Pl : n- hexane P.
insularis PO : n- hexane P.oocarpg TM : Terpentin P. merkusij Tl : Terpentin P.insularis; TO:Terpentine
P.oocarpa

Les résultats de cette étude ont montré que les extraits de résine de pinus merkusji
oocarpaet insullaris, possédent une activité antioxydante, néanmoins I’extrait de la résine

du pinusmerkusiia montré un pouvoir antioxydant plus élevé par rapport aux deux autres,
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Cela a été traduit par une plus faibe valeur de 1Cs et la présence d’une tache rouge sur le

chromatogramme mesuré a une onde de 366 nm.

IV.2 Travaux deKilic (2016)
IV.2.1 Détermination des Polyphénolst des Flavonoides

Dans le cadre d'étude de KILIC, il a détecté 48,2 mg d’équivalent quercétine de phénol
dans Img d’extrait de méthanol de la résine de pinus nigra (RPN). La teneur totale en
flavonoides dans 1g d’extrait méthanolique de résine était de 66,36 mg, selon la norme courbe

de I’acide gallique.
IV.2.2 Activité antioxydant totale dansl ’ ésiond ' a dinoktigue

L’activité antioxydant d’extrait de résine de Pinus nigra a été déterminée par la
méthode du thiocyanate. (Fig.14)

L’extrait de méthanol du RPN (375 ug/ml) présentait un puissant antioxydant avec une
inhibition de 81,0 % de la peroxydation d’acide linoléique, cependant, la méme concentration
de BHT, BHA, a-tocophérol et 1’acide ascorbique inhibent la peroxidation lipidique a 90,8,
87,4, 45,8 et 38,9 %, respectivement.

Par conséquent, ces résultats indiquaient clairement que le PNR avait une activité
antioxydant similaire @ BHT, BHA mais une activité antioxydant plus élevée que I’acide
ascorbique et le a-tocophérol, aux mémes concentrations; Les résultats suggerent que les

activités antioxydants dépendent de la concentration.

3.0

—— Control
—a— p. nigra resin
25 — —i— m~-tocopherol

| —w— BHA
—— Ascorbic acid
5 —»— BHT
——-—

Lipid peroxidation (500 nm)

L] L]
45 50 T2 &4 =1 108
Time (h)

Fig 14. Activité antioxydante totale du RPN, de 1’acide ascorbique,
du a- tocophérol, du BHA et du BHT a la méme concentration (375 pg/mL)

IV.2.3 Réductiondu radical DPPH

Le changement de la densité des radicaux DPPH a été surveillé, la (Fig.15) illustre la
diminution de I’absorbance du radical DPPH due a la capacité de scavenging des molécules
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solubles en différentes quantités de RPN. kilic a utilisé le BHA, le BHT et 1’acide ascorbique

comme standard.

L'activité radicalaire de DPPH de I’extrait de PNR (375 pg/ml) était de 29,8 %.
D’autre part, le BHA, Le BHT et I’acide ascorbique présentaient 44,4, 36,1 et 48,2 %

d'activité radicalaire aux mémes concentrations, respectivement.

DPPH free radical scavenging activity(%)

- \ -
— S -
— SE— .
. e I -
__\_\_\_"—‘\_____ . ——
—— B

—m— P.nigra resin
—a— Ascorbic acid
—i—— BH.A

—w— BHT

T T T w T
=1 150 225 300 ITS

Concentration {pgdrml)

Fig 15.Effet scavinger des radicaux libres du DPPH a différentes concentrations

(75-375 pg/ml) du PNR et des antioxydants de référence.

IV.2.4 Capacitéde chélation du fer ferreux

La chélation du PNR était inférieur a celui de BHA, BHT, a-tocophérol, acide

ascorbique et EDTA. La capacité de chélation des ions ferreux a également augmenté avec

I’augmentation de la concentration de PNR.

Ferraus ions chelating capacity(%)

100 -

. e
IEE————

e

o —

| -l
—m— P.nigra resin
—a— EDTA
—é— Ascorbic acid
—wv— BHA
—d— BHT

—P—a-tocopherol

L]
75 150

I I L] I I L] I
225 300 375 450 525 GO0 675 75

Concentration (pg/mL)
Fig 16.Comparaison de I’activité chélatante des ions

ferreux (Fe2+) de PNR et composés antioxydants standards.

IV.2.5 Le pouvoir deréduction

A une concentration de 375 pg/ml, la puissance de réduction de I’extrait de PNR était
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d’environ 0,197% , une solution de BHA, de BHT, d’acide ascorbique et a-tocophérol a la

méme concentration, avait une valeur de puissance de réduction de 0,728%, 0,621% et
0,598% et de 0,310%, respectivement.

0.8
0.7 = T T _—
— --\-\-\_""-'__ __———""_F--F

. 0.6 4 — __-"“::-l“:_-m* _f____,::::ﬂ
S 05 o = —B— P.nigra resin
= ' —8— a-tocopherol
+= —&— Ascorbic acid
3 0.4 = —w— BHA
= 1 P —a4— BHT
5= 034 - T I
E )
= 0.2 4 — = —

0.1 =

0.0 T T T T T

o 75 150 225 300 375

Concentration (pg/mL)

Fig 17.Potentiel réducteur de Fe** en Fe?* différentes concentrations
(75-375 pg/ml) de PNR et d’antioxydants des standards.

IV.2.6 Activité de réductiondu peroxyded ™ hydr ogéne

Toutes les mesures spectrophotométriques ont été répétées deux fois au moins trois
répétitions. A une concentration de 375 pg/ml, la puissance de réduction de I’extrait de PNR
¢tait d’environ 0,197%, le témoin positif utilisé dans cet essai est une solution de BHA, de
BHT, d’acide ascorbique et a-tocophérol a la méme concentration, avait une puissance de
réduction de 0,728%, 0,621% et 0,598 % et 0,310%, respectivement.

80

= 7o o ,_—____q\\\ =
= —— HH__ o __,__:—::,,5—”"'
= T - -
§ 60 — e - -
= e
= 20
S
40 -
g __:i:_‘;i
— T — —-_‘__________._r-l:‘==__
ﬁ 30 — e —
= —=— P.nigra resin
g 20 4 —®— Ascorbic acid
= —ih— BHA
%’ 10 BHT
_,.5.5 —a— a-tocopherol
=

T T T T T
o 5 150 225 300 375

Concentration (ug/fmbL)
Fig 18.Comparaison de la réduction du peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) activité du PNR et des standards.
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IV.2.7 Réductiondesanions superoxyde

La diminution de I’absorbance & 560 nm avec des antioxydants indique ainsi la

consommation d’anion superoxyde dans le mélange de réaction.

L’extrait PNR présentait une activité de balayage des radicaux superoxydes inférieure

a celle du BHA, du BHT, du a-tocophérol et de 1’acide ascorbique.

L’activité de récupération des radicaux superoxydes de ces échantillons a suivi I’ordre

suivant : BHA> BHT> acidea s ¢ o r b rtagpapleérel>extrait de RPN.

Supemxide anion radical scavenging activity (%)

Fig 19. Réduction du radical anionique de superoxyde (O7,) de la RPN et les standards.

IV.2.8 Réductionde |

A
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————————_ u

—=— P. nigra resin
—&— g-tocopherol
—i— BHA
—w— BHT
—a— Ascorbic acid

L] L] L]
TG 150 225 300 375
Concentration (pg/mL)

" ABTS

L’activité de réduction de ’ABTS™ a augmenté avec la concentration croissante de
PNR, atteignant 41,34, 32,11 et 10,38% a 375, 225, 75 pg/ml, respectivement.

L activité de récupération ' ABTS * des étalons a 375 pg/ml diminués dans 1’ordre :
Acide ascorbique> BHT> BHA> a-tocophérol (92,3, 85,4, 79,0 et 53,8 %, respectivement)
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Fig 20.Réduction de ’ABTS"
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L’activité antioxydant de pinus nigraa montré un haut pouvoir réducteur qui est
dépendant rationnellement de la quantité et la concentration de I'extrait.

Les composés phénoliques et flavonoides semblent étre responsables de 1’activité
antioxydant de PNR.
Les résultats ont démontré que la RPN a une forte teneur en antioxydants, pouvoir réducteur,
récupération des radicaux anioniques de superoxyde, du peroxyde libre, et de peroxyde
d'hydrogéne, chélation du métal et réduction de ABTS™ et radical DPPH par rapport a des

standards différents telles que a-tocophérol, acide ascorbique, BHA et BHT.

IV.3 travaux de Travaux de Amari & Mechouche sur la résine deinus halpensis (2017)

IV.3.1 Dosagedescomposéphénoliques dda résinede P. halepensis

Les résultats de la teneur en phénols totaux, flavonoides sont illustrés dans le tableau 3. Des
teneurs relativement élevées ont été enregistrées en phénols totaux (232 + 12,72 mg EAG/
gE), en flavonoides (91,81 + 2,66 mg EQ/ Ge) confirmant ainsi ce qu’a été déja supposé
concernant sa richesse en composés phéenoliques, selon I’étude menée par Kadri et al. (2014)
faite sur les graines de Pinus halepensigpin Algérien), les teneurs en phénols totaux et en
flavonoides trouvées dans I’extrait méthanolique (50%) sont de 3,71 mg EAG/ gE et 0,80 mg

EQ/ gE, respectivement. Ces valeurs sont inférieures a celles obtenues avec cette étude.

Tableau 6 taux d’extraction et dosage des composés phénoliques

Tauxd ' e xt r(®)c Phénolstotaux (mgEAG/g E) Flavonoides(mg EQ/ g E)

27, 05% 232 £12,72 91,81 + 2,66

1.3.2 Pouvoir réducteur

Dans ce test, la présence des réducteurs dans I’extrait provoque la réduction de Fe*'/
complexe ferricyanide a la forme ferreux Fe**. Par conséquent, Fe** peut étre évalué en
mesurant 1’augmentation de la densité de bleu dans le milieu réactionnel a 700 nm. Le
pouvoir antioxydant par la réduction du fer ferrique de 1’extrait phénolique de la résine et des

standards le BHA et la vitamine E a été évalué & une concentration de 100 pg/ml (Fig.21).
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Fig 21 Evaluation du pouvoir réducteur des extraits phénoliques de
la résine de P.halepensist des standards a 100 pg/ml.

Les résultats obtenus indiquent que 1’extrait phénolique de la résine de P.halepensisa
exhibé une activité réductrice importante avec un pouvoir de 0,63 Ul, qui est supérieur a celle
obtenu avec la vitamine E, le BHA a montré le plus fort pouvoir réducteur. Ces variations
pourraient étre attribuées aux facteurs structuraux des différents antioxydants (Alanso et al.,
2000).

IV.3.3 Effet Scavenger Contrde Radical DP P H "~

Les résultats de I’activité anti-radicalaire de 1’extrait phénolique de la résine de

P.halepensist des standards exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH sont

illustrés dans la (Fig.22).
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Fig 22.Evaluation de pouvoir anti-radicalaire au DPPH d’extrait phénolique
de la résine de P.halepensist des standards a 100 pg/ml

D’apres la (Fig 22), ’extrait de la résine a exhibé de puissant effet scavenger contre ce
radical (p< 0,001), avec un pourcentage d’inhibition de 70,86%, inférieur aux effets des
molécules de références, 1’acide ascorbique (93,15%) et la catéchine (81,32%). On peut
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constater que 1’activité scavenging du DPPH de I’extrait de la résine pourrait étre attribuée a
leurs teneurs €levées en composé€s phénoliques. Aussi, il a été rapporté que ’activité anti-
radicalaire dépend de la structure chimique des composés phenoliques et de la disponibilite en
groupements hydroxyles (OH) qui leur attribue la capacité de transférer des électrons ou de
donner des hydrogénes (Jayaprakasha et al., 2008). La résine de pinus halpensisonstitue une
source importante en composés phénoliques dont les acides phénoliques et les flavonoides.
La mesure du pouvoir antioxydant de ’extrait phénolique de la résine de Pinus halepensis a
révélé des activités antioxydants trées élevés,
IV.4 Travaux de Benameur et Maatoug (2018)
IV.41 Rendementd ’ extracti on

La préparation des extraits a partir de la résine de Pinus sylvestrigst effectuée par
des solvants a polarité croissante et a permet d’obtenir trois extraits: 1’extrait d’hexane,
d’acétate, et I’extrait de méthanol. Les rendements d’extraction sont présentés dans le (tableau
7)

Tableau 7: Rendements des extractions a partir de la résine de Pinus sylvestris

Extrait Rendement(%)
Acétate d’éthyle 44,83
Méthanol 29,96
Hexane 06,32

Selon le tableau, le rendement le plus élevé est obtenu dans I’extraction par 1’acétate
(44,83 %), suivi par I’extrait méthanolique (29,96 %), puis I’extrait de I’hexane (6,32 %), on
peut noter que le rendement augmente avec la polarité des solvants d’extraction.
IV.4.2 Dosagedes polyphénolst flavonoides
Les résultats sont exprimés en termes d’équivalents d’un standard a 1'aide d’une courbe
d’étalonnage (fig.23). A partir de la courbe d’étalonnage, les teneurs en composes
phénoliques des extraits de Pinus sylvestrisont montrés dans le tableau suivant:
Tableau 8 : Dosage des polyphénols et flavonoides des extraits de Pinussylvestris.

Les extraits Polyphenolstotaux (mg EAG/g MS) Flavonoidestotaux (mg EQ/gMS)

Acetate 83,228+ 2,034 0,977+ 0,297
Methanol 49,637+ 6,014 0,259+ 0,022
Hexane 15,635+ 3,585 0,248+ 0,030

Chaque valeur représente la moyenne de 3 répétitions + SD.
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Les résultats montrent que les teneurs en polyphénols varient considérablement entre
les extraits; 1’extrait d’acétate est la plus riche en polyphénols avec une concentration de
83,228 mg EAG/g MS, l'extrait de méthanol a montré une valeur inférieure a 1’extrait
précédent 49,637 mg EAG/g MS, et enfin l'extrait d’hexane avec 15,635mg EAG/g MS.

Dans le dosage des flavonoides, 1’extrait d’acétate semble le plus riche en flavonoides
avec une concentration de 0,977 ug EQ/mg MS, suivi par I’extrait methanolique 0,259 pg
EQ/mg MS, puis I’extrait d’hexane avec 0,248 pug EQ/mg E.

IV.4.3 Activité antioxydante desextraits de Pinus sylvestris

Les profils de I’activité anti radicalaire obtenus révélent que les trois extraits étudiés
posseédent une activité dose-dépendante et faible avec des valeurs tres élevées des ICso. La
meilleure activité est observée pour l’extrait methanolique avec une 1Cso de 414 pg/ml+
0.010, suivi par I’extrait d’acétate (1Cso = 593 pg/ml+ 0.013), et enfin ’extrait d’hexane (ICsp
= 1143 pg/ml+ 0.024). Le standard utilisé (I’acide ascorbique) présente une activité

antioxydante tres élevée par rapport aux extraits avec une ICsg de 2,89 ug/ml+ 0.07. (Fig.24).

600 - 1143

200 419

0 2,89
A ascorbique Méthanol Acétate Héxane

Les extraits

Fig 24. Activité anti radicalaire (ICsq) des extraits de Pinussylvestriset de 1’acide ascorbique.

D’apres ces résultats, on peut constater que I’activité scavenging du DPPH des extraits
de la résine pourrait étre attribuée a leurs teneurs elevées en composes phénoliques. Aussi, il a
été liée directement a la structure des composés phénoliques et le nombre des groupes
hydroxyles disponible (Villano et al, 2007). La famille des flavonoides montre un potentiel
redox elevé du a la présence du cycle B de type catéchol ou pyrogallol qui permet aux
composés appartenant a ce groupe d’agir comme agents réducteurs puissants (Hayouni et al,
2007), dont le mécanisme principal d’action est le piégeage des radicaux libres par le transfert
de I’atome H sur le DPPHe, qui se transforme en une molécule stable DPPH (Popovici et al,

2009).

37



Conclusion




Conclusion

Conclusion

L’objectif principal de ce mémoir, porte sur 1’évaluation de 1’activité antioxydante
des extraits de différentes résines du Pin, merkussijoocarpa, insularise, nigra, halpensi et
sylvestris

Le choix de ces végétaux s’est basé sur plusieurs critéres a savoir, leur grande
capacité de production de résine, la richesse en composants antioxydants, 1’axée facile et
I’abondance dans la nature et la disponibilité des informations.

La résine est le principal produit de ces espéces. Elle s'écoule d'abord fluide, puis se
concrete en s'oxydant en masses solides cassantes et insolubles dans I'eau mais solubles dans
I'alcool.

Cette étude a montré que:

La résine de différentes espéces étudiée représente une source naturelle d’antioxydant,

Les mesures de pouvoir antioxydant de I’extrait des résines ont révélé des activités
antioxydantes élevées, due a la richesse en composes phénoliques et flavonoides qui minimise
I’oxydation et la production des radicaux libres,

La richesse de I’extrait de la résine de Pinus halepensien composés phénoliques et
en groupement hydroxyles (OH) dans leurs structures chimiques pourrait étre responsable de
piégeage des radicaux libres,

La résine de Pinus merkusia le potentiel anti-radicalaire le plus élevé par rapport aux
autres especes, oocapa, insularis

D’aprés les essais sur 1’extrait de PNR, une activité antioxydant importante a été
observée due a leur teneur élevée en polyphénols,

Les différents mécanismes antioxydants de PNR peuvent étre attribués a la capacité de
céder I’hydrogeéne, capacité de chélation du métal et joue le réle d’un réducteur de peroxyde

d’hydrogéne, superoxyde et d’autre radicaux libres.
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Résumé

Résumé

Plusieurs études sont faites dans la recherche de nouveaux antioxydants dans le but de lutter
contre le stress oxydatif, Vu les différentes maladies qui sont induites par les oxydants. La
famille des résineux représente une source riche en antioxydants, cela explique leur utilisation
vaste en phytochimie. Ce travail a l'objectif d'évalue l'activité antioxydante de résine de
différentes espéces de pin et consiste a déterminer leurs teneurs biochimique en polyphénols
et flavonoides et leur activité ontioxydante avec plusieurs testes, dans le but de savoir leurs
potentiel biologique, spécialement, I'activité antioxydante qui se differe d'une espéce a une
autres, selon la composition chimique de chaque résine dont leur concentration plus elle est
élevé plus elle a un haut potentiel de piégeage d'oxydant dans le corps. Chaque extrait
résinique est caractérisé par son pouvoir antioxydant.

Lesmotsclé: résine, pin, activité antioxydante, stress oxydatif, polyphénols.
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Abstract

Several studies are being made in the search for new antioxidants in order to fight against
oxidative stress, given the various diseases which are induced by oxidants. The conifer family
represents a rich source of antioxidants, which explains their wide use in phytochemistry. This
work has the objective of evaluating the antioxidant activity of resin of different species of
pine and consists in determining their biochemical contents of polyphenols and flavonoids
and their ontioxidant activity with several tests, in order to know their biological potential,
especially, the antioxidant activity which differs from one species to another, depending on
the chemical composition of each resin whose concentration the higher it is, the more it has a
high potential for trapping oxidant in the body. Each resin extract is characterized by its
antioxidant power.

The key words: resin, pine, antioxidant activity, oxidative stress, polyphenols.



