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Introduction

La pigmentation est un processus naturelle d’'accumulation de pigments comme la

mélanine, dans certaines zones des tissus animaux ou végétaux. Chez l’homme, la mélanine

est formée lors de la mélanogènèse qui se déroule au niveau de ces cellules de peau, donnant à

celle-ci une coloration plus ou moins sombre. Chez les végétaux, ce pigment est produit au

cours du processus appelé le brunissement enzymatique. Ce dernier résulte de la

transformation de certains composés phénoliques en quinones, les quinones formés se

condensent entre eux-mêmes ou avec des composés nucléophiles présents dans leur

environnement, comme des amines, des thiols, des phénols …etc, formant ainsi les mélanines

et les benzoquinones dont la couleur va du jaune au bleu noir [CHERIOT, 2007.]

L’étape clé de synthèse des mélanines par mélanogènese ou par réaction de

brunissement enzymatique met en jeu une réaction catalysée par la tyrosinase, une

polyphenoloxydase, qui en présence d’oxygène, catalyse l’oxydation de la tyrosine, un mono

phénol, en quinone. L’hyperactivité de la tyrosinase conduit chez l’homme à une

hyperpigmentation qui cause des problèmes esthétiques, telles que l’éphélide ou taches de

rousseur, les lentigos, les tâches café-au-lait, mélasma, le chloasma, le naevus [Breime,

2005, Oualid, 2011] dont les conséquences sont essentiellement d’ordres esthétiques. Chez

les végétaux, l’activité tyrosinase associée à un brunissement enzymatique indésirable conduit

à des conséquences préjudiciables à la qualité organoleptique de l'aliment en entrainant des

modifications de l'apparence, de la flaveur et de la qualité nutritionnelle. Par exemple dans le

cas des fruits et légumes réfrigérés ou déshydratés, le brunissement est indésirable puisqu'il

cause une dégradation du goût et de l'aspect de l’aliment.

Le contrôle de l'activité de cette enzyme est donc important ; chez L’homme, pour le

traitement des hyperpigmentations. Alors que chez les végétaux, il est important pour éviter le

brunissement enzymatique indésirable des légumes et des fruits. Pour cela, des inhibiteurs de

synthèse de cette enzyme, ont été employés dans ce sens, soit comme agents de

dépigmentations pour le traitement ou la prévention des désordres de pigmentation [Oualid,

20011] ou bien comme agents conservateurs des aliments et des boissons d’origine végétale,

[Issa, 2009].

Les inhibiteurs de la tyrosinase sont donc une préoccupation majeure aussi dans les

industries alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques. Le fait que les inhibiteurs de
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synthèse présentent des effets néfastes aussi bien sur la qualité nutritionnelle des produits

alimentaires que sur la santé humaine, des travaux scientifiques se sont tournés vers la

recherche de nouvelles molécules inhibitrices de l’activité tyrosinase, n’ayant pas d’effets

indésirables et de préférence d’origine naturelle. C’est dans cet axe que s’insère l’objectif de

la thématique de recherche développée au sein du laboratoire qui consiste à rechercher à partir

des plantes connues comme source importante de molécules bioactives souvent exemptes

d’effets secondaires [Akombi, 2005], de nouvelles molécules à effet inhibiteurs de l’activité

tyrosinase. Le travail ici présenté est l’aspect préliminaire de cette thématique. Il consiste à

tester l’activité antityrosinase et antioxydant des feuilles de quelques espèces d’arbres et

d’arbustes cultivées dans la région de Bejaia.

Pour répondre à l’objectif du travail ci-présent, la méthodologie suivie et réalisée a consisté

en :

 Une extraction éthanolique à partir des feuilles des espèces végétales sélectionnées

suivie par une quantification des polyphénols (phénols totaux, flavonoïdes et

tannins) dans ces extraits ;

 L’évaluation de l’activité antioxydant et antityrosinase de ces extraits ;

 Une analyse corrélative entre activité antioxydant, antityrosinase avec les taux en

polyphénols, d’une part, et entre les activités antityrosinase et antioxydant, d’autre

part.



Synthèse

bibliographique
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I) Les tyrosinases

I.1) Historique

La découverte de la tyrosinase pour la première fois revient aux travaux de Bertrand

en 1871 qui lui donna le nom de tyrosinase en 1896 [Schweizer, 1916]. En 1938, Les

premières tyrosinases extraites d’organisme du règne végétal sont la tyrosinase de

champignon Agaricus bisporus par Keilin et Mann et celle de pomme de terre par Kubowitz.

En 1966. Nakamura et ses collaborateurs sont arrivés à extraire la première tyrosinase

bactérienne à partir du Streptomyces glaucescens [Breimer, 2005]. La tyrosinase fut la

première enzyme purifiée par chromatographie d’affinité [Lerch, 1981; Jolivet et al., 1998]

et ce n’est qu’en 1998 que la première structure cristallographique de cette enzyme extraite

d’Impomea batatas a été rapportée [Klabund et al.,1998]. Beaucoup de chercheurs se sont

intéressés aux tyrosinases de diverses sources comme : les champignons [Frieden et Ottesen,

1959; Papa et al., 1994; Gouzi et Benmansour, 2007], la banane [Palmer, 1963; Ôba et al.,

1992 ; Sojo et al., 1998], les tubercules de pomme de terre [Patil et Zucker, 1965; Cho et

Ahn, 1999a,b; Marri et al., 2003], l'artichaut, la pomme, la poire, la nèfle, la fraise [Espın et 

al., 1997 ; Ziyan et Pekyardimc, 2003], le coing [Yagar et Sairolu, 2002] et la tyrosinase

humaine [Okombi, 2005 ; Eve, 2011 ; Migan 2013].

I.2) Nomenclature et classification

La tyrosinase (EC 1.14.18.1), une monophenol oxygénase oxydoréductase appartenant

à la famille des polyphénols oxydase (PPO) [Papa et al., 1994]. [Mayer, 1987 ; Zawistowski

et al., 1991]. Cette enzyme habituellement adopté pour les enzymes d'origine animale et

humaine, qui se rapporte au substrat 'typique', tyrosine est également appelée Crésolase en

raison de sa capacité d’utiliser le crésol comme substrat [Issa, 2009]. En présence d'oxygène

moléculaire, Cette enzyme présente deux activités catalytiques ; Une activité monophénolase,

crésolase ou hydroxylase ou les monophénols sont hydroxylés en o-diphénols et une activité

diphénolase, catécholase ou oxydase ou les o-diphénols sont oxydés en o-quinones (Figure

01) [Cho et Ahn, 1999].
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I.3) Distribution et localisation subcellulaire

Les tyrosinases sont largement distribuées dans la nature, elles peuvent être extraites à

partir de diverses sources d'organismes vivants y compris, les procaryotes, les végétaux

supérieurs, les arthropodes, les insectes, les amphibiens, les mammifères et peut aussi se

retrouvée dans les mycètes [Burton, 1994; Whitaker, 1995; Chen et Flurkey, 2002 ; Claus

et Decker, 2006]. Elle peut être localisée dans les chloroplastes, les mitochondries, les

microsomes, les peroxysomes, ou dans le plasma cellulaire [Zawistowski et al., 1991 ;

Mayer et Harel, 1979]. Chez les mammifères, la tyrosinase est localisée principalement dans

les mélanocytes de la rétine et de la peau sous une forme transmembranaire [Claus et Decker,

2006]. Chez les plantes saines, la tyrosinase est majoritairement présente dans les plastides,

alors qu'elle est libérée dans le cytoplasme des fruits murs ou endommagées [Anderson,

1968; Vaughn et Duke, 1984; Zawistowskietal., 1991; Whitaker et Lee, 1995]. Le niveau

de son activité dépend de l'espèce, de la maturité, de l'âge et du stockage. Dans certains cas,

cette activité peut chuter jusqu'à des niveaux négligeables. Cette activité est très basse dans

les jeunes plantes, souvent même indétectable [Mayer et Harel, 1991].

I.4) Rôles de la tyrosinase

La large distribution des tyrosinases dans la nature a été expliquée par leur importance

dans les différents organismes [Breime, 2005].

Chez les mammifères, la tyrosinase est l’enzyme limitante dans l’initiation à la

mélanogenèse, elle catalyse trois réactions dans la voie de biosynthèse des mélanines (Figure

02), utilisant l’oxygène moléculaire et la tyrosine comme substrat [Breime, 2005]. Les o-

quinones formés sont impliqués dans des réactions qui conduisent à la formation des

eumélanines de type noir (responsables de la pigmentation noire de la peau) et des

phaeomélanines de type jaune ou rouge (responsables de la couleur des cheveux et des yeux)

Monophénol O-Diphenol O-Quinone

Figure 01 : Le schéma réactionnelle de l’activité de la tyrosinase [Cho et Ahn, 1999]
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[Okombi ; 2005]. En plus de son rôle de pigmentation, la mélanine joue un rôle important

dans la protection de la peau par l’absorption des rayonnements UV qui causent des

dommages de l'ADN et la formation des espèces oxygénées réactives (ROS), qui accentuent

le processus du vieillissement et les risques de cancer de la peau [Breime, 2005]. Chez les

invertébrés et les insectes, la mélanine est impliquée dans trois processus physiologiques

importants, qui sont les réactions immunitaires, le durcissement curatif et la cuticule des

blessures (sclérotisation), comme elle participe dans d’autres mécanismes biologiques

importants tels que la thermorégulation, le camouflage, l’attraction sexuelle [Breime, 2005].

Pour les champignons, la mélanine participe à la maturation des cellules, et résiste même aux

enzymes hydrolytiques en évitant la lyse des cellules par la formation des spores. [Breime,

2005]. La tyrosinase secrétée par les bactéries du sol est probablement impliquée dans la

formation de l’humus via un couplage aléatoire de différents composés aromatiques. Ce qui

ouvre un nouveau potentiel d’application dans la détoxification dexénobiotiques à structures

phénoliques [Marino et al, 2011].

Figure 02 : Le processus réactionnel de la synthèse de la mélanine [Okombi ; 2005]
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Dans les plantes, la localisation spécifique des formes actives des tyrosinases a laissé

supposer que cette enzyme intervient directement dans la photosynthèse et/ou dans la

régulation de la concentration en oxygène actif dans les chloroplastes [Kuwabara et Katoh.,

1999]. Il a été montré que la tyrosinase était structuralement associée au photosystème II dans

la fève (Vicia faba) [LaxetVaughn., 1991]. D’autres travaux ont attribué à la tyrosinase, un

rôle de protection contre les infections microbiennes, virales et les mauvaises conditions

climatiques [Martinez &Whitaker., 1995]. La tyrosinase catalyse l'oxydation des composés

phénoliques en quinones qui présentent des propriétés bactéricides et fongicides

[Zinkernagel., 1986]. En plus, ces quinones en se polymérisant forment des polymères bruns

insolubles qui constituent une barrière limitant la prolifération de l'infection et l'altération

microbienne des tissus de la plante [Chiara, 2012].

En technologie alimentaire, L'activité de la tyrosinase joue un rôle important dans la

qualité des produits alimentaires [Mayer etHarel, 1991], d’une part par sa participation dans

la coloration bénéfique de certains aliments, telles que les prunes, les raisins noires, les dattes

et le thé, et d’autre part, elle induit une modification de façon désirables ou indésirable des

qualités organoleptiques par le processus de brunissement enzymatique des légumes et des

fruits [Whitaker et Lee,. 1995 ; Mesquita et Queiroz., 2013].

I.5) Désordres associés à l’activité de la tyrosinase

Chez l’homme, L’hyperactivité de la tyrosinase conduit à des hyperpigmentations,

telles que l’éphélide ou taches de rousseur, les lentigos, les tâches café-au-lait, mélasma, le

chloasma, le naevus (grain de beauté)…etc [Breime,2005, Oualid, 2011]. Ces problèmes

dermatologiques sont essentiellement à conséquences esthétiques importantes. Inversement

l’inactivation de cette enzyme conduit à la maladie d’albinisme [Manyatja, 2012]. Au niveau

du système nerveux, l’hyperréactivité de cette enzyme conduit à une neurotoxicité par la

dopamine qui promouvait le développement de la maladie de Parkinson [Breime, 2005].

Chez les végétaux, l’hyperactivité de la tyrosinase est associée au processus du

brunissement enzymatique, dans le quelles les composés phénoliques existants dans la matière

biologique sont transformés en polymères colorés, le plus souvent noir ou bruns, par le biais

des polyphénols oxydases comptant la tyrosinase (réactions ci-dessous).
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Les enzymes (Polyphenol oxydases, tyrosinase,…etc) et les substrats (polyphenols)

de cette réaction, qui sont localisés normalement dans les compartiments cellulaires séparés

par des membranes diverses dans des tissus sains et intacts [Toivonen et Brummell, 2008]

seront mis en contact dans les tissus vieillis et/ou endommagés par des blessures lors de

diverses manipulations du produit végétale (chocs, épluchage, parage…) ce qui conduit à la

production de pigments bruns-noirs. Le brunissement enzymatique est favorisé par l'oxygène,

un pH entre 5 et 7. Il est limité par une très faible activité d'eau (Aw< 0.1), des pH bas et les

traitements thermiques à des températures supérieurs à 65°C [Macheixet al., 2005].

I.6) Structure moléculaire et site actif de la tyrosinase

A l’inverse de la tyrosinase des champignons, les tyrosinases sont le plus souvent

monomériques, c’est le cas des tyrosinases des bactéries, des mycètes, de plantes supérieures

ou des animaux. La structure primaire de la sous unité principale des tyrosinases , dites

catalytique, présente un PM de 30 et 50k Da quelque soit leurs sources [Van Gelder et al.,

1997; Fan et Flurkey, 2004] est typiquement organisée en trois domaines (Figure 03 (a)) :

Le domaine N-terminal responsable de la maturation de la protéine enzymatique et de son

adressage et sa maturation ; Le domaine C-terminal qui couvre le site enzymatique et permet

de garder l’enzyme sous forme inactive sur chemin sécrétoire ; Le domaine central catalytique

qui est le plus conservé chez toutes les espèces. Les tyrosinases d’origine animale et végétale

contiennent les trois domaines, alors que les tyrosinases fongiques sont dépourvues du

domaine N-terminal et la tyrosinase bactérienne ne contient que le domaine central

catalytique associé à la protéine de caddie. L’activation de la tyrosinase est effectuée par

élimination des deux domaines N et C-terminal chez les végétaux et les animaux, ou par la

libération de la protéine de caddie pour les bactéries [Chiara, 2012].

Les tyrosinases sont des métalloprotéines à cuivre de type III, généralement sous

forme tétramèrique, composées de deux sous-unités H et deux sous-unités L [Wangsaet al,

2011], elles contiennent une paire d’ions de cuivre par sous unité, étroitement espacés dans la

structure protéique. Les deux régions occupées par les ions du cuivre sont appelées CuA et
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CuB et interviennent dans la constitution de site actif. Chacune de ces régions contient trois

résidus d'histidine conservée. Cette paire de cuivre est le site d'interaction de la tyrosinase

avec l’oxygène moléculaire et ces substrats. [Wangsaet al., 2011]. Le site actif semble être

caractérisé par la formation d’une poche hydrophobe avec un nombre de résidus aromatiques

conservés à côté des résidus d’histidine dont les noyaux imidazoles forment une sphère

hydrophile interne, souvent à l’état de repos, la forme majoritaire est la forme met, où un ion

hydroxyle forme un pont entre les deux atomes de cuivre [Okombi ; 2005]. La configuration

du site actif des tyrosinases, est maintenue par des forces électrostatiques ou, par des

interactions ioniques. Une autre caractéristique du site actif est la liaison covalente thio-éther

entre une cystéine et un des résidus histidyl lié au cuivre du site actif [Lerch, 1982] (Figure

03 (b)). Une telle liaison covalente, cystéine-histidine, est également constatée dans la

catéchol oxydase de patate douce (Ipomea batatas) [Klabunde et al., 1998].

La tyrosinase du champignon de couche Agaricus bisporus, est la première structure

décrite pour une tyrosinase d'origine fongique [Ismaya etal., 2011] est une protéine

globulaire tétramérique (Figure 03 (C)) constitués de 569 acides aminés ayant un poids

moléculaire apparent de 128-133 kDa et possédant 4 atomes de Cu groupés par paires. Elle est

composée par l’association de deux sous-unités identiques lourdes H de 43-48 kDa et de deux

sous unités identiques légères L de 13.4-14 kDa. Les deux sous unités H et L présentent une

forte homologie de structure [Robb, 1984 ; Jolivet et al., 1998]. La sous unité H contient le

site catalytique alors que la sous unité L pourrait contribuer à la stabilité et/ou à l'activation de

d'enzyme. En solution aqueuse, la forme prédominante est la forme active H2L2. L’enzyme

peut aussi se trouver sous la forme L2H qui présente une activité crésolase et catécholase. Par

contre, les sous unité H et L isolées ne posséderaient aucune activité enzymatique. Wichers et

al. (1996).
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I.7) Activités et mécanisme réactionnelle

La tyrosinase peut catalyser à la fois l’oxydation d’un phénol en catéchol (activité

monophénolase) et d’un catéchol en ortho-quinone (activité diphénolase) [Okombi, 2005].

C’est l’activité monophénolase qui permet d’obtenir la DOPA quinone à partir de la L-

tyrosine, ce qui distingue au niveau mécanistique la tyrosinase des autres PPO comme les

catéchol oxydases, qui possèdent uniquement l’activité diphénolasique [Haudecoeur, 2011].

Le mécanisme réactionnel de la tyrosinase peut se présenter sous trois états

fonctionnels différents : les formes met, oxy et desoxy de la tyrosine [Chiara, 2012].

L’enzyme (forme desoxy) activé par la liaison d’une molécule d’oxygène (forme oxy) peut

présenter deux cycles catalytiques ; le cycle à activité monophénolase et le cycle à activité

diphénolase (Figure 04)[Issa, 2009]. Durant le cycle monophénolase, un des deux atomes

d’oxygène liés sur l’oxy-tyrosine est transféré vers le substrat monophénol (tel que la L-

tyrosine) produisant ainsi un intermédiaire réactionnel Ortho-diphénol. Ce dernier sera par la

suite oxydé en Ortho-quinone puis libéré avec une molécule d’eau [Issa ; 2009].

L'activité monophénoloxydase est généralement peu étudiée dans les plantes car la réaction

d'hydroxylation est beaucoup plus lente que la réaction d'oxydation formant les quinones et

a)

Figure 03 : Présentation de quelques structures de tyrosinase : a) organisation en domaine

de la chaine polyptidique de la tyrosinase [Chiara, 2012].b) : b) La géométrie du site actif

de la protéine a cuivre de type III de la tyrosinase [Wangsa et al, 2011].c) : la structure

tétramèrique de la tyrosinase de champignon A. bisporus [Wangsa et al., 2011].

(c)
(b)
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initiant les réactions de brunissement. Elle est cependant connue depuis longtemps chez les

champignons [Varoquaux, 1978].

.

I.8) Spécificité, Affinité et Propriétés cinétiques des Tyrosinases

I.8.1) Spécificité et Affinité

Les tyrosinases à activité monophénol oxydase (crésolase) et diphénol oxydase

(catécholase) peuvent catalyser une grande variété de substrats phénoliques (Figure 05)

[Whitaker, 1995]. Comme, elles peuvent présenter des affinités différentes vis-à-vis du

même substrat selon la source de leurs obtentions tel que, l'espèce, le genre, le cultivar, ou

également le type de tissus [Zawistowski et al., 1991].

La catéchine (3-hydroxy flavane), la 3,4-dihydroxy phénylalanine (DOPA), la

tyrosine, et les esters d'acide cinnamique sont les substrats naturels des tyrosinases trouvées

dans les fruits et légumes [Zawistowski et al.,1991 ; Trebst et Depka, 1995]. La spécificité

Figure 04: Schéma du mécanisme réactionnel de la tyrosinase [Hamann et al., 2015]



Tyrosinase

~ 11 ~

des enzymes, évaluée parle Km (constante d’affinité) et le Vmax (vitesse maximale de

catalyse), dépend de la structure de l’enzyme et des substrats, mais également des conditions

expérimentales [Issa, 2009].

La nature et la position des substituants sur les mono ou les o-diphénols sont

déterminants pour la réactivité du substrat vis-à-vis de l’enzyme. Janovitz-Kllap et al en

1989 ont montré que l’affinité de la tyrosinase de pomme pour son substrat augmente avec la

présence d’une substitution de l’acide carboxylique conjugué (acide caféique) ou non

conjugué (acide o-dihydroxybenzoïque) sur le cycle aromatique. Cependant, la diminution de

la valeur de Km s’accompagne dans ces deux cas d’une forte baisse de la valeur de Vmax.

Lorsque la fonction acide carboxylique est estérifiée (cas de l’acide chlorogénique) ou

éloignée du cycle par l’interposition d’une chaine carboné (cas de l’acide o-dihydroxyphényl

acétique et o-dihydroxyphényl propionique), les valeurs de Km et Vmax augmentent

[Cheriot, 2007]. L’affinité des tyrosinases pour leurs substrats varie également selon la

source enzymatique. Ainsi, les valeurs de Km apparentes (obtenues lorsque les cinétiques sont

réalisées à concentration constante en oxygène) vis-à-vis du 4-methylcatéchol varient de 0.5 à

20 mM selon qu’il s’agit de catécholoxydase de pomme [janovitz-klapp et al., 1989], de

salade [Goupy et al.,1994], d’abricot [Chevalie et al.,1999] ou de champignon de paris

[Fayed-Eldahouk, 1998].

En ce qui concerne la spécificité des tyrosinases vis-à-vis de l’oxygène, elle varie

selon la source de l’enzyme et les valeurs de Km sont comprises entre 0.025 mM pour la

chatécoloxydase d’abricot [De Rigalet al., 2000], 0.054 mM pour tyrosinase de la pomme

[Janovitz-klapp et al., 1990] et 0.1 mM pour la tyrosinase de champignon de paris [Espinet

al.,1995]. Ceci implique que pour les solutions aqueuses saturées en oxygène dissout ≈ 0.25 

mM et à 25°C, seule la catéchole oxydase d’abricot est saturée en oxygène puisque la teneur

en oxygène est 10 fois supérieure à la valeur du Km [wise et Naylor, 1985].
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I.8.2) Propriétés cinétiques

Les propriétés cinétiques, l’efficacité, le pH optimal et la température optimale des

tyrosinases varient selon la source de ce dernier et la nature du substrat (TableauxI).

pH optimal des tyrosinases

Le pH optimal de l'activité enzymatique de la tyrosinase varie avec la source de

l'enzyme et aussi en grande partie avec le substrat [Issa ; 2009]. En général, l’activité

optimale des tyrosinases est située dans une gamme de pH neutre ou acide. Seulement

quelques tyrosinases ont été rapportées avec un pH optimum alcalin [Chiara, 2012]. C’est le

cas des tyrosinases de Thermomicro biumroseum et de Pinusdensi floradont les pH optimum

sont 9-9,5 pour le substrat L-DOPA [Kong et al., 1998 ; Kong et al., 2000 ] et celui de la

tyrosinase extracellulaire de T. reeseiest pour le substrat L-tyrosine [Selinheimoet al, 2006].

Le pH du milieu réactionnel a un effet non négligeable sur la spécificité des tyrosinases.

Ainsi, Janovitz-Kllap et al 1989 ont montré que les protons agissaient comme inhibiteurs

vis-à-vis de l’oxydation d’o-diphénols par la tyrosinase de pomme [ISSA ,2009]. Le

Figure 05 : Structure de quelques composés phénoliques substrats de la tyrosinase [Issa ; 2009].



Tyrosinase

~ 13 ~

changement du pH du milieu réactionnel modifie la réaction enzymatique de la tyrosinase

par : l'inactivation de l'enzyme à cause du changement de l'état d'ionisation des chaines

latérales des acides aminés impliquées dans la réaction catalytique, le changement de l'état

d'ionisation du substrat, et/ou la modification de l'équilibre de la réaction lorsque les protons

H ou les hydroxyles OH sont impliqués [Gouzi, 2011].

Température optimale des tyrosinases

La température optimale de l’activité des tyrosinases varie selon la source

enzymatique. En général, elle se situe dans la gamme 25-35C° [Daryoush et Nilüfer., 2013].

La stabilité thermique des tyrosinases dépend également de la spécificité du substrat, du pH

optimal, de la température, et surtout de la source d'enzyme et du cultivar [Vémos-Vigyâzô,

1981; Yemenicioglu et Cemeroglu, 2003]. En général, Les tyrosinases ne sont pas des

enzymes thermostables et les thermostables les plus connues sont les tyrosinases de T.

roseum, de P. sanguineus et de T. roseum qui maintiennent leur activité à 100% pendant dix

minutes d'incubation à 70 °C, mais elles sont rapidement inactivées aux températures

supérieures à 75 °C [Daryoush et Nilüfer., 2013]. Les traitements thermiques de courtes

durées en solution ou dans des produits d'origine végétale à des températures comprises entre

70 et 90°C, suffisent dans la plupart des cas à la destruction irréversible, partielle ou totale, de

la protéine enzymatique [Vémos-Vigyz6, 1981; Zawistowski et al.,1991; Yemeniciolu et

Cemeroglu, 2003].
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Tableau I : Caractéristiques cinétiques de quelques tyrosinases végétales, bactériennes et fongiques

Règne Espèce Substrat Activité

enzymatique

Km Vmax pHopt Tempopt(°C) Références

Végétal

Avocat

(Perseaumericana

Mill)

L- tyrosine 1.15µ mol/h/mg 2.0mM 7.3µmol/h/mg 6.8 25

[Kahn

etPomerantz,

1980]

Pommes

Variétés

Verdedoncella

PHPPA

4HA

Tiron

3.0ng/mg

2.8mM

3.4Mm

3.3mM

1.7µM/min

6.8µM/min

1.8µM/min

4.6

4.6

4

25

25

30

[Espin et al 1995]

[Espin et al 1997a]

[Dutta et al 2001]

Artichaut

(Cynarascolymus L)

4HA

2.10µ mol/l/min 2.7mM 20.10µM/l/min 4.3 25 [Espin et al.,997a]

Poire

Variétés

Blanquilla

PHPPA

4HA

30.8 pkat

12.2 ng/ml

0.5 mM

2.61mM

46.67Pkat

4.10 µM/min

4.3 25

25

[Espin et .,1997b]

Fraise

(Fragaria-ananassa

Duchesne)

4HA

4HA

0.2 pkat

44.3ng/ ml

2 mM

2.11mM

90pkat

0.61 µM/min

4.3

4.3

25

25 [Espinet al., 997c]

Nefle 4HA 21.1ng / ml 1.42 mM 3.90µM/ min 4.4 25 [Espin et al.,1997]
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Bactérie

Streptomyces

antibioticus

4-MC N M 1.3 mM 35.3 µ M /min 6.5 25 [Pinero et al 2006]

Bacillus

megaterium

L-Tyrosine

N M

0.05 mM 6.8 µM/min/mg 7.5 25 [Mcmahon et al

2006]

Pseudomonas

PutidaF6

L- Tyrosine

L-DOPA N M

0.23mM

0.33mM

386U/ml

902 U/ml

7

7

30

30

[Mcmahon et al

2006]

Champignon

Agaricusbisporus L- DOPA

N M

0.66 mM 22.3 n mol/min 6.5 30 [Schurink et al

2007]

Macrolipiota

gracilenta

PHPPA

DHPPA N M

0.8mM

1 mM

2000U/mg

2000U/mg

7

5 30

[Yakup2012]

Macrolepiota

Mastoidea

PHPPA

4-methyl-

catechol

N M

2.7 mM

5.3mM

41µM/min/mg

384.6µM/min/mg

4

6

25

35

[Kolcuog˘lu et 

al., 2007]
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I.9) Effecteurs de la tyrosinase

I.9.1) Les inhibiteurs de la tyrosinase

Le contrôle de l'activité de la tyrosinase, est important pour la prévention de la

synthèse de la mélanine, du brunissement des champignons et d'autres végétaux [Jolivet et

al., 1998; Qiu etal., 2009]. Les inhibiteurs de la tyrosinase, sont donc employés en tant

qu'agents de dépigmentations pour le traitement ou la prévention des désordres de

pigmentation. Par conséquent, les inhibiteurs de la tyrosinase sont censés avoir de larges

applications dans les industries médicales [Mosher et al, 1983] et cosmétiques [Maeda et

Fukuda, 1991]. Dans l'industrie alimentaire, les inhibiteurs de la tyrosinase peuvent être

employés comme des conservateurs des aliments et des boissons d’origine végétale.

L'inhibition de la tyrosinase responsable du brunissement des produits alimentaires est une

préoccupation majeure des industries alimentaire [McEvily et al., 1992].

En théorie, le brunissement des légumes et des fruits par la tyrosinase peut être

empêcher par l'inactivation thermique de l'enzyme, par l'élimination de l'un des deux substrats

nécessaires pour la réaction (et/ou les composés phénoliques), par l'abaissement du pH de 2

unités ou plus au-dessous du pH optimum, par des réactions d'inactivation de l'enzyme ou par

l'addition des composés qui inhibent la tyrosinase ou qui empêchent la formation de la

mélanine [Vémos-Vigyâzô, 1981 ; Whitaker et Lee, 1995].

Des centaines de composés ont été testé comme d’éventuels inhibiteurs du

brunissement enzymatique [Whitaker et Lee, 1995]. Ils ne doivent pas être toxiques, et ne

doivent pas modifier le goût, la saveur ou la texture du produit [Vémos-Vigyâzô, 1981].

Selon leur mode d’action, Les inhibiteurs de la tyrosinase sont soit :

 Des inactivateurs de types inhibiteurs suicides qui se lient à l’enzyme par liaisons

covalentes. C’est le cas des chélateurs comme les azotures, les cyanures et les

halogénures [Rescignoet al., 2002].

 Des inhibiteurs qui se lient à l’enzyme par un mécanisme réversible réduisant ainsi sa

capacité catalytique [Chiara et al, 2012]. C’est le cas des analogues des substrats

monophenols et diphénols comme les acides carboxyliques aromatique, les acides

benzoïque et cinnamique) [Chiara et al., 2012].
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I.9.1.1) Les inhibiteurs synthétiques

Plusieurs classes de composés purement synthétiques ont été développées comme

inhibiteurs de la tyrosinase sur la base de relations structure-activités et, souvent, de leur

possible affinité avec le centre binucléaire cuivrique de l’enzyme [Chiara, 2012], tels que les

acides aromatiques et leurs dérivés, Phénylthiourées, Oxadiazoles et les petites molécules

synthétiques.

L’acide cinnamique, acide 4-hydroxycinnamique , l’acide 4-methoxycinnamique, et

l’acide α-cyano-4-hydroxycinnamique sont des inhibiteurs de l’activité diphénolasique de la

tyrosinase de champignon avec des efficacités des IC50 de l’ordre de 2.10, 0.50 , 0.42 mM et

2.17 Mm respectivement. L’acide cinnamique et l’acide 4 methoxycinnamique sont des

inhibiteurs non compétitifs avec des KI de 1.994mM et 0.458 mM respectivement, alors que

l’acide 4-hydroxycinnamique est un inhibiteur compétitif (KI= 0.244 mM) [Shi et al, 2005 ;

Khan, 2007]. L’oxadiazole et letriazolothiadiazole et leurs dérivés inhibent fortement la

tyrosinase de champignon (KI varient de 0,19 à 1.49 µM) [[Khan, 2007, Loizzo et al., 2012].

Les azotures, le cyanures, le monoxyde de carbone, l'éthylène diamine tétra-acétique

acide (EDTA), les halogénures sont constaté comme des chélateurs du cuivre [Janovitz-

Klappet al., 1990]. Les composés halogènes agissent comme inhibiteurs non compétitifs ou

compétitif sur la tyrosinase de pomme de terre [Cheriot, 2007]. Les substances soufrées sont

de bons ligands du cuivre. Ainsi, la N-phénylthiourée inhibe la tyrosinase avec une efficacité

correspond à IC50 = 1,8 mM [Critonet al., 2008].

L’hydroquinone, l’arbutine, l’acide ascorbique, l’acide kojique, les acides rétinoïques,

les dermocorticoïdes et de nombreuses molécules trouvent une large utilisation en

dermatologie essentiellement pour des raisons esthétiques en raison de leurs pouvoirs

inhibiteurs de la tyrosinase [Migan, 2013]. Mais des études plus poussées et surtout cliniques

et agroalimentaires, ont montré que ces molécules ont de nombreux effets secondaires :

irritation, dermatite allergique de contact, hyperpigmentation post-inflammatoire et même

toxique qui s’accompagnerait par des effets cancérigènes, même des modifications de la

qualité nutritionnelle des produits alimentaires. De ce fait, la recherche de molécules

naturelles inhibitrices de tyrosinase, s’est considérablement développée, car une source

importante de molécules bioactives d’origine végétale et animale, constituent un ensemble

d’inhibiteurs de tyrosinases souvent exemptes d’effets secondaires [Oualid, 2011].
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I.9.1.2) Les inhibiteurs naturels de la tyrosinase

De nombreuses molécules d’origine naturelle inhibent les tyrosinases. Parmi ces

substances, on cite ; les lipides et les stéroïdes, les acides aminés, peptides et protéines, les

polyphénols [Chiara et al., 2012]. La trilinoléine, un triacyl glycérol, des composés naturels à

une chaîne grasse inhibent la tyrosinase de champignon avec une efficacité proche à celle de

l’acide kojique [Jeonet al., 2006]. Un ester à longue chaîne carbonée extrait de fleurs

Amberboa ramosa, est un puissant inhibiteur de l’activité diphénolase de la tyrosinase, (IC50

= 1,36 μM) [Khan et al., 2005]. Un triterpénoïde et un 17α-éthylstéroïde, steroides isolés de 

fleurs d’Amberboa ramosa et du champignon Cunninghamella elegans respectivement,

présentent une efficacité inhibitrice de l’activité diphénolase de la tyrosinase du champignon

meilleure que celle rapportée pour l’acide kojique (IC50 = 1,32 μM et 1,53 μM,  

respectivement) [Haudecoeur, 2006].

Les acides aminés, peptides et protéines sont aussi des inhibiteurs potentiels de la

tyrosinase peuvent inhiber l’activité tyrosinase, soit en chélatent le Cu2+ du site actif de

l’enzyme [O’Sullivan, 1969, Kahn 1985) , ou en réagissant avec les quinones [McEvilyet

al., 1992]. Le brunissement des tranches de pomme est largement inhibé par une solution à 10

% de miel. D’après les expériences de purification du composé du miel responsable de cette

inhibition, il s’agit d’un peptide de 600 Da dont le mode d’action de ce peptide résiderait dans

la formation de complexe stable avec le Cu2+ du site actif de la tyrosinase. [Chen et al.,

1998]. La L-cystéine est l’acide aminé qui montre le plus fort pouvoir inhibiteur du

brunissement enzymatique de ses légumes [Cheriot, 2007]. Son efficacité rivalise avec celle

du métabisulfite de sodium [Kahn, 1985].

Les polyphénols et en particulier les flavonols sont considérés parmi les inhibiteurs les

plus actifs de la tyrosinase. [Haudecoeur, 2011] en raison de la présence d’un motif α-

hydroxycétone (Figure 05, Tableau II) qui est capable de chélater les centres à cuivre du site

actif de la tyrosinase. Ainsi, la quercétine ou le kaempferol ont été identifiés comme bons

chélateurs d’ions Cu+2 et inhibiteurs compétitifs de la tyrosinase [Kuboet al., 2000]. Les

flavones, les flavanones et les flavanols et compris nobiletin, naringin et neohesperidin

montrent une activité antityrosinase semblable à celle de l’acide kojique [Hung et al., 2012].

Les études sur l’espèce de Morus, montrées qu’elle est très riche en polyphénols qui exercent

une forte inhibition sur la tyrosinase. La mulberroside F (moracin M-6,3'-di-O-β-

glucopyranoside) est purifiée à partir des feuilles de cette espèce, présente une importante
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inhibition de l’activité diphénolase de la tyrosinase du champignon par un rapport de cinq fois

plut fort que l’acide kojique. Norartocarpetin (5, 7, 2', 4'-tetrahydroxyflavone) extrait de la

tige de la même espèce inhibe l’activité monophénolasique de la tyrosinase 10,4 fois plus fort

que l’acide kojique par un mécanisme compétitif avec une constante d’inhibition ki = 1.35

µM [Kang et al., 2013].

Un autre flavanol, taxifolin (5,7,3',4'-tetrahydroxyflavanol) isolé à partir de Polygonum

hydropiper qui présente une même activité inhibitrice de la tyrosinase que l’acide kojique

[ Chang, 2009]. Les études des extraits de racine et de graine de Glycyrrhiza, ont montré une

teneur importante en isoflavonoïdes, la glabridine un dérivé d’isoflavane, qui révélé quinze

fois plus actif que l’acide kojique sur l’activité monophénolase de la tyrosinase, selon un

mécanisme non-compétitif [Neryaet al., 2003]. Lee et ses collaborateurs, ont identifié

d’autres isoflavonoïdes plus forts que l’acide kojique par un rapport de dix. Haginin A (2',3'-

Figure 06: La structure de quelques substances phénoliques inhibitrices de tyrosinase [Kim et Uyamab,

2005].
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dimethoxy-7,4'-dihdroxyisoflav-3-ene) isolé de l’espèce Les pedeza cyrtobotrya qui exerce

une forte inhibition de l’activité monophénolase de la tyrosinase par un mécanisme non

compétitif. D’autre isoflavonoïdes, la glyaspérine C, est encore plus active avec une IC50 =

0,38 Μ m [Baeket al.,2008].

Les chalcones peuvent aussi inhiber les tyrosinases. Ces molécules, portant souvent un

groupement prényle, ont révélé des activités antityrosinases intéressantes, c’est le cas de la

kuraridine (IC50 = 0,6 μM) qui exerce une inhibition sur l’activité monophénolase de la 

tyrosinase, une activité dix fois meilleure que celles exercées par les flavones et les

flavanones [Zhang et al., 2009]. Les positions et le nombre des groupements hydroxyles des

chalcones influencent l’activité antityrosinase, Nerya et ses collaborateurs (2003) expliquent

par la proximité structurale entre une 4-hydroxychalcone et la L-tyrosine. Ainsi, les taux

d’inhibition pour la 4-hydroxychalcone et la 4,2’,4’-trihydroxychalcone sont plus importants

par rapport à d’autres analogues mono- ou dihydroxylés. Le motif résorcinol des chalcones est

un élément important dans l’efficacité inhibitrice de ces métabolites. La 2, 4,3’,4’- et la

2,4,2’,4’-tétrahydroxychalcone ont en particulier montré des valeurs basses d’IC50

(respectivement 0,2 et 0,02 μM) [Khatib et al., 2005].

Les stilbènes, des diphényléthènes qui se trouvent à l’état naturel sous forme

polyhydroxylée, comme le resvératrol et ses dérivés, sont des inhibiteurs puissants de la

tyrosinase. L’oxyresvératrol, métabolite portant deux motifs résorcinol possède une activité

antityrosinase 32 fois plus forte que l’acide kojique et 50 fois plus forte que le resvératrol par

un mécanisme non compétitif [Kim et al., 2002]. Plusieurs dérivés stilbènes ont été identifiés

pour leur potentiel intéressant dans l’inhibition de la tyrosinase, notamment la chloroporine,

un oxyresvératrol géranylé provenant de Chlorophora excelsa [Shimizu et al., 2003], ainsi,

le gnétol et le piceatannol, des stilbènes tétrahydroxylés analogues de l’oxyresvératrol et

isolés respectivement de Gnetum gnemonet d’espèces de raisin. Ces composés possèdent des

valeurs d’IC50 de 15 à 30 fois meilleures que l’acide kojique [Ohguchiet al., 2003 ;

Yokozawaet al., 2007]. La double liaison des stilbènes ne semblent pas être indispensable à

l’activité antityrosinase. En effet, il a été révélé que le dihyteldrooxyresvératrol est environ 8

fois plus efficace que l’oxyresvératrol (IC50 = 1,6 μM contre 12,7 μM sur l’activité 

diphénolase) [Haudecoeur, 2011]. Un représentant de cette nouvelle classe, est le meilleur

inhibiteur de la tyrosinase existant à ce jour. Il possède une activité 546 fois plus forte que

l’acide kojique (activité monophénolase), avec un Ki d’environ 5 Nm [Ha et al., 2007].
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Tableau II : Type d’inhibition et d’efficacité de quelques polyphénols à activité antityrosinase.

Polyphenols Source vegetale Type d’inhibition Constante

d’inhibition Ki ou %

IC50 Reference

Résorsinol Inulaeflos Non compétitif 1.48µM 4.35mg/ml [Loizzo et al,2012]

Quercétine

Kaempferol

Lutéoléine

Heterothecainuloide

s

Compétitif

Compétitif

Non Compétitif

-

-

-

0.07 mM

0.23 mM

0.19 mM

[Isao et al, 2000]

Sophoravanone G

Kurarinone

Kuraronile

Sophora flavecens Non Compétitif

Non Compétitif

Compétitif

7.7 µM

4.1 µM

45.0 µM

4.7 µM

2.2 µM

0.1 µM

[Ryu et al,2008]

Phlorotanindieckol Ecklonia cava Non Compétitif - 20 µM [Kang et al.,2012]

N-formylanonaine Michelia alba Irréversible - 73.3 µM [Wang et al,2010]

Transcinnamaldehyde Cinnamomun cassia Mixte 2.38mg/ml 4.04mg/ml [Chang et al, 2013]

Aloesine Aloebarbadensis Non Compétitif 130.88 µg/ml 108.62 µg/ml [Xiaofang et al, 2012]

Uralenol

Quercetin

Broussonetiapapyrif

era

-

-

-

-

49.5 µM

57.8 µM

[ Zheng et al, 2008]
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Tableau II : Type d’inhibition et d’efficacité de quelques polyphénols à activité antityrosinase (suite)

25 (26)-diene

(23R)-5a-cycloart-24-ene-

3b

(22R)-cycloart-20, 25-dien-

2a3b22a triol

cycloart-23-ene-3b, 25-diol

Amberboaramosa

-

-

-

-

-

-

-

-

1.32 µM

4.93 µM

7.92 µM

8.32 µM

[Khan et al, 2006]

Extrait brute

Extrait brute

LavendulaStoechas

Lavendula

Angustifolia(Vera)

Mixte

Mixte

0.183 mg/ml

-

0.04 mg/ml

0.03 mg/ml

[Cheng et al, 2007]
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I.9.2) Les activateurs

La tyrosinase peut être activée, par un choc acide ou basique, par l'urée, les acides

gras, les alcools, les protéases et par les détergents anioniques, tel que le sodium dodécyl

sulfate (SDS), [Seo et al.,2003; Pérez-Gilabert et al., 2004; Gandja-Herrero et al., 2005].

Ce dernier (SDS), peut activer la tyrosinase de diverses sources, y compris la tyrosinase de

champignon de couche (Agaricus bisporus) [Espin et Wichers, 1999]. Il a même été montré

que le SDS active la tyrosinase latente dans les préparations brutes et/ou partiellement

purifiées. De même, l'addition des ions du Cu2+ dans le milieu augmente l'activité

enzymatique de la tyrosinase [Van Leeuwen et Wichers, 1999 ; Fan et Flurkey, 2004].
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II) Les radicaux libres (RL) et les antioxydants

II.1) Les radicaux libre

II .1.1) Définition

D’après Goudable et Favier (1997), un radical libre est une espèce 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 confère une

grande réactivité et donc une demi-vie très courte.

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

électron pour devenir plus stable, il va donc se réduire en oxydant un autre composé [Marfak,

2003].

La réactivité chimique des radicaux libres de l’oxygène est variable selon la molécule

considérée, mais ce sont pour la plupart de puissants oxydants. Les principaux radicaux libres

entrant dans les processus physiopathologiques humains sont les radicaux superoxydes et

hydroxyle, mais d'autres dérivés del'oxygène jouent également un rôle important dans le stress

oxydant, en particulier le peroxyde d'hydrogène et le peroxynitrite. C'est pourquoi le terme

d'espèces réactives de l'oxygène (ERO) est préféré à celui de radicaux libres puisque le

peroxyde d'hydrogène n'est pas un radical libre [Asmus et Bonifacic, 2000].

II.1.2) Production des radicaux libres

La production des espèces oxydantes est une conséquence inévitable du métabolisme

aérobie. En effet, l’organisme a besoin d’O2 pour produire de l’énergie au cours des réactions

dites de respiration oxydative. Cependant, une faible partie de l’oxygène échappe à sa

réduction en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors être à l’origine de la production

de radicaux libres oxygénés [Favier, 1997].

Les autres sources de production de radicaux libres sont classées en deux catégories :

 Les sources endogènes :où les radicaux libres sont des produits des réactions de

l’organisme.

 Les sources exogènes : les êtres vivants sont exposés quotidiennement à des polluants

(fumée de cigarette, rayons ultraviolets, radiations…) susceptibles d’être à l’origine de la

production de radicaux libres, une fois dans l’organisme [Pastre, 2005].

La (Figure 07) résume les principales étapes de la production des espèces réactives de

l'oxygène.
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II.1.3) Le stress oxydant

En situation physiologique, il y a un équilibre parfait entre la production d’ERO et les

systèmes de défenses antioxydants. Il faut souligner que les ERO peuvent d’ailleurs jouer un

rôle physiologique important comme dans la phagocytose des bactéries par les cellules

immunitaires [Koechlin-Ramonatsco, 2006].

Un stress oxydant se définira lorsqu’il y aura un déséquilibre profond entre

antioxydants et pro-oxydants en faveur de ces derniers. Cette situation peut résulter d’un

dysfonctionnement de la chaîne mitochondriale (ischémie-reperfusion, vieillissement), d’une

activation de systèmes enzymatiques (xanthine oxydase, NADPH oxydase, monoamine

oxydase…), d’une libération de fer libre à partir des protéines chélatrices (ferritine) ou d’une

oxydation de certaines molécules (glucose, hémoglobine, catécholamines, ...). Enfin, une

mauvaise alimentation pauvre en antioxydants contribuera également à l’apparition d’un

stress oxydant [Pincemail et al., 2008].

II.1.4) Conséquences du stress oxydant

Des concentrations élevées en ERO peuvent être un importantmédiateur de dommages

des structures cellulaires, des acides nucléiques, des lipides et des protéines (Figure 08)

[Valkoetal., 2007].

Selon Favier, (2003), la plupart des maladies induites par le stress oxydant

apparaissent avec l'âge, car le vieillissement diminue les défenses antioxydants et augmente la

production mitochondriale de radicaux.

Figure 07: Principales étapes de production des espèces réactives de l'oxygène

[Goudableetal., 1997].
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Le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies comme le

cancer, syndrome de détresse respiratoire aigue, œ dème pulmonaire, vieillissement

accéléré…ect [Donnet, 2001]. Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant

l'apparition de maladies plurifactorielles tel que le diabète, la maladie d'Alzheimer, les

rhumatismes et les maladies cardiovasculaires [Sheehan, 2000 ; Pfaffly, 2001 ;Lesgards et

al., 2002 ; favier, 2003].

II.2) Les Antioxydants

Les antioxydants sont définis par kumaret al., (2012),comme étantdes composés

pouvant être de nature exogène ou endogène et possédant, l'un comme l'autre la capacité

d’empêcher la génération des oxydants toxiques, d’arrêter ceux qui sont déjà produits et de les

inactiver et de bloquer de ce fait la réaction en chaînes de propagation produite par ces

oxydants .

Figure 08 : Principales cibles des ERO [Favier, 2003].
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Selon Valko et al.,(2006), un bon antioxydant devrait à la fois :

 Agir spécifiquement sur les radicaux libres;

 Chélater les métaux de transition;

 Agir en synergie avec d’autres antioxydants pour se régénérer;

 Etre aisément absorbé;

 Agir à des concentrations physiologiques relativement faibles;

La (Figure 09), représente les principaux antioxydants et leurs sites d’action au niveau de

l’organisme.

II.2.1) Antioxydants endogènes

Pour lutter contre l’excès de production de radicaux libres (RL), l’organisme dispose

d’enzymes antioxydants ubiquitaires tel que les superoxydesdismutases (SOD), la glutathion

peroxydase (GPx) et la catalase (Afonso etal., 2007), mais également de systèmes non

enzymatiques comme les thiols, le glutathion, la bilirubine (Berger etChioléro, 2001), des

Figure 09:Sites d’action des nutriments antioxydants et des enzymes [Pastre, 200].
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lipases, des protéases, des endonucléases qui éliminent les molécules oxydées, l’albumine et

la ferritine qui complexent les ions divalents (Pastre, 2005).

 A titre d’exemple, l’un des antioxydants enzymatiques intracellulaires les plus

efficaces est la superoxydedismutase, il s’agit d’une enzyme antioxydant qui catalyse la

dismutation de l'ion superoxyde (O2
•− ) en oxygène (O2) et en peroxyde d’hydrogène

(H2O2),qui sera transformé à son tour en H2O+ ½ O2 par la catalase (Valko et al., 2006).

II.2.2) Antioxydants exogènes

Les antioxydants alimentaires sont essentiellement représentés par l’acide ascorbique

(vitamine C), l’α - tocophérol (vitamine E), les caroténoïdes, les polyphénols ainsi que 

d'autres antioxydants (Valkoetal., 2007).

Cette classe d’antioxydants est particulièrement intéressante puisqu’il est possible de

renforcer les défenses de l’organisme en augmentant les apports exogènes de ces différentes

molécules (Pastre, 2005).

 La vitamine C (acide ascorbique) est un antioxydant très puissant qui se concentre au

niveau de l’organisme dans les milieux aqueux, ses associés antioxydants primaires sont la

vitamine E et les caroténoïdes.

L'acide ascorbique possède deux groupes hydroxyle ionisables. Son mécanisme d’action est

représenté dans la (Figure 10) (Valkoetal., 2006).

 Vitamine E (tocophérol) : elle est considérée comme le principal antioxydant attaché a

la membrane utilisé par lacellule pour inhiber la peroxydation lipidique [Pryor, 2000 ;

Valkoet al., 2006]. Durant la réaction antioxydant, le α-tocophérol est converti en radical α-

tocophérol beaucoup plus stable en perdant un hydrogène arraché par une espèce radicalaire

(radical peroxyle).

Figure 10 : Réaction entre l’acide ascorbique et un radicale (R•) (Valkoet al., 2006)
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 Caroténoïdes :L’activité antioxydant de ces molécules repose principalement sur

la présence denombreuses doubles liaisons conjuguées au sein de leur structure [Mortensen

et al., 2001]. Généralement, elles interagissent avec les radicaux libres (ROO•, R•) par 3

mécanismes, soitpar l’abstraction d'hydrogène, transfert d'électron et addition du radical [El-

Agameyet al., 2004].

 Les polyphénols : Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et

le plus répandu du règne végétal et font partie intégrante de l’alimentation humaine et animale

(Martin etal., 2002) ; Ces composés attirent l’attention depuis quelques années à cause de

leurs propriétés antioxydants. En effet, Les antioxydants phénoliques (PhOH) interfèrent dans

l'oxydation des lipides et d'autres molécules par le transfertrapide d’un atome d'hydrogène aux

radicaux (Figure11).

Les radicaux phénoxy intermédiaires sont relativement stables et ne pourront donc pas

promouvoir d’autres réactions d’oxydation en chaine [Valkoetal., 2006].

Les polyphénols sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des

propriétés chélatrices [Pastre, 2005].

Figure 11 : Réaction entre un composé phénolique et un radical (R•) [Pastre, 2005].
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III) Présentation des plantes étudiées

Dans ce chapitre nous rapportons des généralités ; classification, descriptions botaniques et

propriétés biologiques, de quelques espèces des genres auxquels appartient le matériel

biologique que nous avons utilisé dans notre travail expérimentale. En l’occurrence, les

genres Citrus, Pistacia, Ciratonia, Crataegus, Olea, Quercus et Arbutus.

III.1) Le genre Citrus

III.1.1) Définition et classification

Le genre Citrus est composé de nombreuses espèces comestibles, dont les oranges, les

citrons verts (Citrus limon), les pomelos (Citrus paradis), les mandarines (Citrus reticulata),

les clémentines (Citrus clementina) et les oranges (Citrus sinensis) [Milind et Dev, 2012]

(Figure 12). Ces dernières sont connues sous le nom d’Agrume, du latin « acrumen »,

signifiant  ̏saveur acre .̋ Ces derniers appartiennent à la famille des Rutacées de la classe des 

Magnoliopsida et du règne des Plantae [Hallal, 2011].

Le genre Citrus semble être originaire du sud-ouest asiatique et la région indienne.

[Bachése et Bachése, 2011]. Il contient plusieurs espèces qui peuvent être subdivisées en

plusieurs variétés importantes résultant soit de mutations spontanées ou de multiples

hybridations [Polese, 2008]. La plupart des espèces de ce genre sont compatibles avec une

pollinisation croisée et peuvent être greffés les uns sur les autres [Benedicte et Michel, 2011].

III.1.2) Description botanique.

Les espèces de genre Citrus sont des arbres ou des arbustes de moins de 4 m à 12 m de

haut. Les feuilles sont généralement persistantes sauf chez les hybrides de Poncirus, alternes,

coriaces, entières ou légèrement dentées, beaucoup portent des épines axillaires, les

inflorescences sont des cymes de feuillés. Les fleurs sont généralement à 5 sépales et 5

pétales, elles sont blanches, teintées en pourpre chez les citronniers. Le fruit, très

caractéristique est une baie enveloppée d’une écorce parfois très épaisse. La pulpe est formée

de « poils» devenant juteux à maturation, souvent plus ou moins acide ou sucrée ou amère

(pamplemousse). Ces baies se nomment hespéridés. Les graines sont souvent polyembryonies.

Les feuilles et les fleurs portent des glandes produisant une huile essentielle [Dorji et

Yapwattanaphun, 2011].
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Figure 12: Photographies des différentes espèces de Citrus(A) Citrus clementina ;

(B) Citrus limon ;(C) Citrus paradis ;(D) Citrus sinensis ;(E) Citrus reticulata.

(A) (B)

(C) (D)

(E)
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III.1.3) Propriétés thérapeutiques des Citrus

Les Citrus sont utilisés depuis longtemps en médecine traditionnelle pour leurs

propriétés thérapeutiques. En médecine arabe classique, les fleurs servent à préparer une huile

carminative, alors que les écorces des fruits sont contre les coliques [Djerroumiet Nacef,

2004]. En Europe, les feuilles et les fleurs survenant antispasmodiques, calmantes, toniques,

vermifuges, sudorifiques, stomachiques et sédatives. En médecine chinoise les zestes sont

préconisés dans les troubles digestifs et les douleurs thoraciques et abdominales et même

diurétique [Yu et al. ; 2009].

De nombreuses études ont montrés que les espèces de genre Citrus sont riches en

principes actifs tels que les composes phénoliques et les flavonoïdes, utilisés à des fins

thérapeutiques ou dans les domaines cosmétiques ou alimentaires [Kahkonen et al, 1999 ;

Shahaib et al., 2011]. Parmi ses propriétés thérapeutiques en trouve : l’effet veinotonique,

facilitant la circulation sanguine (flavonoïdes), antispasmodique (extrait d’écorce),

hypocholestérolémiant (naringine, hétéroside flavonique), antibactérien (surtout l’huile

essentielle), antiviral (flavonoïdes), anti-tumoral (limonène, tangérétine, nobilétine),

traitement des insomnies et de la nervosité (feuilles et fleurs) [Macheix et al., 2005 ; Manner

et al., 2006 ; Tranchida et al., 2012 ]. Stimulation de l’appétit (zestes) [Santo et al., 2011 ;

Karimi et al. , 2012]. Un effet antioxydant et antiradicalaire, antiallergique (flavonoïdes) et

antidépresseur (polyphénols) [Li, 2006 ; Khizar et al., 2010].

III.2) Le genre Pistacia

III.2.1) Nomenclature et classification

Le genre de Pistachia regroupant les arbrisseaux connus sous le nom pistachier. Une étude

monographique du genre Pistachia a été réalisée par ZOHARY (1954) in KHELIL et

KELLAL (1980) montrant qu’il comprend 11 espèces à savoir: P. atlantica (Pistachier de

l'Atlas), P. terebinthus (Thérébinthe), P. afghanistania,P .intergerrima, P.

lentiscus(Pistachier lentisque), P. vera (Pistachier cultivé), P. chinensis, P.wienmannifolia, P.

khinjuk, P. mexicana, P. palestina.

Le genre Pistachia appartient à la famille des Anacardiaceae, classe des

Magnoliopsida et du règne des plantea [Judd et al., 2002 ; Lieutaghi, 2004 ; Yaaqobi et al.,

2009]
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III.2.2) Description botanique

Le pistachier est une Arbrisseau dioïque, ligneuse et spontanée pouvant atteindre 20

mètres de hauteur, selon l’espèce, à tronc bien individualisé et à frondaison hémisphérique, le

port est arrondi et à ramifications étalées. Le rameau jeune est rougeâtre à feuillage

persistantes, caduc, composé, imparipenné (4 à 10folioles ovales acuminées, tomenteuses puis

coriaces à l'âge adulte). Les fleurs sont apétales et rougeâtres, en grappes lâches, les fruits

gros comme un pois, légèrement ovales pour pistacia atlantica [Monjause, 1980 ; Belhadj et

al., 2008], petite, subglobuleux, apiculé, rouge, puis noircis à la maturité pour pistacia

lentiscus [Iserin, 2001, More et White, 2005]. L'écorce est d'abord rougeâtre, puis grisâtre

assez claire avant de devenir craquelée et crevassée (rhytidome), se détachant du tronc

[Yahya, 1992]. La Figure (13) montre quelques espèces de Pistachier.

III.2.3) Propriétés thérapeutiques

Les espèces du genre Pistacia occupent une place appréciable dans la médecine

traditionnelle et pharmaceutique depuis l’antiquité. Elles attirent l’attention des chercheurs

grâce à ces potentiels antioxydants et ces activités antimicrobienne, anti-inflammatoire,

antipyrétique, antidiabétique, antiradicalaire et cytotoxique [Hamdan et Afifi, 2004 ; Topçu

et al., 2007;Benhammou et al., 2008]. Elles sont employées dans le traitement d'eczéma, les

infections de la gorge, la lithiase rénale, l’asthme, l’estomac et comme un stimulant [Kordali

et al., 2003]. P. atlantica constitue avec P. lentiscus des espèces principales de la production

d’oléorésine, qui est produit par l’écorce et exsudé naturellement de façon abondante par

temps chaud est utilisée comme antiseptique du système respiratoire [Delazar et al., 2004].

(A) (B) (C)

Figure 13 : Photos de quelques espèces de pistachier : (A) P- lentiscus , (B) P- atlantica, (C)

P- théribentus

(A)
(B) (C)
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Chez les marocains, la décoction des feuilles est largement employée pour traiter les

infections de l’œ il [El-Hilaly et al., 2003]. Les fruits trouvent leur application dans la cuisine

et les pratiques médicinales Algériennes, les graines sont séchées, écrasées ou moulues et

ramassées avec de l’eau sucrée et consommées en boulettes ou bien séchées et croquées telles

quelles comme des cacahuètes [Belhadj, 2001].

III.3) Le genre Ceratonia

III.3.1) Définition et classification

Le genre Ceratonia, originaires du pourtour méditerranéen (îles Canaries, Afrique du

nord, Europe méridionale, Proche-Orient), appartient à la famille des Fabacées (sous famille

des Césalpinioïdées, tribu des Caesalpiniées), de la classe des Magnoliopsida et du règne des

Plantae. Il ne comporte que deux espèces végétales dicotylédones , l’espèce Cultivée ;

Ceratonia siliqua et l’espèce sauvage ; Ceratonia oreothauma [Tucker, 1992](Figure 14).

Ceratonia siliqua est le nom scientifique du caroubier, il dérive du grec Keras (corne) et du

latin siliqua désignant une silique ou gousse, faisant allusion à la dureté et à la forme du fruit.

Le nom commun serait d’origine hébraïque : karuv [Battle et Tous, 1997].

Figure 14 : Photographies des espèces de Ceratonia : (A)Ceratonia siliqua ;

(B)Ceratonia oreothauma.

(A) (B)
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III.3.2) Description botanique du caroubier

Le caroubier est un arbre ou arbuste sclérophylle qui peut atteindre 7 à 20 m de

hauteur et une circonférence à la base du tronc de 2 à 3m. Il a une écorce lisse et grise lorsque

la plante est jeune ; brune et rugueuse à l’âge adulte. Son bois de couleur rougeâtre est très

dur. Le caroubier peut vivre jusqu’à 200 ans [Ait Chitt etal., 2007]. Le caroubier est une

espèce dioïque dont les fleurs sont initialement bisexuelles puis deviennent habituellement

unisexuées au cours du développement floral [Thomas et Metha, 1983]. Les feuilles

persistantes, de 10 à 20 cm long, se caractérisent par un pétiole sillonné sur la face interne et

un rachis portant 8 à 15 folioles, opposées, de 3 à 7 cm, elles sont coriaces, entières, ovales à

elliptiques, paripennées, de couleur verte [Ait Chitt etal., 2007]. Les fleurs sont verdâtres, de

petite taille (6 à 16 mm de longueur), spiralées et réunies en un grand nombre pour former des

grappes droites et axillaires, plus courtes que les feuilles [Batlle et Tous, 1997]. Le fruit est

de grande taille : de 10 à 20 cm de longueur, et de 2 à 3 cm de largeur. Il est vert puis brun, au

moment de la maturité, brun foncé à noir. Il est sinueux sur les bords, aplati et présente un

tissu pulpeux, sucré, rafraîchissant renfermant de 12 à 16 graines brunes [Rejeb, 1995].

III.3.3) Propriétés thérapeutiques

De nombreuses études cliniques ont souligné l’efficacité de la poudre de caroube dans

le traitement des diarrhées aiguës infantiles [Se rairi et al., 2000]. Selon Rejeb (1995) la

pulpe est recommandée contre la tuberculose pulmonaire et les affections des bronches. Étant

riche en composés phénoliques, en sucres, protéines, fibres, potassium et calcium, cette plante

est connue en thérapeutique pour son effet hypocholestérolémiant, antiprolifératif,

antioxydant, antidiarrhéique et troubles digestifs [Berrougui, 2007]. D’autres études

expérimentales ont démontré les capacités bactéricides de la pulpe de caroube vis-à-vis de

staphylococcus aureus ; la caroube adsorberait aussi les entérotoxines produites par certaines

souches bactériennes, ce mécanisme d’adsorption pourrait être expliqué par la présence des

tannins dans la partie insoluble et active de la caroube [Tolentino, 1950 ; Sanchez et al.,

2010]. La gomme de caroube est extraite de l’albumen des graines de Ceratonia siliqua du

fait de sa richesse en galactomannanes, cette gomme est utilisée dans l’agro-alimentaire

comme épaississant connu sous le code normalisé E410, la confiserie, le secteur cosmétique,

pharmaceutique et aussi dans les préparations alimentaires diététiques, pour diminuer l’apport

alimentaire dans le traitement de l’obésité ; et en cas d’insuffisance rénale chronique

[Avallone et al., 1997 ; Biner et al.,2007].
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III.4) Le genre Crataegus

III.4.1) Nomenclature et classification

L’aubépine, nom commun de toutes les espèces végétales du genre Crataegus, appartient à la

famille des rosacées de la classe des Dicotylédones, du règne végétale [Gaussen et al., 1982].

Le nom du genre Crataegus du grec kratos (force) et aigon (chèvre), traduit l’idée que les

chèvres broutant le feuillage de cette plante acquéraient des forces. Kratos, est une allusion au

bois dur de l’aubépine [Farrar, 1996 ; Nicole et al., 2013]. Le nombre d'espèces appartenant

au ce genre est difficile à déterminer compte tenu de la facilité avec laquelle les différentes

espèces d'aubépines s'hybrident entre elles en générant des variétés polyploïdes.

En Algérie deux espèces d’aubépinesont plus connues, Crataegus azarolus (azarolier) et

Crataegus monogyna (épine blanche) [Quezel P. et Santa S., 1962] (Figure 15).

III.4.2) La description botanique

L’aubépine est un petit arbre ou arbuste très épineux. Proliférant dans tout

l’hémisphère nord [Kashap et al., 2012 ; Kumaret al., 2012], pouvant atteindre 5m de

hauteur (jusqu’à 10m). les jeunes rameaux sont glabres, les épines (production non

détachables des rameaux) acérées sont assez courtes [Nicole et al., 2013]. Les feuilles entières

sont petites, ovales et divisées en 3 à 5 lobes qui se rapprochent vers le sommet (connivents).

Elle sont incisées-dentées dès la base et les nervures secondaires se courbent vers l’intérieur

du limbe. Jeunes, les feuilles sont vertes claires puis deviennent vert foncé et brillantes. A la

Figure 15: photographies de deux espèces d’Aubépine (A) Crataegus monogyna ;

(B) Crataegus azarolus

(A)
(B)
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base du pétiole il y a deux stipules foliacées [Nicole et al., 2013]. Les fleurs très nombreuses

régulières (actinomorphes) apparaissent avant les feuilles, blanches ou rosées possèdent des

nectaires très odorantes [Nicole et al., 2013]. Le Fruit, est une petite drupe de la taille d’un

gros pois ; la firme est globuleuse-allongée, la couleur jaune ou rouge vif selon les espèces,

brillant devient plus sombre et mat à maturité ; il est couronné par les restes des lobes du

calice. Les cenelles persistent longtemps sur l’arbre [Nicole et al., 2013].

III.4.3) Propriétés thérapeutiques

L’aubépine a été utilisée dans la médecine traditionnelle comme un remède contre le

stress, la nervosité, les troubles du sommeil, les maux d’estomac et de gorge [Ruiz-

Rodriguez et al., 2013]. Les fleurs et les fruits ont été utilisées dans le traitement de

l'insuffisance cardiaque chronique, l'hypertension artérielle, l'arythmie, contre les calcules

urinaires et biliaires et divers troubles digestifs [Garcia et al., 1997 ; Sparska et al., 1999 ;

Barros et al., 2011]. En Europe, les feuilles, les fleurs et les baies d’aubépine combinées ont

été traditionnellement utilisées comme astringent, antispasmodique, cardiotonique, diurétique

et antiathérosclérotique [Keser et al., 2012]. Les fleurs d’aubépin contiennent de la quercétine

qui a des propriétés anti-inflammatoires, anti-oxydantes, antimicrobiennes, antiallergiques,

ainsi pour traiter les tumeurs et inhiber les enzymes impliqués dans l’activation de nombreux

agents cancérigènes [Chwil et al., 2014]. Le fruit de l’aubépine est consommé non seulement

à des fin médicinales mais aussi en tant que denrée alimentaire (des conserves de fruits, de la

confiture, de la gelée, boisson…ect) [Chang et al., 2002].

III.5) Le genre Olea

III.5.1) Nomenclature et Classification

L’olivier appartient au genre Olea de la famille des oléacées de la classe végétale

Magnoliopsida [Djerroumi et Nacef, 2004]. La famille des oléacées comprend 25 genres, le

genre « Olea » qui en lui-même composé de 30 espèces [Talantikite, 1988], dont l’Olea

europaea (olivier) est la seule espèce portant des fruits comestibles dont l’extraction donne

une huile végétale comestible [Olias et al., 1993]. En Algérie deux espèces d’olivier sont

répandue ; l’espèce cultivée ; Olea europaea et l’espèce sauvage ; Olea olester [Laurent &

Barnouin, 2000] (Figure 16).
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III.5.2) Description botanique

L’olivier est un arbre caractéristique de la région méditerranéenne qui peut vivre

plusieurs siècles. Bien qu’il soit trouvé en Mexique, puis en Pérou, en Californie, en Chili et

enfin en Argentine [Coutin, 2003], et reste cependant une culture méditerranéenne par

excellence [COI, 2006].

C’est un arbre à feuillage qui peut atteindre 15 m de hauteur avec 2 à 4 mètres de

circonférence, son tronc est lisse et verdâtre les premières années puis devient noueux,

crevassé et prend une teinte gris cendré à noir. Généralement, il ne commence à produire des

fruits qu’à l’âge de 7 ans, Sa croissance se poursuit jusqu’à 35 ans et il peut donner des fruits

jusqu’à 150 ans [Baudet, 1996]. Les feuilles sont petites, opposé et allongées, persistants,

coriace, glauques, vert foncé verni sur la face supérieur et gris-vert argenté sur la face

inferieure [Djerroumi et Nacef, 2004]. Les fleurs relativement uniformes, blanches ou

jaunâtres et parfumés, sont groupées en panicules axillaires donne un fruit s’appelle l’olive,

une drupe charnue, de forme ovoïde, sa couleur varie du vert léger au noir en passant par le

rose violacée selon le degré de maturation du fruit [Fedeli, 1997].

III.5.3) Propriétés thérapeutiques

Les feuilles d’olivier sont utilisées pour désinfecter les blessures, abaissement de la

tension artérielle et améliorent la circulation sanguine, il a été suggéré qu’un pourcentage

accru d’acide oléique membranaire pouvait influer favorablement sur les transports ioniques

au niveau des cellules des endothéliums vasculaires [Jacotot, 1997]. Ils sont capables de

Figure 16 : Photographies des deux espèces d’olivier : (A) Olea europaea (B) Olea olester.

(A) (B)

(A) (B)
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réduire le taux de glucose dans le sang, selon Garg et ses collaborateurs(1988), la

substitution des carbohydrates complexes par la matière grasse mono-insaturée de l’huile

d’olive, a donné des résultats positifs liés à l’amélioration du contrôle glycémique et au profil

lipoprotéique. Le régime à base de l’huile d’olive permet, en fait de diminuer le taux de

cholestérol des LDL et une augmentation du cholestérol des HDL. D’autre part, dans une

étude épidémiologique évaluant la densité osseuse d’une femme adulte vivant dans le Midi de

la France, il a été montré qu’une bonne minéralisation osseuse est associée à l’activité

physique et la consommation régulière de l’huile d’olive [Jacotot, 1997]. Ainsi elle exerce

une action protectrice sur l'appareil digestif, les principaux effets digestifs de l’huile d’olive

portent sur le fonctionnement biliaire. Elle est en effet à la fois cholérétique et

cholécystokinétique [Jacotot,1997].

III.6) Le genre Quercus

III.6.1) Nomenclature et Classification botanique

Le genre Quercus, du latin Quercus, qui proviendrait du celte "kaerquez", "bel arbre";

appartient à la famille Fagacéae de la classe végétale des Dicotylédonae [Boudy, 1952]. Les

espèces de ce genre sont connues sous le nom de « chêne ». Les Chêne sont des arbres sur 400

espèces de Quercus, on peut citer quatre espèces les plus connues en Algérie, qui sont

Quercus ilex (Chêne vert) Quercus suber (Chêne liège), Quercus canariensis (Chêne zen) et

Quercus afarès (Chêne afarès) [Djallil, 1994] (Figure 17).

III.6.2) La description botanique

Le chêne est un Arbre à feuillage. Il peut atteindre 50 m de hauteur. Il possède un

houppier large et irrégulier et des branches basses puissantes dont l’aspect tortueux est

caractéristique en hiver. L’Écorce du chêne est lisse et claire chez l'arbre jeune, elle devient

foncé chez l'adulte et se creuse de profonds sillons longitudinaux ; Grise chez le chêne

pédonculé et marron chez le chêne rouvre ou sessile et le chêne chevelu [Gaussen et al.,

1982]. Les feuilles du chêne sont caduques (sauf chez le chêne vert et le chêne-liège)

et alternes, elles ont un bord lobé ou profondément denté (chêne vert, chêne-liège, chêne

châtaignier) [Didier,2004].Les fleurs males sont regroupées en chapelets, les fleurs femelles

sont isolées ou réunies en petits en épis dressés et portent 6 à 8 étamines. Le fruit est

un akène, appelé gland, fixé dans sa cupule. Le gland du chêne pédonculé possède un
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long pédoncule alors que le gland du chêne sessile possède un pédoncule court [Didier,

2004].

III.6.3) Propriétés thérapeutiques

Il existe plusieurs espèces de chêne 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, l'écorce du chêne est employée contre les irritations de

la gorge et l'angine. On l'administre en lavement et on l'applique en onguent ou en lotion pour

soigner les hémorroïdes, les fissures anales, les petites brûlures et les affections de la peau. On

la prescrit moins fréquemment contre la diarrhée, la dysenterie, les varices et les saignements

du rectum. 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 très astringente, et peut être utilisée à la

place de l'écorce. [Djerroumi et Nacef, 2004]. Les composées phénoliques, tannins et les

triterpènes des chênes ont été avéré responsable de beaucoup de prestations maladies,

inclinant l’activité antibactérienne, antivirale, anti-carcinogène, anti-inflammatoires et

antiallergique [Fernandesetal., 2011].

III.7) Le genre Arbutus

III.7.1) nomenclature et Classification botanique

Arbutus est un genre de plusieurs plantes à fleurs, de la famille des Ericaceae, dans le

nom latin unedo vient de un ede qui signifie «je n'en mange qu'un» [Borgrow et al., 2008],

(A) (B) (C)

Figure 17 : Quelque photographies de Quercus algériennes : (A) Quercus suber ,(B)QuercusIlex

(C) Quercus canariens

(A) (B) (C)
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de la classe de Magnoliopsida [Schauenderg et Paris., 2006]. Originaire des régions

tempérée chaudes de la Méditerranée, de l'Europe occidentale et de l'Amérique du Nord

[Bogrow et al., 2008], Arbutus unedo ou Arbousier [Wichtl et Antor, 2003] appelé aussi

«arbre à fraise» [Rameau et al., 1989] de la famille des Ericaceae.

III.7.2) La description botanique

L'arbousier, est un arbrisseau rameux qui peut atteindre parfois 8 mètres de hauteur et

10 mètres de largeur à tronc brune. Avec l'âge, des plaques d'écorce se détachent. Les jeunes

rameaux rougeâtres se dressent puis s'étalent [Goris, 1967]. Ses feuilles sont persistantes,

alterne sur les rameaux verts ou roses, ovales à ovoïdes, de 5 à 10 cm de long et de 1.5 à 4 cm

de large ; arrondies à l’apex et en coin à la base ; marge bordée de petites dents pointues

dirigées vers l’avant ; face supérieure coriace et vert foncé, revers vert clair ; pétiole rose de

0.7 à 1 cm [Schauenderg et Paris., 2006]. Ses fleurs campanulées sont roses ou blanches

groupées en petites panicules. Le fruit est rond et rugueux de 1.5 à 2 cm (Figure 15),

rappelant la fraise [Schauenderg et Paris., 2006].

III.7.3) Propriétés thérapeutiques

L'arbousier a été traditionnellement utiliser comme nourriture, en employant le fruit

dans la production des boissons, des confitures et des gelées, et comme phytopharmaceutique

Figure 18:La photographie des feuilles et des fruits d’Arbutus

unedo
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tels que les fruits d'arbousier sont bien connues dans la médecine en tant qu’antiseptique,

diurétique et laxatif , tandis que les feuilles sont employées en tant qu’astringent,

antidiarrhéique, dépuratoires et plus récemment, dans la thérapie de l'hypertension, du

diabète, et des maladies inflammatoires [Pallauf et al., 2008].

Des études phytochimiques ont prouvé que les extraits de feuille contiennent plusieurs

composés phénoliques, comme les tannins, flavonoïdes, acides phénoliques, vitamines C et E

et caroténoïdes, sont connues en tant que très bon source diététique des antioxydants et

antibactériennes [Ivo et al., 2009 ; Djabou et al., 2013]. Vasorelaxant, natriuritique, comme il

été employé pour traiter des pathologies cardiovasculaires telles que l'hypertension artérielle,

athérosclérose et thrombose [Afkir et al., 2008] et comme un meilleure antiagrégants

plaquettaire [Mohamed et al., 2007 ].
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I) Matériels et méthodes

I.1) Récolte et préparation du matériel végétal

Le matériel végétal que nous avons sélectionné pour étudier l’activité antioxydant et anti-

enzymatique est constitué de feuilles de plusieurs arbres de divers genres. Le choix des arbres

comme source de substances bioactives a pour but de prouver que ses arbres sont à la fois un

produit fini destiné à la consommation (fruits) et une matière première pour l’obtention de

substances bioactive à des fins thérapeutiques importantes. La sélection des arbres est basée

sur une enquête ethnopharmacologique auprès de la population ayant connaissance de leur

usage en médecine traditionnelle ; huit variétés appartenant à quatre espèces du genre Citrus,

trois espèces du genre Quercus, Cinq variétés de deux espèces du genre Olea, deux espèces de

Pistachier, une espèce du genre Arbutus, une espèce du genre Ceratonia avec trois variétés et

trois espèces du genre Crataegus. L’identification de ces arbres; variétés, espèces et genres ; a

été confirmée par Mr Bouadam Said botaniste de la FSNV de l’université de Bejaia. Les

feuilles d’arbres cultivés et sauvages sont été récoltées à partir des différentes stations de la

région de Bejaia, à savoir : Adekar, Sidi Aich, Amizour, Ighzer Amokran et Timezrit (Figure

19, Tableau III) et les récoltes ont été réalisées entre le mois de décembre jusqu’au mois de

mars 2013 (Tableau III).

Figure 19 : localisation géographique des stations de récolte des feuilles de différentes espèces

d’arbres (Google map)

Bejaia , Adekar, Akfadou, Ouzelaguen, SidiAiche , Timezrit, Amizour
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Tableau III: Périodes et coordonnées géographiques des différentes stations de récolte du

matériel végétal (Google map).

Espèces ou

genre d’arbres

Stations Période de

la récolte

Longitude

(Ouest)

Latitude

(Nord)

Altitude

(m)

P. atlantica

AcifElhamam

(Adekar, Bejaia) Mars 4°34′56.23″ 36°43′51.38″ 836

P. lentiscus

Ikhtaben

(Adekar, Bejaia) Mars 4°39'47.23" 36°45'48.60" 913

Citrus

Timezrith (Sidi

Aiche, Bejaia) Janvier 4°46'29.70" 36°36'54.57" 670

Olea

Ifri(Ouzelaguen ,

Bejaia) Décembre 4°33'05.0" 36°33'03.1" 152

Ceratonia

Amizour

(Amizour, Bejaia) Mars 4°54'12.00" 36°38'31.62" 670

Quercus

Akfadou

(Sidi Aiche,

Bejaia)

Mars 4°37'27.84" 36°37'50.58" 1100

Crataegus

AcifElhamam

(Adekar, Bejaia) Mars 4°34′56.23″ 36°43′51.38″ 836

Arbutus

Takamera

(Adekar, Bejaia) Mars 4°39'26.30" 36°41'6.23" 1092

Les feuilles récoltées ont été nettoyées de tous les contaminants à l’eau courante, puis séchées

à l’étuve à 40°C pendant une semaine jusqu’à la stabilité de leurs poids. La matière sèche

obtenue a été ensuite réduite en poudre à l’aide d’un broyeur électrique et tamisées jusqu’à

l’obtention d’une poudre fine d’un diamètre ≤ 125 μm. Les poudres obtenues ont été 

conservées dans des bocaux en verre à l’abri de la lumière.

I.2) Extraction et dosage des composés phénoliques

I.2.1) Préparation de l’extrait brut éthanolique

L’extraction des substances actives a été réalisée par technique d’extraction solide /liquide en

suivant le protocole décrit par Benhammou et al, (2008).
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20g de poudre végétale a été laissée macérer dans un volume de 100 ml d’éthanol

absolue pendant 5 jours. Le macérât a été filtré sur papier wattman sous vide. L’évaporation

du solvant organique a été réalisé sous haute chimique à température ambiante pendant 10

Jours. L’extrait sec obtenu a été ensuite complètement séché à l’étuve (40°C) pendant 24H.

 Calcule du taux d’extraction

Le taux d’extraction exprimé en (%) a été déterminé selon la formule suivante :

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

P1 : poids de l’extrait sec exprimé en gramme.

P0 : poids initial de poudre végétale exprimé en gramme.

I.2.2) Dosage des composés phénoliques totaux

La quantification des composés phénoliques totaux a été déterminée par la méthode

colorimétrique au réactif de Folin-Ciocaltau, décrite par Singleton et Rossi (1965) in

Souseket al., (1999). Cette méthode est basée sur la réaction d’oxydation des polyphénols par

les constituants du réactif de FolinCiocalteu ; acide phosphotungstique (H3 PW12 O40) et

d’acide phosphomolybdique (H3PMo12 O40). Ces derniers réduits en un mélange d’oxydes

bleus de tungstène et de molybdène [Ribereau-Gayon, 1968] présentent une absorbance

maximale à 765nm. La coloration bleue ainsi produite sera proportionnelle à la quantité des

polyphénols présents dans l’extrait végétal.

Pour cela, 0.2ml de l’extrait végétal solubilisé dans l’éthanol (1mg/ml) sont bien mélangés

avec 1,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu à 10% et 0,8 ml de solution de carbonate de sodium

(Na2CO3 : 75g/ml). Après avoir bien agité, laissés réagir à température ambiante pendant 2h

avant de mesurer la DO à 765 nm. Il est à noter qu’un blanc a été préparé en mélangeant 0,2

ml de méthanol avec 1,5ml du réactif de Folin-Ciocalteu et 0,8 ml de solution de carbonate de

sodium.

 Expression des résultats

Les taux de composés phénoliques totaux contenus dans les extraits éthanoliques des feuilles

de différentes espèces de nos plantes sont déterminées en se référant à la courbe d’étalonnage

(Annexe 02) obtenue à différentes concentrations en acide gallique dans du méthanol suivant
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le même protocole de dosage des polyphénols exprimé en mg équivalent d’acide gallique /g

d’extrait végétal (mg EQAG/g).

I.2.3) Dosage des flavonoïdes

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode colorimétrique de Quettier-

Deleu et ces collaborateurs (2000) décrite dans Djeridane et al., (2006) dont le principe

étant la capacité du groupement hydroxyle (OH) libre en position 5 des flavonoïdes à se

complexer au chlorure d’aluminium par chélation de l’ion Al3+ formant ainsi un complexe

jaunâtre qui présente un maximum d’absorbance à 488nm (Figure 20).

1ml d’extrait végétal (1mg/ml) a été mélangé avec 1ml de Solution méthanolique de chlorure

d’aluminium (AlCl3 à 2%). Après incubation pendant 10 mn à température ambiante, la

mesure de l’absorbance a été effectuée à 488 nm. Un blanc a été préparé en mélangeant 1 ml

de solution d’extrait avec 1 ml de méthanol pour chaque extrait.

 Expression des résultats

La concentration en flavonoïdes contenue dans les différents extraits, est calculée par

référence à une courbe d’étalonnage, en utilisant la quercétine comme standard et la

concentration a été exprimée en mg équivalent de quercétine /g de matière sèche (Annexe 02)

I.2.4) Dosage des tannins totaux

Le dosage des tannins totaux a été effectué selon le protocole d’Hagerman et Bulter (1978).

Le principe de ce dosage est basé sur la propriété qu’on les tannins à se complexer et

Figure 20 : Mécanisme de l’interaction du chlorure d’aluminium avec les flavonoïdes [Ribereau-

Gayon, 1968].
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précipiter les protéines globulaires (BSA), le complexe tannins-BSA formées est déterminé

spectrophotométriquement à 510 nm.

500 µl d’extrait végétal solubilisé dans l’éthanol (1mg/ml) ont été mélangés avec 1ml de

solution d’albumine sérique bovine (BSA) (1mg/ml) et laisser réagir pendant 24h à 4°C. Le

mélange est ensuite centrifugé (4000 rpm / 15min). Le culot récupéré est suspendu dans un

mélange contenant 2ml de solution SDS/TEA et 500µl de solution FeCl3 (0.01M). La DO est

mesuré à 510 nm au bout de 15min d’incubation.

 Expression des résultats

Les concentrations en tannins sont déterminées en se référant à la courbe d’étalonnage en

utilisant l’acide tannique comme référence (Annexe 02) et sont exprimées en milligramme

d’équivalent d’acide tannique par gramme de matière sèche (mg EQAT/gMS).

I.3) Evaluation des activités des extraits végétaux

I.3.1) Evaluation de l’activité antioxydant

Afin de mettre en évidence l’activité antioxydant des extraits des déférentes plantes,

trois tests ont été réalisés : tests de piégeage des radicaux DPPH, ABTS et un de test de

Chélation d’ions métalliques.

I.3.1.1) Mesure de l’activité antiradicalaire

 Test du DPPH

Le protocole de l’activité scavenging du radical DPPH suivi est celui de Hemalatha et al.,

(2010). La méthode est basée sur la dégradation du radical DPPH, car un antioxydant aura la

capacité de donner un électron singulet au radical synthétique DPPH- (2,2 diphenyl-1-

picrylhydrazyl) de coloration violette( forme oxydée) pour le stabiliser en DPPH 2,2

Diphenyl-1- picrylhydrazine) de coloration jaune-verdâtre. L’intensité de la coloration est

mesurée au spectrophotomètre à 517 nm, est inversement proportionnelle à l’activité

antiradicalaire des antioxydants [Kouamé et al., 2009].

Une solution de DPPH (0,1 mM) a été préparée dans du méthanol, 0.5 ml de cette solution a

été ajouté à 1.5 ml de solution d’extrait à différentes concentrations allant de 1μg/ml jusqu’ à 
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100 μg/ml. Après une incubation de 30 mn à température ambiante, l’absorbance a été 

mesurée à 517 nm.

Un blanc pour chaque extrait a été préparé en mélangeant 0.5 ml du méthanol avec 1.5 ml de

solution d’extrait et le contrôle a été préparé en remplaçant l’extrait par du méthanol. La BHA

et l’acide ascorbique ont été utilisés comme standards à différentes concentrations (0,5μg/ml-

5μg/ml).

 Expression du résultat

L’activité anti radicalaire exprimée en pourcentage est déterminée selon la formule suivante :

DO517C – (DO517T – DO517B)

Tauxd’activité anti-radical DPPH(%) = ---------------------------------- x 100.

DO517C

DO517C: absorbance à 517nm du contrôle (solution ne contenant que du DPPH)

DO517B: absorbance à 517nm de l’extrait (solution ne contenant que l’extrait végétale)

Do517T: absorbance à 517nm de l’essai (mélange de solution de DPPH et extrait de plante).

 Test de l’ABTS

Le test est basé sur la capacité d’un antioxydant à stabiliser le radical cationique ABTS.+ de

coloration bleue-verte en le transformant en ABTS+ incolore par piégeage d’un proton par

l’antioxydant. La décroissance de l’absorbance causée par l’antioxydant reflète la capacité de

capture du radical libre [Re et al., 1999].

0,1ml d’extrait végétal (1mg/ml) sont mélangés à 1,9ml d’une solution d’ABTS•+ (7mM)

préalablement préparée. Apres 7 min de réaction, la DO est lue à 734nm contre un blanc dont

l’extrait est remplacé par le méthanol.

 Expression des résultats

L’activité antiradicalaire anti-ABTS.+ des extraits de plante est exprimée en TEAC, capacité

antioxydant équivalente au trolox, qui correspond à la concentration de trolox donnant la

même activité antioxydant d’1ml du composé testé.



Matériels et méthodes

~ 49 ~

II.3.1.2) Mesure du pouvoir de Chélation des ions métalliques ; Test du Fe(II)-Ferrozine

La capacité chélatrice des extraits végétales est mesurée en suivant l'inhibition de la formation

du complexe Fe(II)-Ferrozine après incubation des échantillons avec le fer divalent selon la

méthode de Le et ses collaborateurs (2007).

La ferrozine se complexe spécifiquement avec l’ion bivalent Fe2+ pour produire un complexe

Fe(II)-Ferrozine stable de couleur violet avec un maximum d’absorbance à 562 nm. En

présence d'un agent chélateur la formation du complexe Fe(II)-Ferrozine est inhibé ce qui

conduit à une diminution ou disparition de la couleur violette. (Hazra etal., 2008).

Un volume de 100μl d’extrait ou de standard (EDTA) (100μg/ml) a été mélangé avec 200μl 

de FeCl2 (0,2mM) et 500μl d’eau distillée. Après agitation, 200μl de ferrozine (5mM) ont été 

ajoutés, suivis d’une agitation et incubation pendant 10mn. La mesure de l’absorbance a été

réalisée à 562nm. Il est à noter qu’un blanc général a été préparé, en remplaçant l’extrait par

le méthanol et un blanc pour chaque extrait, en ajoutant à ce dernier de l’eau distillée.

 Expression des résultats

Le taux de chélation du fer par l’extrait végétal est calculé par la relation suivante :

Abs562C – (Abs562T – Abs562E)

% de Chélation = x 100

Abs562C

Abs562C: Absorbance à 562nm du mélange Ferrozine/Fe(II)

Abs562T: Absorbance à 562nm du mélange Ferrozine/Fe(II) /extrait de plante.

Abs562 E : est l'absorbance du blanc de l’extrait (extrait + eau distillée)

I.3.2) Evaluation de l’activité antityrosinase des extraits de plantes

I.3.2.1) Matériel biologique

Le champignon de couche Agaricus bisporus ou champignon de Paris a été utilisé

comme source de la tyrosinase. Le champignon doit être blanc, frais, jeune et petit si possible

(Figure 21).
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I.3.2.2) Préparation de l’Extrait brut enzymatique

L’extrait tyrosinasique du champignon de Paris « Agaricus bisporus »a été obtenu selon le

protocole décrit par Janovitz- Klappet al. (1989).

100 g de champignon sont lavés abondamment à l’eau distillés afin d’éliminer de tous

contaminants, ils sont découpés et broyés à l’aide d’un mixeur électrique dans 100 ml de

tampon phosphate (0.05 M, PH 7.0) préalablement refroidi à 4 °C, la suspension est

centrifugée à 15000 tours à 4°C pendant 30 min. Le surnagent obtenu est filtré sur papier

wattman N°1 afin d’éliminer toutes particules solides restantes, ce filtrat est homogénéisé et

conservé dans le congélateur dans des aliquotes de 2 ml.

I.3.2.3) Mesure de l’activité de la tyrosinase

L’activité tyrosinase est déterminée spectrophotometriquementen utilisant la L-tyrosine

comme substrat. En présence de l’enzyme la L-tyrosine est oxydée en o-quinone, un composé

qui présente une absorbance maximale à 475 nm [Espin et al.,1995].

L’activité tyrosinasique a été mesurée en absence et en présence d’extrait végétal selon le

protocole de Vanni et al (1990) in Zong-Ping et al (2008).

Dans des conditions de température ambiante, 1ml de L-tyrosine (3mM) a été mélangé

avec 100µl de tampon phosphate (0.05 M, pH7) contenant 1% de DMSO et 100µl d’extrait

Figure 21 : Champignon de paris Agaricus bisporus.
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enzymatique d’Agaricus bisphorus. La variation de l’absorbance a été suivie pendant 10min à

475 nm.

NB :

 Pour l’activité antityrosinase on a remplacé le tampon phosphate (0.05 M, pH 7) à 1 %

DMSO par nos extraits de plantes diluer dans le même tampon à 1 % DMSO.

 La solution de L-tyrosine a été préparée dans un tampon phosphate 0.05 M, pH 7.

Expression des résultats

 L’activité enzymatique de la tyrosinase est le résultat de la variation de l’absorbance

pendant un laps de temps (∆ DO (nm) / ∆ temps (min). 

 Le pourcentage d’inhibition par l’extrait phénolique est calculé selon la formule

donnée par Zong-Ping et al., (2008).

Abs475 A – Abs475 B

% d’inhibition (%) = x 100

Abs475 A

A = Activité tyrosinase en DO475nm/ min mesurée en absence d’extrait végétal.

B = Activité tyrosinase en DO475nm/ min mesurée en présence d’extrait végétal.

La concentration inhibitrice à 50% (IC50) qui correspond à la concentration d’extrait végétal

nécessaire pour réduire 50% de l’activité enzymatique de la tyrosinase est déterminée

graphiquement à partir de la variation du taux d’inhibition de la tyrosinase en fonction de la

concentration de l’extrait végétal.

I.3.3) Traitement statistique

Trois mesures ont été réalisées pour chaque échantillon analysé et les résultats ont été

exprimés sous forme : moyenne ± écartype. Des comparaisons statistiques ont été effectuées

en utilisant le logiciel Statistica. Les différences ont été considérées comme étant

significatives à α = 0,05. Les valeurs des IC50 été calculées en utilisant le logiciel Origin 9,

L’analyse des données des régressions linéaires et des régressions non linéaires a été fait par

l’utilisation des programmes suivants : Excel® (Microsoft Excel 2007), Sigma Plot 2012

(Systat Software, Inc.,Windows Version 12.0,12.0).
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II) Résultats et discussion

II.1) Rendement d’extraction

Le taux d’extrait brut obtenu par macération dans l’éthanol des feuilles des différentes

plantes étudiées variées entre 7,25% et 25,7% (Tableau IV).Ces extraits sont enrichis en

composés bioactifs polaires. En raison de sa polarité, l’éthanol est le solvant d’extraction par

excellence pour ces composés, comme il est moins altérant que le méthanol, qui peut exercer

un effet méthanolyse sur les tannins [Bruneton, 1999 ; Mueller-Harvey, 2001].

Tableau IV: Rendement en extraits bruts éthanoliques de feuilles plantes étudiées.

Genre Espèce Variété Rendement %

Citrus

C. sinensis

Thomson 8.16

Tardive 8.88

Sanguinelli 8.48

Double Fine 8.56

C. reticulata Clémentine 7.84

Wilking 7.68

C. limon Citron 8.44

C. aurantiifolia Lime 7.56

Quercus

Q. canariensis 12.12

Q. Ilex 13.8

Q. suber 12.72

Olea O. europaea

Chemlal 21.32

Azeradj 20.16

Amalo 22.84

Avonakar 18.84

O. olester Sauvage 21.88

Pistachier

P. lentiscus 21.40

P. atlantica 20.12

Arbutus A. unedo 25.72

Ceratonia C. siliqua

Lahlou 12.4

Tounsi 13

Kechkache 13.60

Crataegus

C. azarolus 22.36

C. monogyna 27.2

C. azarolus-monogyna 16.4
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Selon les résultats obtenus, les genres Arbutus, Crataegu, Olea et Pistaciane présentent

aucune différence significative (p<0,05) en terme de taux d’extraction, comme elles

enregistrentles taux les plus élevés de l’ordre de 32.15 %, 27,48 %, 26,26% et 25,95 %

respectivement oùC. monogyna est l’espèce qui présente le meilleur rendement d’extraction

de l’ordre de 27.2 %. D’autres rendements plus au moins considérables ont été observés dans

les extraits du genre Ceratonia (16,25%) et Quercus (16,1%). Les Citrus, restent le genre le

plus faible en termes de taux d’extraction (≈ 8%).  

Il est difficile de faire une comparaisons de nos résultats avec les données

bibliographiques en terme de taux d’extraction, sachant que elles varient en fonction de

plusieurs paramètres qui influencent sur les taux d’extractions pour la même espèce végétale,

t’elle 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 [Naczk et

Shahidi, 2004 ; Hayat et al., 2009].Les conditions biotiques (espèce, organe et l’étape

physiologique), abiotiques (facteurs édaphiques) [Ksouriet al.,2008] et le type du microclimat

[Atmaniet al., 2009].

II.2) Teneurs en phénols totaux, flavonoïdes et tannins

II.2.1) Résultats

Les taux en polyphénols totaux, flavonoïdes et tannins dans les extraits éthanolique

déterminés par méthodes colorimétriques spécifiques et exprimés respectivement en mg

équivalent d’acide gallique (mg EqAG), de Quercitaine (mgEqQ) et acide tannique

(mgEqAT) par g de la matière sèche (Tableau V) montrent que les feuilles des différentes

espèces de plantes sélectionnées renferment des quantités non négligeables en substances

actives polyphénoliques, avec une différence importante entre les différents genres de plantes

étudiées.

Les résultats obtenus montrent généralement, que les taux de polyphénols totaux

varient significativement entre les genres de différentes plantes (P <0,05) et ne présentent

aucune différence significative (P < 0,05) entre les espèces du même genre.

Les feuilles des genres Arbutu set Pistacia sont les plus riches en polyphénols totaux avec des

teneursde 129,84 ± 3,42 mg EqAG/ g MS, 129,71 ± 2.31 mg EqAG/ g MS et 98,44± 3,39 mg

EqAG/ g MS pour P. atlantica, A. unedo et P. lentiscus respectivement, tandis que les

espècesdugenre Citrus révèlent les teneurs les plus faibles allants jusqu'à09.43 ± 0.08 mg

EAG/ g MS (variété lime de l’espèce Citrus aurantiifolia). Les feuilles des genres Quercus et

Ceratonia présentent des teneurs significativement similaires (P < 0,05) mais des variations
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importantes (P < 0,05) ont été observées entre les espèces du même genre (Tableau V). Une

différence significativement importante (P < 0,05) a été marqué entre ces deux derniers

genres et le genre d’Olea et entre les deux espèces de Crataegus ; C. azarolus (85.49 ± 0.79

mg EAG/ g MS) et C. monogyna (82.24 ± 1.86 mg EAG/ g MS) et l’espèce issue de leur

croisement ; l’hybride C. azarolus–monogyna (40.94 ± 0.61 mg EAG/ g MS).

Tableau V : Teneurs en phénols totaux, tannins et flavonoïdes des feuilles de différentes

espèces étudiées.

Genre Espèce (Variété) Phénols totaux
(mg EqAG/g MS)

Flavonoïdes
(mg EqQ/g MS)

Tannins
(mgEqAT/g MS)

Citrus

C. sinensis (Thomson) 09.55 ± 0.09 04.61 ± 0.19 02.16 ± 0.12

C. sinensis (Tardive) 11.20 ± 0.07 03.31 ± 0.06 02.30 ± 0.07

C. sinensis (Sanguinelli) 10.23 ± 0.12 01.97 ± 0.48 02.17 ± 0.18

C. sinensis (Double fine) 09.67 ± 0.44 03.63 ± 0.07 02.66 ± 0.09

C. reticulate (Clémentine) 10.11 ± 0.13 02.60 ± 0.13 02.74 ±0.02

C. reticulata(wilking) 10.09 ± 0.07 02.90 ± 0.07 01.46 ± 0.06

C. limon (citron) 13.45 ± 0.09 03.06 ± 0.01 04.04 ± 0.09

C. aurantiifolia (lime) 09.43 ± 0.08 02.71 ± 0.15 03.51 ± 0.031

Quercus

Q. canariensis. 39.12 ± 0.70 5.84± 0.27 08.71 ± 0.08

Q. Ilex . 48.62 ± 0.03 07.06 ± 0.27 08.87 ± 0.09

Q. suber . 65.97 ± 0.74 05.99 ± 0.19 07.91± 0.09

Olea

O. europaea (Chemlal) 35.94 ± 1.16 09.37 ± 0.31 04.20 ± 0.13

O. europaea (Azeradj) 33.01 ± 0.43 08.07 ± 0.21 02.43 ± 0.09

O. europaea (Amalo) 43.20 ± 0.57 09.44 ± 0.19 04.82 ± 0.18

O. europaea (Avonakar) 30.75 ± 0.41 08.50 ± 0.04 02.43 ± 0.24

O. olester 34.44 ± 1.22 12.04 ± 0.32 03.27 ± 0.17

Pistachier P. lentiscus. 98.44 ± 3.39 10.32 ± 0.25 14.45 ± 0.19

P. atlantica. 129.84 ± 3.42 10.86 ± 0.19 07.43 ± 0.26

Arbutus A. unedo. 129.71 ± 2.31 14.11 ± 0.27 13.21 ± 0.14

Ceratonia

C. siliqua (Lahlou) 46.85 ± 0.94 13.28 ± 0.06 04.02 ± 0.13

C. siliqua (Tounsi) 67.86 ± 1.75 09.23 ± 0.08 03.05 ± 0.13

C. siliqua (Kachkache) 58.72 ± 1.36 07.29 ± 0.06 04.59 ± 0.14

Crataegus

C. azarolus. 85.49 ± 0.79 19.92 ± 0.39 05.32 ± 0.17

C. monogyna. 82.24 ± 1.86 17.71 ± 0.46 04.85 ± 0.12

C. azarolus - monoguna 40.94 ± 0.61 10.89 ± 0.32 04.42 ± 0.13
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Les teneurs en flavonoïdes et en tannins enregistrées montrent également des

différences significativement importantes entre les différentes espèces étudiées.

L’espèce C. azarolus présente la teneur la plus élevée en flavonoïdes (19.92 ± 0.39 mg EqQ/

g MS), suivie par C. monogyna (17.71 ± 0.46 mg EqQ/ g MS) et Arbutus unedo (14.11 ± 0.27

mg EqQ/ g MS). La variété Sanguinelli de l’espèce Citrus sinensis révèle la teneur la plus

faible en flavonoïdes (01.97 ± 0.48 mg EQ/ g MS). Des similarités (P < 0,05) importantes ont

été observées entre quelques groupes d’espèces telles que O. olester, P. atlantia, P. lentiscus

et l’hybride C. azarolus – monogyna et entre les espèces du genre Quercus, C. siliqua et O.

europaea qui présentent les mêmes teneurs en flavonoïde.

Les espèces A. unido et P. lentiscus sont les plus riches en tannins avec des taux de 13,21±

0.14 mg EqAT/ g MS et 14,25. ± 0.19 mg EqAT/ g MS respectivement, suivi par les espèces

de genre Quercus et P. atlantica. Les feuilles des espèces des genres Citrus, Olea, Ceratonia

et Crataegus ne présente aucune différence significatives en terme de concentration en

tannins avec les taux les plus faibles (≤ 5 mg EqAT/ g MS) (Tableau V).

Pour déterminer le type majoritaire de polyphénols (flavonoïdes, tannins ou autre)

présenté dans les feuilles des différentes espèces végétales étudiées, on a calculé les fractions

en polyphénols de type flavonoïdes (F/PT), tannins (T/PT) et flavonoïdes-tannins (F+T/PT).

Les résultats obtenus (Figure 22) montrent que les taux des polyphénols en flavonoïdes et en

tannins sont inférieurs à 50% quelque soit l’espèce caractérisée. Ce qui signifie, que les

extraits éthanoliques des feuilles de différentes espèces végétales contiennent en plus des

flavonoïdes et des tannins, d’autres polyphénols polaires comme les acides phénoliques et

aussi des substances apparentées à l’acide gallique.

Selon la nature de polyphénols (tannins ou flavonoïdes) extraitpar l’éthanol à partir des

feuilles, les espèces végétales étudiées seront classées en trois groupes :

 Le groupe à polyphénols de type flavonoïde majoritaire (F/PT >T/PT) regroupe

les genres Olea, Ceratonia, Crataegus et Citrus (excepté de l’espèce C. Limon et les variétés

sanguinelli et clémentine des espèces C. sinensis et C. reticulata). Le genre Citrus porte le

taux le plus élevé en (F/T) avec un rapport de 30,07%, suivi par les genres Olea et Crataegus

dont les taux sont de 26,99%, 23,81% respectivement ;

 Le groupe à polyphénols de type tannins majoritaire (F/PT < T/PT) regroupe les

espèces du genre Quercus, certaines espèces et variétés de genres Citrus et le genre Pistacia;

C. limon et C. sinensis variété Sanguinelli et P. lentiscus). Le taux des tannins dans ces

espèces peuvent atteindre jusqu’à 30 à 40%, c’est ce qui a été remarqué chez les variétés Lime
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et Citron de l’espèce C. limon avec des taux de 30% et 37,20% respectivement ;

 Le groupe contenant même taux de polyphénols de type tannin-flavonoïde

(F/PT≈T/PT). Dans ce groupe, l’espèce A. unedo et l’espèce C. reticulata, variété Clémentine.

II.2.2) Discussion générale

Si on compare les résultats du dosage des polyphénols avec ceux de la

bibliographie,on constate que la richesse des Pistachiers en polyphénols avec l’Arbutus unedo

a été confirmée par certains auteurs. Les feuilles de P. lentiscus sont plus riches en phénols

totaux (136.25 ± 18.9mg EC/ g d’extrait) et en tannins (909.4 ± 42.61 équivalent d’acide

tannique/ g d’extrait) et similaire en flavonoïdes (12.93 ± 1.69 mg équivalent de quercétine/ g

d’extrait) [Atmaniet al.,2009] de P. lentiscus où nous enregistrons des teneurs en

polyphénols,en flavonoïdes et en tannins de l’ordre de 98.44 ± 3.39, 10.32 ± 0.25 et 14.45 ±

0.19 respectivement, et inferieur à celle trouvée par [Belyakoubi, 2011] de P. atlantica avec

une concentration de polyphénols (285.956 ±10.257 mg EAG/g MS) mais similaire en

flavonoïde (12.44 ± 0.256 mg EC/g MS) et supérieur en tannins (3.066 ± 0.151mg EC/g

MS). D’autres travaux réalisés par Goli et al (2005) ont montré que la teneurla plus élevée

des phénols totaux chez P. vera est de l’ordre de 34.7 mg équivalent d’acidetannique/g MS

quelle est supérieur à nous résultats. Chez les fruits de P. terebinthus, Topçu et ces collègues

(2007) ont montré la variation des teneurs en polyphénols par rapport à la polarité du solvant

d’extraction, qui sont de l’ordre de 61.05 et 122.78 μg équivalent de pyrocatechol/ mg 

d’extrait dans les extraits acétonique et méthanolique respectivement. Alors que, les teneurs

Figure 22 : Représentation graphique des Taux de flavonoïdes (F), tannins(T) et flavonoïdes-tannin

(F+T) par rapport aux polyphénols totaux (PT) des feuilles de différentes plantes étudiées.

0

10

20

30

40

50

60

70

80
flavonoides / polyphénole

tannins/ polyohénol

F+T/ polyphénols



Résultats et discussion

~ 57 ~

en flavonoïdes sont de l’ordre de 5.49 et 22.60 μg équivalent de Quercitaine /mg d’extrait 

dans les deux extraits.

Les résultats d’Ivo et ses collaborateurs (2009) sur les extrais méthanoliques des

feuilles d’Arbutus unedo montrent des concentrations plus élevées en polyphénols (149.28 ±

5.33 mg EAG/g d’extrait) par rapport à nos résultats (129.71 ± 2.31 mg EAG/g MS). Les

travaux de Pallauf et ses collaborateur (2007) sur les extraits méthanoliques des fruits

d’Arbutus unedo soulèvent des teneurs plus élevées en tannins (27.46 ± 0.989 GEAT/g MS)

mais inferieures en flavonoïdes (6.45 ±0.856 g EQ/g MS) par comparaison à nos résultats.

Mendes et ses collaborateurs (2011) constatant une grande différence dans la concentration

en polyphénols entre les feuilles (170.3 ±5.33 mg EAG /g d’extrait) et les fruits (16.7 ± mg

EAG/g d’extrait). Djabouet al (2013) montrent que les racines d’Arbutus unedo sont riches

en flavonoïdes (26.30 mg EQ/g MS).

La comparaison des résultats des dosages des polyphénols des Citrus avec les travaux

de Li et ses collaborateurs (2006) qui ont étudié plusieurs variétés deCitruset qui ont montré

des teneurs de 1.2± 11.89 mg EAG/ g d’écorce sec de la mandarine et 1.61 ± 17.36 mg

EAG/g d’écorce sec de limon, ces valeurs sont totalement inferieures à celles de nos résultats,

mais une grande similarité a été observé avec les teneurs de Kammoun et ses collaborateurs

(2012) sur quelque espèces de C. senensis. Une étude faite par Menichini et al (2011) sur les

fleurs, les feuilles et les fruits de Citrus midia montre une teneur de 4.016 ± 5.1mg/ g MS

dans les feuilles, cette teneur est presque similaire à celles obtenues par nos extraits.Une autre

étude réalisée par Ghasemi et al (2009) sur l’écorce et les tissus de 13 variétés de Citrus

exhibe des valeurs variant de 104.2 ; 161.17 et 172.1 mg EAG/ g MS d’écorce selon les

variétés de Citrus, ces résultats sont largement supérieurà ceux de nos extraits. Nos résultats

sont proportionnelles à ceux trouvé par Dahmoune et al (2013) sur les extraits éthanoliques

de Citrus limon avec une concentration 12.11 ± 1.12 mg EAG/g MS et un peu plus inferieur à

ceux trouvé par Lagha et Madani (2013) pour les polyphénols mais supérieur pour les

flavonoïde sur les extraits méthanoliques de quelques variétés de Citrus algérienne de l’ordre

de 13.36± 0.89 mg EAG/ g MSet 0.36 ±0.01mg EQ/g MS pour la variété double fine , 19.59±

0.59 mg EAG/ g MS et 2.67 ± 0.05 mg EQ/g MS pour la variété Thomson et 15,89 ± 1.09 mg

EAG/ g MS et 2.06 ± 0.003 mg EQ/g MS pour la variété Sanguelli de polyphénols et de

flavonoïdes respectivement .

Pour le genre Crataegus, dans une étude réalisée par Hamoudi et Zourane, (2012)

sur les feuilles de l’aubépine en utilisant le méthanol (50%) comme solvant d’extraction , la
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teneur en polyphénol est de 26,002 g EAG/100 g cette teneur est largement inferieure par

rapport à nos résultats (82.24 ± 1.86 mg EAG/g) , mais beaucoup plus supérieure à celle

trouvée par [Mario et al., 2010], soit1.99 g EAG/100g, réalisée sur une espèce des Rosacées

(Fragaria chiloensis spp), ceci pourrait être due à la méthode utilisée par l’auteur

(fractionnement) ou au diamètre des particules (supérieur à 250 µm) ainsi qu’à la pureté de

solvant. Dans une autre étude réalisée par [Kumaret al., 2009] sur trois espèces de la famille

des Rosacées (Rosa brunonii, Rosa bourboniana, Rosa damascena) les teneurs en

polyphénols sont de l’ordre de 25,4 ; 17.8 ; 14.5 g EAG/ 100 g de poids frais respectivement,

utilisant le méthanol comme solvant d’extraction sont aussi inferieurs à nos résultats. Ce qui

nos permis de déduire que l’utilisation de différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité

d’une comparaison entre les études.

Lorsqu’on compare les résultats de dosage des polyphénols de feuilles de Ceratonia

siliqua avec les résultats d’étude d’Avallone et al., (1997) (1,9mg/g de MS) sur la pulpe de

même espèce et Papagiannopoulos et al., (2004) (4,142mg/g MS), ces résultats sont

largement inférieurs aux notre (57.819mg/g de MS). Une autre étude a été réalisé par Abi

Azar (2007) sur les gousses de caroube vertes et qui ont montré que ces dernières contenaient

45,2 g/l de polyphénols totaux, cette valeur est proportionnelleà celle obtenue par nos extraits.

En effet, Joslyn et al., (1968) constatent par extraction à l’eau chaude et au méthanol que les

gousses vertes contiennent beaucoup plus de polyphénols totaux que les gousses mûres (67

mg/g de matière sèche pour les gousses mûres et 204,3 mg/g de matière sèche pour les

gousses vertes). Les teneurs en polyphénols (1625 mg EAG/100g MS) et flavonoïdes (292

mgEQ/100g MS) qui ont été trouvé par Benchikh et Louailéche, (2014) sur la pulpe de

Ceratonia siliqua sont beaucoup plus inferieures à celles de nos extraits (46.85mg EAG/g MS

de polyphénols et de 13.28mg EQ/ g MS de flavonoïdes).

La mise en évidences des composés phénoliques dans les feuilles de différentes

espèces de Quercus s’accorde avec les données de la bibliographie. Les teneurs enregistrées

varient de 39.12 à 65.97 mg EAG/g MS pour les espèces de genre Quercus. Ces valeurs

s’intègrent dans l’intervalle des données rapportées par Karioti, (2010) ; Boubaker et al.

(2004) et Custodio (2013) (12,31 mg EAG/g MS à 91.6 mg EC/g MS), il n’ya pas de

nombreuses études réalisés sur la composition phytochimique des Quercus, en effet le peu

d’études réalisées montrent que les espèces du genre Quercus sont riches en tannins

[Fernandes et al., 2011 ;Velez Marquesa et Pereirab, 2012]. Les résultats d’analyses

quantitatives de Karioti et ses collaborateurs (2010) sur les extraits méthanoliques de
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Quercus ilex montrent que cette espèce présente une source importante des flavonoïdes

glycosylés est surtout en Kampferol (1.22%) qui a été trouvé avec des quantités minimes chez

d’autre plantes (0.5%). Boubaker etal. (2004) indiquent que les teneurs en polyphénols

totaux solubles d’extrait de feuilles de Quercus suber (12,31%) présentent des teneurs

supérieures à celles de nos données analytiques sur les feuilles de Quercus suber.

Plusieurs études se sont intéressées à la quantification des polyphénols dans les

extraits de feuilles d’olive. Faten et al., (2013) ont réalisé des dosages quantitatifs de l’extrait

méthanolique des feuilles de l’olivier de la variété chemlal en Tunisie, ils ont montrés que la

teneur en polyphénols totaux des feuilles de chemlal est de l’ordre de 219,85 dans le mois

d’octobre à 464,27 mg/100 g MS au janvier. Or, notre récolte qui a été effectuée en mois de

décembre sur des feuilles de l’olivier de la même variété montre des concentrations en

polyphénols beaucoup plus importantes (35.94 ± 1.16 mg EAG/g MS). Ce qui confirme que le

maximum des polyphénols totaux a été obtenu dans la phase terminale de la croissance des

feuilles c'est-à-dire le mois de décembre, montrant ainsi la richesse de notre variété en

polyphénols totaux. Concernant les flavonoïdes, les mêmes auteurs ont obtenu les résultats

suivants pour la variété chemlal : 98,40 (octobre) à 377,06 mg CEQ/100 g MS(janvier) elles

sont inferieure à nos résultats avec la teneur de 09.37 ± 0.31 mg EQ/g MS. Les résultats de

dosage des phénols totaux par Boudhrioua et al., (2008) sont l’ordre de 1.40 g EAG/100 g

MS2.32±0.11 et 2.01±0.16 g EAG /100 g MS pour les variétés chemlal, chetoui et azzarag

respectivement qui sont un peu plus proche de nos résultats.

Les écarts trouvés entre les résultats obtenus et les données de la bibliographie sont

tout à fait justifiés. En effet, les conditions d’extraction, l’état et l’origine de l’échantillon en

terme de provenance géographique, saison de collecte et cultivar, les conditions biotiques

(espèce, organe et l’étape physiologique) et le type du microclimat [Ranalli et al., 2006 ;

Falleh et al., 2007 ; Li et al., 2009 ; Atmani et al., 2009]. Ainsila diversité structurale des

composés phénoliques conduit à la variabilité des propriétés physico-chimiques, la différence

des standards utilisés, les méthodes de conservation et d’exposition des plantes à la lumière

peuvent affecter la teneur en composés phénoliques [Escribano-Baillon et al., 2001; Santos-

Buelga et al., 2003 ; Tawaha et al., 2007].
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II.3) Activité antioxydant des extraits éthanoliques

L’évaluation de l’activité antioxydant des extraits éthanoliques des feuilles des

différentes plantes étudiées a été effectuée par trois tests ; le test DPPH et le test ABTS, pour

déterminer le pouvoir antiradicalaire de ces extraits en mesurant leurs capacités à neutraliser

ou à piéger les radicaux libres DPPH et ABTS et le test de chélation de fer pour déterminer la

capacité des extraits à former des complexes avec les métaux par inhibition du cycle redox du

métal, en formant des complexes métalliques insolubles, inhibant ainsi le développement de la

réaction d'oxydation avancée (sous le nom ; la réaction de fenton) qui aboutisse à la formation

du radical hydroxyle .OH.

Les résultats obtenus (Tableaux VI), où l’efficacité de l’activité antiradicalaire est exprimée

en concentration d’extrait végétal capable de piéger 50% du radical libre DPPH ou ABTS

(IC50) et où le pouvoir de chélation des métaux est exprimé en % de fer chélaté par 100 µg

d’extrait, montrent que tous les extraits testés présentent un pouvoir chélateur des métaux et

une activité antiradicalaire dont l’efficacité dépendent de l’espèce à partir de laquelle l’extrait

a été réalisé.

II.3.1) Activité antiradicalaire

 Activité scavenger du radical DPPH

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) est un radical libre largement utilisé pour évaluer

l’activité antioxydant [Suhaj, 2006 ; Mohsen et Ammar, 2009 ; Wang et al., 2009]. La

méthode est basée sur la capacité des composés antioxydants à agir en tant que piégeurs de ce

radical en donnant un atome d’hydrogène H sur le DPPH alors transformé en une molécule

stable DPPHH [Confortietal.,2008 ; Sharma et Bhat, 2009; Popovicietal., 2010].

Pour la mise en évidence du pouvoir antiradicalaire de nos extraits par le radical

DPPH on a réalisé un premier test à une concentration de 100 µg/ml pour tous les extraits. On

a constaté des pourcentages d’inhibition importants pour toutes les plantes. L’analyse

statistique des résultats obtenus a montré une simple différence significative (P < 0,05), dans

les meilleurs rapports, ont été constatés chez les espèces Crataegus azarolus, Pistacia

atlantica, Arbutus unedo, Crataegus monogyna, Ceratonia siliqua, P. lentiscus, C. azarolus-

monogyna, Citrus limon et les espèces de genres Quercus qui présentent des rapports ≥ 90% 

selon les espèces. Les espèces du genre Olea et Citrus présentent les plus faibles activités par

rapport aux autres genres.
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Tableau VI:Résultats du pouvoir antioxydant des extraits éthanoliques des feuilles de

différentesespèces étudiées.

Genre Espèce (Variété) EC50 (µg/ml)
DPPH

EC50 (µg/ml)
ABTS

% de Chélation
fer (100µg/ml)

Citrus

C. sinensis (Thomson) 26.83 ± 1.17 896.27 ± 1.01 85.5 ± 3.40

C. sinensis (Tardive) 19.83 ± 1.20 627.32 ± 0.68 73.47 ±3.39

C. sinensis (Sanguinelli) 48.57 ± 0.71 588.95 ± 1.09 85.01 ± 6.79

C. sinensis (Double fine) 33.78 ± 1.11 690.35 ± 0.81 67.84 ± 3.40

C. reticulate (Clémentine) 21.79 ± 21.79 487.42 ± 1.26 92.54 ± 4.75

C. reticulate (wilking) 52.53 ± 0.57 526.66 ± 1.42 86.80 ± 6.79

C. limon (citron) 08.08 ± 0.89 168.83 ± 1.08 84.31 ± 3.40

C. aurantiifolia (lime) 20.02 ± 0.68 239.10 ± 0.90 73.33 ± 4.07

Quercus

Q. canariensis. 13.87 ± 0.44 89.94 ± 0.77 68.62 ± 1.35

Q. Ilex 02.66 ± 0.59 47.31 ± 0.80 65.50 ± 2.03

Q. suber 15.37 ± 0.72 50.94 ± 1.16 64.70 ± 4.75

Olea L

O. europaea (Chemlal) 10.79 ± 1.03 155.89 ± 0.76 76.86 ± 5.43

O. europaea (Azeradj) 21.11 ± 2.74 122.03 ± 1.13 78.82 ± 6.11

O. europaea (Amalo) 21.75 ± 0.65 179.37 ± 1.35 76.07 ± 1.35

O. europaea (Avonakar) 16.07 ± 0.75 167.09 ± 0.88 74.07 ± 1.37

O. olester 19.11 ± 0.60 105.7 ± 0.77 80.78 ± 3.39

Pistachier

P. lentiscus 05.14 ± 0.78 34.52 ± 0.27 75.68 ± 4.07

P. atlantica 01.21 ± 0.77 08.25 ± 0.70 76.86 ± 6.11

Arbutus A. unedo 09.05 ± 0.60 47.71 ± 0.48 70.19 ± 7.47

Ceratonia

C. siliqua (Lahlou) 15.01 ± 0.39 46.49 ± 1.34 86.27 ± 2.71

C. siliqua (Tounsi) 06.33 ± 0.78 22.6 ± 0.87 71.37 ± 2.71

C. siliqua (Kachkache) 03.22± 0.52 68.71 ± 0.48 79.21 ± 0.67

crataegus

C. azarolus 02.45 ± 1.02 125.34 ± 0.67 72.15 ± 1.35

C. monogyna 07.37 ± 0.80 120.97 ± 2.13 77.25 ± 1.35

C. azarolus - monoguna 10.42 ± 0.71 127.38 ± 0.53 65.09 ± 3.39
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Pour se renseigner sur la puissance antiradicalaire de nos extraits contre le radicale

DPPH, nous avons testé une gamme de concentrations qui correspond à chaque plante. On a

remarqué expérimentalement, lorsqu’on additionne un volume défini de l’extrait phénolique à

un volume déterminé de la solution DPPH
•
, quel que soit la plante d’origine, l’absorbance du

mélange réactionnel diminue et devient stable dans lapse de temps court, ainsi la solution

change de couleur instantanément du violé sombre au jaune pâle en fonction des

concentrations, suivi par une augmentation dans le pourcentage d’inhibition.L’activité

antioxydant de nos extraits exprimée en IC50 (Tableau XI) a été déterminée graphiquement

(Figure 23). Elle est définie comme étant la concentration de l’antioxydant nécessaire pour

réduire ou inhiber 50% du radicale DPPH en solution.

À des fins comparatives, deux antioxydants standards sont utilisés; l’acide ascorbique

et la BHA. Ils ont montré une activité antiradicalaire très puissante avec des IC50 de l’ordre

de 1.76 μg/ml et 2.16 μg/ml respectivement, la valeur d’IC50 de l’acide ascorbique est proche 

à celle retrouvée par les chercheurs Rached et ses collaborateurs (2010).

Malgré la puissante activité antiradicalaire de nos extraits contre le radicale DPPH,

elle reste toujours moins active que les standards à l’exception de P. atlantica qui présente

une activité considérablement importante presque comparable à celle de l’acide ascorbique.
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Figure 23 : Les concentrations efficaces à piégé 50% (EC50) du radical DPPH par les

extraits de plantes étudiés et les antioxydants de référence.
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Les résultats obtenus montrent que les différents extraits des plantes sélectionnées ont des

activités antiradicalaires dont les concentrations inhibitrices (IC50) sont de l’ordre de 1µg/ml

à 55µg/ml. L’analyse statistique des concentrations inhibitrices à 50% (IC50) des plantes

étudiées contre le radicale DPPH, montre des différences significativement importantes(P <

0,05). Dans les plus efficaces P. atlantica (01.21 ± 0.77 µg/ml), C. Azarolus (02.45 ± 1.02

µg/ml), Q. ilex (02.66 ± 0.59 µg/ml), C. siliqua (Kachkache) (03.22± 0.52 µg/ml). Les efficacités

antiradicalaire de ces espèces sont très proche à celles de l’acide ascorbique (IC50 = 1.76

μg/ml) et de la BHA (IC50=2.16 µg/ml).P. lentiscus, A. unedo, C. monogyna, C. siliqua, les

espèces des genres Quercus et Olea exerçant un pouvoir similaire (P < 0,05) avec des

concentrations considérablement importantes. Le genre Citrus présente les IC50 les plus

élevées, ce qui signifie une faible activité antiradicalaire à l’exception de la variété Citron de

l’espèce Citrus limon qui marque une activité très importante (IC50 =08.08 ± 0.89 µg/ml).

 Activité scavenger du radical ABTS

Afin de valider l’efficacité antioxydant de nos extraits obtenue contre le radical DPPH,

nous avons utilisées un 2iem test basé sur la capacité de piégeage du proton du radical

cationique ABTS [Van-denBerget al., 2000]. L’efficacité des extraits de plantes à péager le

radicale ABTS, mesuré à la concentration 100 µg/ml pour chaque extrait, montré que tous les

extraits présentent une activité antiradicalaire contre le radical ABTS, mais cette activité

antiradicalaire reste inférieure à celle exprimée par le standard (trolox = 89,09%). Les

pourcentages d’inhibition du radical ABTS à la concentration 100 µg/ml varient entre 18.20 à

75.31% avec des différences significativement importantes (P < 0,05) entres les différentes

plantes étudiées.

Les résultats d’études des concentrations inhibitrices à 50 % (IC50) contre le radicale

ABTS montrent des différences significatives (P < 0,05) varient selon le genre et l’espèce

végétale dans une gamme de 1 µg/ml à 1mg/ml (Tableaux VI). Selon ces résultats, les

espèces du genre Pistacia, les deux variétés tounsi et lahlou de l’espece C. siliqua, Q. ilex et

A. unedo présentent des IC50 meilleurs que celle de standard contre le radical ABTS, il s’est

avéré clairement que P. atlantica est l’espèce qu’exerce le meilleur pouvoir antiradicalaire

contre le radicale ABTS avec IC50 = 08.25µg/ml dont l’efficacité est six fois plus élevée que

le trolox (un analogue soluble de la vitamine E, puissant antioxydant) (IC50 = 52,87 µg/ml),

suivi par les espèces Q. canariensis, les espèces du genre Olea et Crataegus dans les IC50

varient dans une gamme de concertation de [89.94-156µg/ml] qui ne présentent aucune
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différence significative (P < 0,05). Les espèces qu’exercent la plus faible activité

antiradicalaire contre ce radical est les espèces de C. sinensis et C. reticulata qui présentent des

IC50 variées dans la gamme [0,59-0,90 mg/ml]. Au sein du même genre et/ou espèces des

différences significativement importantes (P < 0,05) ont été constatées pour les variétés C.

siliqua, les espèces de genre Quercus et surtout avec les variétés de genre Citrus.

À des fins comparatives par rapport à des antioxydants naturels (comme δ-tocophérol, 

flavonoïdes, caroténoïdes et acide ascorbique) [Moureetal., 2001], ou de synthèse (3,5-

ditertiobutyl-4-hydroxytoluéne (BHT) ; le 3-tertiobutyl-4-hydroxyanisole (BHA), de

l’efficacité des extraits de plantes à piéger le radical ABTS est évaluée en TEAC (Trolox

Equivalent Antioxidant Capacity) qui correspond à la concentration de Trolox (en µM ou

mM) produisant le même effet de réduction d'ABTS
+

dans un g de matière sèche à partir de

laquelle l’extrait a été obtenu.

Les valeurs de TEAC pour nos extraits varient entre 84.74± 1.17 et 394.55± 0.98 µmol de

trolox /g MS avec des différences significatives importantes (P < 0,05). Les activités

scavenger du radical ABTS de nos extraits sont plus faibles que ceux obtenus pour des

antioxydants de référence telle que l’acide caféique, acide gallique, quercitrine, rutine, BHA,

BHT et TBHQ qui présentent des valeurs de TEAC comprise entre 2.56 et 22.3 mM trolox/ g

[Olszewskaet al., 2012]. Plus la valeur de TEAC est grand plus l’antioxydant est puissant
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Figure 24 : Effet scavenger vis-à-vis le radical ABTS des extraits éthanolique des feuilles des différentes

plantes exprimé en µmol de trolox /g MS
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[Djeridane et al., 2006], ce qui nous permis de déduire que les feuilles des citrus présentent

les plus faibles activités antiradicalaires avec des efficacités au voisinage de 100 µmol de

trolox /g MS(Figure 24).

II.3.2) Pouvoir chélateur de fer

L’activité chélatrice des métaux est très importante du fait qu’elle réduit la

concentration des métaux de transitions catalyseurs de la peroxydation lipidique. En effet, le

fer peut stimuler l’oxydation des lipides par la réaction de Fenton, et accélère également cette

oxydation en décomposant les hydroperoxydes en radicaux peroxyles et alcoxyles qui peuvent

à leur tour entretenir la réaction de peroxydation lipidique [Elmastas et al., 2006].

Le pourcentage de chélation du fer des différents extraits de nos plantes à 100 µg/ml

sont présentés dans la Figure (25).

Une vue générale de la représentation graphique, nous permet de constater que nos

extraits de plantes ont une très forte activité chélatrice du fer (64.70 à 92.54%)

comparativement au standard utilisé, l’EDTA qui est connu pour sa forte activité chélatrice

des métaux avec un pourcentage de chélation de fer (84,42% ± 1,74 %) à la concertation de

100 µg/ ml.

Les résultats d’étude statistique des pourcentages de chélation de fer de nos extraits

présentent une simple différence significative (P < 0,05) dans les meilleurs rapports, sont
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Figure 25 : Pourcentages de chélation du fer par les extraits de feuilles de différentes plantes

étudiées.
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enregistrés pour les espèces du genre Citrus, qui aller jusqu'à 92.54 ± 4.75 avec la variété

Clémentine, à l’exception de la variété Double finequi présente un faible pourcentage de

chélation de l’ordre de 67.84 ± 3.40%, suivi par la variété Lahlou de l’espèce Ceratonia

siliqua par un rapport important (86.27 ± 2.71%).

La majorité d’espèces restantes varient dans une même gamme de chélation [70,19-

80,78 %] qui ne présente aucune différence significative (P < 0,05) à l’exception des espèces

du genre Quercus, qui présentent les plus faibles rapports avec l’hybride C. azarolus-

monogyna de genre Crataegus.

En sein du même genre et/ou des espèces, on trouve des différences significatives

importantes, c’est ce qui a été observé avec les espèces du genre Citrus avec la variété

Clémentine (92.54 ± 4.75 %) de l’espèce Citrus. Reticulata et la varieté Double fine de Citrus

sinensis, ainsi les espèces du genre Crataegus et les variétés de Ceratonia siliqua quelles

soulèvent des différences significatives importantes (P < 0,05). Les espèces d’Olea et

Ceratonia siliqua présentent des différences considérablement importantes avec les espèces

C. azarolus et C. monogyna avec des rapports variés dans la même gamme [71.37±2.71-

86.27± %] qui ne présentent aucune différence significative (P < 0,05).

II.3.3) Analyse de corrélations entre les polyphénols et les activitésantioxydants

II.3.3.1) Corrélations entre les teneurs en polyphénols et l’activité scavenger du radical

DPPH●

Nous avons voulu établir une corrélation entre l’efficacité antiradicalaire pour le

radical DPPH et les teneurs en phénols totaux, flavonoïdes et tannins des différents extraits de

plantes. Les résultats obtenus (Figure 26), montrent la présence d’une corrélation linéaire

entre les phénols totaux et le pouvoir antiradicalaire contre le radical DPPH (R = 0.619). Les

deux familles de composées phénoliques, flavonoïdes et tannins interviennent d’une façon

comparable (flavonoïdes R= 0.565, tannins R = 0.525) dans le bailliage de ce radical, ce qui

nous permis de déduire un effet synergique entre ces deux composés (56.6% de cette

réduction est liée aux flavonoïdes et 52.5% et due aux tannins) ce qui explique la puissance

activité antiradicalaire de nos extraits contre le radical DPPH.
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II.3.3.2) Corrélations entre les teneurs en polyphénols et l’activité scavenger du radical

ABTS

En établissant la relation entre les teneurs en phénols totaux, flavonoïdes, tannins et la

capacité antioxydant contre le radical ABTS des différents extraits des plante étudiées

(Figure 27), on constate qu’il y a une bonne corrélation entre les teneurs en phénols totaux et

la capacité antioxydant R =0.662, une moyenne avec les tannins (R = 0.568) et un peu plus

faible avec les flavonoïdes ( R = 0.444).
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II.3.3.3) Corrélations entre les teneurs en polyphénols et le taux de chélation de

Fer

Dans le but d’établir la relation entre la chélation de fer et les teneurs en polyphénols totaux,

flavonoïdes et tannins, la Figure 28 (A,B) illustre le pourcentage de chélation de fer en

fonction des teneurs.

Nous remarquons une très faible corrélation entre les pourcentages de chélation du fer et les

teneurs en polyphénols R = 0.381, et en flavonoïdes R = 0.290 et une corrélation moyenne

avec les tannins R =0.429) par rapport au d’autres composés.

II.3.4) Discussion générale de l’activité antioxydant

Les polyphénols constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales,

exerçants de multiples activités biologiques telle que l’activité antioxydant, cette activité

attribuée en partie à la capacité de ces composés à réduire les radicaux libres tels que les

radicaux hydroxyles (HO·) et superoxyde (O2·-) mais aussi à leur affinité pour une grande

variété de protéines dont certaines enzymes par la chélation des métaux qui les constituent

[Ba et al., 2009].

Le radical DPPH est généralement l’un des composés le plus utilisé pour l’évaluation

rapide et directe de l’activité antioxydant et la majorité des travaux antérieurspour confirmer

la puissance antioxydant des plante a été réalisé contre ce radical, en raison de sa stabilité en

forme radicale et leur simplicité de l’analyse [Bozin et al.,2008].
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La forte activité antioxydant des Pistachier a été auparavant confirmée par plusieurs

auteurs, qui dû aux composés phénoliques présents dans les différents organes de Pistachier,

qui sont connus comme substances antioxydants ayant la capacité de piéger les espèces

radicalaires et les formes réactives de l’oxygène [Kelly et al., 2002]. En effet les extraits

éthanoliques de P. atlantica révèlent une forte activité à piéger les radicaux DPPH (IC50 =

01.21 ± 0.77 µg/ml ) et d’ABTS (IC50 = 08.25 ± 0.70 µg/ml) avec P. lentiscus (DPPH (IC50

=05.14 ± 0.78µg/ml ) et ABTS (IC50 = 34.52 ± 0.27µg/ml ), cette forte activité a été confirmé

par Benhammou et al., (2008) sur les extraits éthanoliques des feuilles de P. atlantica avec

(IC50 = 27.76 mg/ g DPPH) etP. lentiscus (IC50= 90.87 mg/ g DPPH), les travaux de

Hatammnia et ses collaborateurs (2014) sur les graines de P. lentiscus contre le radical

DPPH (IC50 = 1.90 mg/ml), Belyagoubi (2011) (IC50 de DPPH est de l’ordre 47.40 mg/ g)

sur les feuilles de P. atlantica, Atmani et ses collaborateurs (2009) sur les extraits aqueux de

P. lentiscus avec une (IC50 = 4,24 µg/ml). Tous ses travaux confirment la forte activité

antiradicalaire des pistachiers qui a été expliqué par l’effet inductif des trois groupes

hydroxyles de l’acide gallique et ses dérivés et aussi à la présence de l’acide ρ-coumarique 

[Sanchez-Moreno et al., 1998; Benhammouet al., 2008]. Luigia et ses collaborateurs

(2008) ont montré que les (anthocyanines) présentent dans les fruits de Pistacia lentiscus

piègent à 92 % le radical DPPH pour une concentration de 0,005 mg/ml. La présence de l’α–

tocophérol (0,005308 %) dans les feuilles de Pistacia lentiscus, explique la forte activité

antioxydant de ses extraits [Kivaçak et Akay, 2005]. Bhouri et ses collaborateurs (2010)

notent que l’acide digallique, isolé de l’extrait aqueux des fruits de P. lentiscus, a une activité

potentielle vis-à-vis du radical ABTS+ pour une concentration de 0,15 et 0,2 mg/ml. Ceci

peut être expliqué par le fait que la molécule de l’acide digallique qui est un flavonoïde riche

en groupements hydroxyles. De plus, les anthocyanines et les tannins présentes dans les fruits

de Pistacia lentiscus ont déjà prouvé leurs pouvoir chélateur envers les métaux, et leurs effets

protecteurs contre la peroxydation est lié à la capacité de fixer le fer [Ilhamiet al., 2005].

D’autres travaux ont montré que l’acide vanillique, l’acide syringique, l’acide férulique et la

catéchine possèdent de forte corrélation positive entre les activités du piégeage des radicaux

(DPPH, ABTS+). En plus, l’acide gallique et la catéchine sont étroitement corrélés à l’activité

de chélation des métaux et à l’inhibition de la peroxydation lipidique [Tsaiet al.,2007 ;

Wissem et al., 2008].

La puissance du pouvoir antioxydant d’Arbutus unedo a été constatée par plusieurs

auteures, en effet, les études phytochimiques sont prouvé que les extraits de feuilles d’Arbutus
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unedo contiennent plusieurs antioxydants comme les tannins, les flavonoïdes, les

caroténoïdes, les anthocyanes, l’acide gallique et ses dérivés, la vitamine C, la vitamine E

aussi bien α-tocopherol qui sont des substances connues par ses fortes activités antioxydants 

[Kivcak et Mert, 2001 ; Males et al., 2006; Fiorentino et al., 2007]. Les travaux d’études

Malheiroet al (2011) sur le pouvoir antioxydant d’Arbutus unedo montre des fortes activités

avec des concentrations de l’ordre de microgramme [Malheiroetal., 2011] mais elles reste

toujours inferieures à celles enregistrées dans ce présent travail. Les résultats d’Ivo et ses

collaborateurs (2009) du balayage deradical DPPH montrent des IC50 importantes avec les

extraits éthanoliques de feuille d’Arbutus unedo qui sont de l’ordre IC50 = 63,2 µg/mL mais

elle est inferieurs à nos résultats (IC50 = 09.05 ± 0.60 µg/ml). Dans une autre étude

préliminaire réalisée par Pabuccuoğlu et al., (2003) sur l’activité antioxydant contre le

radical ABTS montre une forte activité, mais elle reste toujours inferieure à nos résultats.

Les résultats obtenus concernant l’IC50 des feuilles de genre Ceratonia se rapprochent

de ceux de Ben Hsouna et al., (1986) qui a travaillé sur la caroube de Tunisie avec un IC50

de 0,033mg/ml, par contre Kumazawa et al. (2002) a trouvé que IC50 de l’extrait phénolique

de la caroube été de 0,25 mg/ml ce qui reste très faible par rapport à nos résultats. Selon

Makris et Kefalas (2004), cette importante activité antioxydant des extraits phénoliques de la

caroube est due à leur forte teneur en flavonoïdes particulièrement les pranthocyanidines et

l’acide gallique qui présentent une très forte chélation de fer [Klenow et Glei, 2009].

La présence des antioxydants, dans les échantillons de différentes espèces de genre

Crataegus nous permet d’enregistré une très forte activité antioxydant avec tous les différents

tests réalisés. Le test antiradicalaire avec le DPPH montre des IC50 variées entre 02.45 ± 1.02

à 10.42 ± 0.71µg/ml, ces résultats sont beaucoup plus supérieures à ceux trouvé par [Yooet

al., 2008] qui ont travaillé sur les extraits éthanoliques des feuilles de Crataegus pinnatifida

qui présentent des pourcentage d’inhibition inferieurs au Crataegus étudiées avec un rapport

de 84.5% à la concentration de 0.88 mg/ml, sachant que ce pourcentage a été constaté a une

concentration de 75 à 100 µg/ml pour nos extrait selon les espèces de Crataegus. Une étude

réalisée par Bernatonienė et al., (2008) sur les fruits Crataegus monogyna a révélé que les

extraits éthanoliques (200 mg de fruit coupé en petits morceaux dans 1ml de l’éthanol 70%)

présentent une forte activité à piéger le radical DPPH (54%) alors que les extraits à l’eau

distillée (200 mg de fruit coupé en petits morceaux dans 1ml d’eau distillée) ont une faible

activité antiradicalaire (24%). Ces concentrations sont faibles par rapport à celles trouvées

avec nos extraits, les écarts observés entre nos résultats et ceux des auteurs sont probablement
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dus à la nature du solvant d’extraction et à la nature d’échantillon. Les mêmes auteurs

[Bernatonienėet al., 2008] ont montré que les extraits éthanoliques ont une forte activité

antioxydant (45%) contre le radical ABTS à la concentration de 500 µg/ml, ces valeurs sont

identiques à celles constatés dans notre étude pour toutes les espèces de Crataegus étudiées

avec des teneurs variées entre 41.69 à 55.13% selon l’espèce, mais beaucoup plus importante

que celles enregistrées par les mêmes auteurs avec les extraits de l’eau distillée (18%).

Nos résultats d’étude de l’activité antioxydant exercée par les extraits de feuilles de

Citrus contre le radical DPPH sont largement supérieurs à ceux obtenus lors d’une étude

menée par Ghasemi et al., (2009) sur l’écorce et tissus de 13 variétés de citrus exhibe des

valeurs variant de 600μg/ml pour Citrus reticulata et 3900 μg/ml pour Citrus aurantium

d’écorce selon les variétés de Citrus, et un peu plus supérieures à celle trouvé par Lagha et

Madani., (2013) sur 7 variétés de Citrus sinensis et Citrus aurantium qui varient dans

l’intervalle de [0,555 ± 1,06 –0,825 ± 0,49 (mg/ml)] et supérieure à celle de Dahmoune et al

(2013) sur les extraits éthanoliques de feuilles de Citrus limon avec IC50 = 298.82 ± 8,60 µg

EAG/ml. Les travaux Ramful et ses collaborateurs (2011) sur le fruit du Citrus exhibe des

valeurs varient entre 2,92 ± 0,06 à 5,63 ± 0,19 µmol équivalente de Trolox/ g MS qui sont

largement inferieurs à nos résultats qui varient entre 84,74± 1,17 et 394,55± 0.98µmol de

trolox /g MS.

Les feuilles d’olive représentent une source naturelle de plusieurs antioxydants. Lee et

Lee (2009) montre que l’oleuropéine est le composé majoritaire des feuille d’olive, il atteint

un pourcentage de 14,2% de la matière sèche et l’hydrolyse acide de l’extrait de feuilles

d’olives produit une concentration élevée en hydroxytyrosol (2,3 g d’hydroxytyrosol/ 100 g)

de feuilles fraiche. D’après les résultats de la technique du piégeage des radicaux libres DPPH

et ABTS par les extraits de feuilles d’olivier, on constate que l’olivier pourrait être une très

bonne source d’antioxydants naturels, ce qui est confirmé par Bensallahet al., 2012 qui ont

étudié l’activité antioxydant des feuilles d’une variété de l’olivier cultivé dans la région

Chemlali en Tunisie. Les auteurs ont obtenu une IC50 de l’ordre de 7.90 μg/ml en utilisant 

l’eau/éthanol (30/70) (v/v) comme solvant d’extraction. Ce résultat se rapproche de nos

résultats obtenus avec la variété chemlal (IC50 = 10.79 ± 1.03 µg/ml). Les résultats d’Arab et

ses collaborateurs (2013) montrent que 50% de radical DPPH a été éliminé par les

polyphénols totaux de l’olivier sauvage à partir d’une concentration de 0.29 mg/ml, 0.30 mg/

ml pour l’olivier cultivé, ses résultats sont largement supérieurs à celle enregistrés par nos

extraits d’olives, ce qui confirme la puissance activité antioxydant de nos variétés.
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Très peu de données relatives au pouvoir antioxydant des extraits de genre Quercus

rapportées par la littérature. Les études sur des extraits méthanoliques de glandes de Quercus

ilex réalisées par Luisa et al.,(2013) montrent qu’ils possèdent un pouvoir antiradicalaire

supérieur à celui de nos résultats sur les feuilles de la même espèce mais elles sont en accord

avec celles de Vázquez et al. (2012). La capacité de piéger le radical ABTS par nos extraits

éthanoliques des différentes espèces de Quercus dépasse le seuil de 50 % à la concentration

de 100µg/ml mais reste inférieure à celle du trolox (92,857 %), ces résultats sont supérieurs à

celles trouvées par Luisa et al. (2013) sur le fruit de Quercus ilex. La forte activité

antioxydant des Quercus a été expliqué par les travaux de caractérisation de Fernandes et al.,

(2010) par HPLC et GC/MS des extraits méthanoliques de feuilles de Quercus suber, qui

montrent la richesse de ces feuilles en acide protocatechique, acide gallique, acide caféique,

acide ferullique, l’acide ellagique et essentiellement en tannins qui présentent la majorités des

composés bioactifs des Quercus, ces molécules sont connues par leur fortes activités

antioxydants.

Les corrélations positives entre les substances activeset les activités antioxydants ont

été expliqué par nombreux facteurs. Selon Scherer et Gody, 2009 ; la structure des

composés phénoliques, en particulier le degré et la position des groupements hydroxyles, leur

substitutions et la présence des doubles liaisons sur le noyau aromatique, ainsi que la

glycosylation et la présence d’autres groupements donneurs de protons renforcent l’activité

antioxydant de ces molécules [Caietal.,2006]. En effet, les flavanols aglycones comme la

quercetine, la myricétine et le kaempferol qui contiennent plusieurs groupements hydroxyles

ont une activité antioxydant supérieure à celle de leurs dérivés glycosylés comme la rutine et

la myricétine…etc [Scherer et Gody, 2009]. Comme on a travaillé sur des extraits bruts, il

est important de signaler que l’activité antioxydant réalisée peut être attribuée aux composées

non phénoliques telles que les lipides, les sucres et la chlorophylle.
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II.4) Activité antityrosinase

II.4.1) Activité tyrosinase du champignon de Paris (Agaricus bisporus)

Pour déterminer l’effet antityrosinase des extraits éthanoliques des feuilles de

différentes espèces végétales étudiées, nous avons opté pour la tyrosinase du champignon de

paris (Agaricus bisporus) parce qu’elle présente une source importante de tyrosinase [Chiara

et al., 2011]. Les conditions optimales du milieu réactionnel pour mesurer l’activité de cette

enzyme dans l’extrait brut du champignon ont été préalablement mises au point. D’autres

parts, pour avoir la gamme la plus large possible de concentrations d’extrait végétal à tester

lors des essais d’inhibition, l’activité enzymatique a été mesurée en présence et en absence

d’éthanol ou de DMSO à différentes concentrations (1 à 10%) car une faible solubilité

aqueuse des extraits a été révélée.

Les résultats obtenus (Figure 29) ont montré que la meilleure activité de l’extrait tyrosinase

du champignon de Paris est observée dans des conditions de tampon phosphate 0.05mM, à

pH 7, en présence d’une concentration de tyrosine de 3 mM. Dans ces conditions, l’activité

tyrosinase est de 0.020 nm /min.ml. Comme, il a été démontré que le DMSO est moins

dénaturant que l’éthanol et que son effet à 1% est négligeable. L’activité tyrosinase mesurée

est de même ordre de grandeur que celles obtenues par Solomon et al., (1996) in kim et

hyama, (2005) et celle de Schurink et al., (2007) et Guozi, (2011).

(A) (B)

Figure 29 : Variation de l’absorbance à 475 nm en fonction du temps. Activité durant la

réaction d’oxydation de L- tyrosine (3 mM) par 100µl/ml d’extrait brut de champignon de Paris

à pH 7 en absence (A) et en présence de 1% DMSO (B)
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Lors de mesure de l’activité tyrosinase à température ambiante, on a observé que la variation

d’absorbance à 475nm en fonction du temps suit un profil de cinétique atypique avec une

phase de latence d’environ 5 min que ce soit en absence ou en présence de DMSO

(Figure 29). Ce profil enzymatique est typique des tyrosinases. En effet, la phase de latence

de quelques minutes avant d'atteindre l'état stationnaire est le résultat d’une inhibition

temporaire de la forme met de la tyrosinase par un excès de substrat monophénolique [Nufiez-

Delicado et al.,1996].

II.4.2) Effet des extraits éthanoliques sur l’activité de la tyrosinase

Pour évaluer l’activité des extraits de feuilles de différentes espèces végétales sur

l’activité de la tyrosinase de champignon de Paris Agaricus bisporus, ont été réalisées après

une solubilisation de ses dernières dans le DMSO à 1%, à une concentration élevée de l’ordre

de 1mg/ ml comme un test préliminaire pour tous les extraits de plantes. Les vitesses initiales

en présence et en absence d’extrait de plante ont été déterminées à partir de la partie linéaire

de la courbe d’absorbance en fonction du temps de la phase stationnaire. En effet, une faible

solubilité aqueuse se révèle, souvent être un handicap pour des évaluations biologiques in

vitro et in vivo[Okombi, 2005] et le choix du DMSO comme un solvant de solubilisation de

nos extraits phénoliques de plantes est déjà décrit auparavant comme un meilleur solvant pour

solubiliser les extraits de plantes et/ou même moins inhibant l’activité enzymatique, car

l’éthanol (le solvant d’extraction) et d’autres solvants organiques possèdent une limite de

solubilité de ses extraits avec une forte inhibition enzymatique, même à des faibles

concentrations[Bnao, 1999]. Les résultats de ce test (1mg/ml) sont mentionnés dans le

TableauVII.

A l’issu des résultats obtenus de l’activité inhibitrice de la tyrosinase de champignon Agaricus

bisporus par les extraits de plantes étudiées à la concentration de 1 mg/ml, trois séries de

plantes ont été constatées, dont la première regroupe les genres de Pistacia, Ceratonia, Citrus

et Arbutus qui exercent un effet inhibiteur sur la cinétique enzymatique de la tyrosinase avec

des pourcentages d’inhibition variables, dans la deuxièmes série, on a observé les espèces de

genre Quercus qui sont dépourvues d’activités antityrosinase et dans la dernière série, on a

constaté un effet activateur de la tyrosinase par les espèces de genre Olea et Crataegus.

L’analyse statistique des taux d’inhibition de l’activité enzymatique de la tyrosinase

par les extraits de plantes à 1mg/ml montre des différences significatives (p<0.05), la

meilleure inhibition est représentée par P. lentiscus avec un rapport de 83,67 %, suivie par A
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.unedo et les deux variétés Citron et Lime du genre Citrus qui ne présentent aucune

différence significative (p<0.05). Les espèces Ceratonia siliqua, Citrus reticulata et Pistacia

atlantica sont statiquement similaires (p<0.05) avec des rapports d’inhibition

considérablement importants. Ces rapports restent toutefois plus faibles chez les variétés

d’espèces Citrus sinensis par rapport aux autres espèces avec des pourcentages variant entre

55.20 à 65.65 %.

Tableau VII: Effet des extraits éthanoliques de feuilles de quelques espèces végétales sur

l’activité tyrosinase de champignon de Paris.

Genre Espèce (Variété) Effet sur la Tyrosase (%) d’inhibition 1mg/ml d’extrait

Citrus

C. sinensis (Thomson)

Inhibition

62.50

C. sinensis (Tardive) 64.86

C. sinensis (Sanguinelli) 55.20

C. sinensis (Double fine) 65.65

C. reticulata (Clémentine) 72.07

C. reticulata (wilking) 65.76

C. limon (citron) 71.17

C. aurantiifolia (lime) 73.45

Quercus

Q. canariensis

Aucun Effet

//

//

//

Q. Ilex

Q. suber

Olea

O. europaea (Chemlal)

Activation

//

//

//

//

//

O. europaea (Azeradj)

O. europaea (Amalo)

O. europaea (Avonakar)

O. olester

Pistachier P. lentiscus Inhibition 83.67

P. atlantica. 64.64

Arbutus A. unedo. Inhibition 73.73

Ceratonia

C. siliqua (Lahlou)

Inhibition

80.20

C. siliqua (Tounsi) 61.22

C. siliqua (Kachkache) 69.38

Crataegus
C. azarolus.

Activation

//

//

//

C. monogyna.

C. azarolus - monoguna
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II.4.3) Efficacité inhibitrice de la tyrosinase par les extraits éthanoliques

Afin de se renseigner sur la puissance d’inhibition de nos extraits de plantes sur

l’activité de la tyrosinase de champignon Agaricus bisporus, nous avons testé une gamme de

concentrations (250µg/ml à 2mg/ml), correspondant à chaque plante qui est déjà pourvue de

l’activité antityrosinase à la concentration de 1 mg/ml. On a remarqué expérimentalement,

lorsqu’on additionne un volume défini de l’extrait phénolique aux milieux réactionnels

contenant de la tyrosinase et la tyrosine comme substrat, la cinétique enzymatique diminue en

fonction du temps, ainsi la solution change de couleur jaune pâle au noir sombre en fonction

des concentrations, suivi par une augmentation dans le pourcentage d’inhibition (Annexe IV).

Les valeurs d’IC50 sont calculées pour les différents extraits et les résultats obtenus sont

illustrés dans la Figures (30).

Les IC50 de l’activité antityrosinase des différents extraits de plantes varient entre 0,4 mg/ml

à 1,1mg/ml. La Figure 30 montre que les concentrations inhibitrices de tous nos extrait sont

plus faibles que l’acide ascorbique (IC50 = 0.23 mg/ml), un métabolite connu pour être un

puissant inhibiteur des tyrosinases [Jo et ses collaborateurs, 2011]. D’autre part, il est à

noter que l’extrait inhibiteur le moins efficace est celui de feuilles de la variété Sanguine de

l’espèce C. sinensis dont l’IC50 est égale à 1,1mg/ml. Par contre, l’extrait le plus efficace est

celui de l’espèce P. lentiscus (IC50=0, 34 mg/ml).

L’analyse statistique des concentrations inhibitrices de l’activité enzymatique de la tyrosinase

de champignon Agaricus bisporusàà 50 % (IC50) montre des différences hautement

0
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1000

IC50 antityrosinase Citrus
Pistacia
Ceratonia
Arbutus

a. ascorbique

Figure 30 : Représentation des IC50 de l’activité inhibitrice de la tyrosinase par les extraits

éthanoliques des feuilles des espèces de Citrus, Pistachier, Ceratonia, et Arbutus
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significatives entre les espèces (p <0.05) avec une forte activité enregistrée par Pistachia

lentiscus, suivie par Arbutus unedo puis les variétés de l’espèce C. limon qui ne présentent

aucune différence significative entre elles (p<0.05).

La forte activité inhibitrice de la tyrosinase par les Pistachiers, peut être expliquée par

la richesse de ces derniers en substances actives inhibant l’activité de la tyrosinase. L’analyse

qualitative des substances actives des feuilles de Pistachia lentiscus par HPLC et GC-MS

réalisée par Rodríguez-Pérez et ses collaborateurs (2013), montre la richesse de cette

espèce en quercitine et ses drivées surtout glycosyilés, en acides myristiques, luteoline, acide

gallique, le kaempferol et Pistafolin A. Ces substances sont connues par leur forte activité

inhibitrice de la tyrosinase, sachant que l’acide gallique et le kampferol sont utilisés comme

des molécules de références de l’inhibition enzymatique de la tyrosinase par certain auteurs.

Pistacia atlantica contient des substances bioactives de type polyphenolique; acide

ascorbique, acides gallique, la rutine, acide caféique, acides p- hydroxybenzoique, acide

vanilique, acide p-coumarique, acide syringique, acide ferulique et l’acide cinnamique,

(Hatamnia et al., 2013). Ces acides phénoliques sont des molécules connues comme des très

forts inhibiteurs de la tyrosinase [Chang, 2009]. L’effet inhibiteur des Pistachier peut être lié

à la présence de molécules bioactives chélatrices de métaux comme les anthocyanines. En

effet, la chélation de cuivre est l’un des mécanismes d’inhibition de la tyrosinase et l’étude de

Ilhami et al., (2005) sur le pouvoir chélateur des métaux par les anthocyanines de Pistacia

lentiscus a montré une très forte activité chélatrice de métaux.

Les composés actifs constituant les Citrus, tels que la quercitine et le kaempferol ont

été identifiés comme étant de bons chélateurs de cuivre, ce qui explique l’effet inhibiteur de la

tyrosinase exercé par ce genre. La nobiletine, naringine et neohesperidine, sont des

flavonoïdes largement distribués dans les Citrus qui montre une activité inhibitrice semblable

à celle de l’acide kojique, qui présente une très forte inhibition de l’activité de la

tyrosinase[Hung et al., 2012].

La richesse des Arbutus en acide gallique et ses dérivés, la catéchine, Procyanidin,

acide digalloylquinique, strictinin ellagitannin, procyanidin gallate, kaempferol et leurs drivés,

acide arabinoside et ses drivés qui exercent une très forte activité antioxydant[Mendes et al.,

2011]ce qui pourrait expliquer aussi leurs activités inhibitrices de la tyrosinase. Dans la

littérature, toutes les deux activités sont expliquées par l’action des polyphénols et
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particulièrement des flavonoïdes qui sont les composés majoritaires d’Arbutus unedo [Loizzo,

2012].

L’activité antityrosinase de Ceratonia siliqua peut être expliquée par son abondance

en substances bioactives comme les acides 4-Hydroxybenzoiques (acide cumarique, l’acide

ferulique, l’acide gallique, la naringenin, eriodictyol, isorhamnetin, quercetin-3-alpha-L-

rhamnoside) et les acides cinnamiques (acide caféique, acide Syringique, Apigenin, Genistein,

Luteolin, Kaempferol), Chrysoeriol, Tricetin 3’,5’ etherdimethyl, Myrecetin glucosidés, sont

des composés qui présentent une très forte activité antityrosinase soit comme inhibiteur

compétitif au non compétitif et même comme des bon chélateurs de cuivre [Kim et Uyama,

2005].

II.4.4) Analyse de Corrélation entre les teneurs en polyphénols et l’activité

antityrosinase

Dans le but d’établir la relation entre l’IC50 de l’activité antityrosinase et les teneurs en

polyphénols (phénols totaux, flavonoïdes et tannins), la Figure (31) illustre la variation

d’IC50 en fonction des teneurs de ces substances.

Les résultats de corrélation entre les IC50 de l’activité de la tyrosinase et les teneurs en

polyphénols et en flavonoïdes montrent l’existence de trois lots de plantes. Dans le premier

lot, on trouve P. lentiscus, P. atlantica, A. unedo et la variété lahlou de Ceratonia siliqua qui

présentent une très forte corrélation entre l’IC50 de la tyrosinase et les teneurs en polyphénols

(R2 = 0.889) et en flavonoïdes (R2 = 0.999). Le deuxième lot renferme les variétés de genre

Ceratonia avec une bonne corrélation R2 = 0.614 et R2 = 0.694 pour les polyphénols et

flavonoïdes respectivement. Dans le troisième lot, on distingue les variétés de genre Citrus,
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Figure 31 : Les corrélations entre les composées phénoliques et les IC50 de l’activité inhibitrice de

la tyrosinase par les extraits de plantes.
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qui enregistrent une très faible corrélation pour les flavonoïdes avec R2 = 0.063 et R2 = 0.147

pour les polyphénols. Nous remarquons ainsi une faible corrélation entre les teneurs en

tannins totaux et les concentrations d’IC50 de l’activité antityrosinase avec un R2= 0.127, ceci

nous permet de déduire que la capacité inhibitrice de la tyrosinase par les extraits de plantes

étudiées est due à la participation de 88.9% des composés phénoliques, 99.9 % des

flavonoïdes pour le premier lot et à 61.4% au polyphénols et à 69.4 au flavonoïdes pour le

deuxième lot, le troisième lot enregistre une très faible corrélation de l’ordre de 1 à 6 % pour

les polyphénols et les flavonoïdes respectivement, les tannins participent dans ses activités

avec un rapport très faible de l’ordre de 12.7 %. Il semble aussi que les capacités

antityrosinase des différentes espèces étudiées soient liées à la concentration des polyphénols

est plus particulièrement à celle des flavonoïdes, ce qui confirme les données bibliographiques

où la majorité des antityrosinases sont des flavonoïdes.

II.4.5) Analyse de corrélation entre les activités antityrosinase et les activités

antioxydants

La corrélation entre les IC50 de l’activité inhibitrice de la tyrosinase et les valeurs IC50 de

l’activité antiradicalaire ainsi que les pourcentages de chélation de fer de l’activité

antioxydant des différentes plantes étudiées, a pour but de montrer la relation de ces deux

activités avec les composées phénoliques qui réagissent soit comme antioxydant et/ou

antityrosinase dans le milieux réactionnel de chaque activité (Figure 32)

% Chélation de fer

40 50 60 70 80 90

IC
5

0
d

e
l'a

c
ti

v
it

é
d

e
la

ty
ro

s
in

a
s

e

0

200

400

600

800

1000

1200

R= 0,734
R=0.451

% Chélation de fer

IC DPPH et IC ABTS

0 200 400 600 800 1000

IC
5

0

0

200

400

600

800

1000

1200
IC DPPH

IC ABTS

R=0,017

R=0.872

R=0.286

R=0.470

Figure 32 : Corrélation entre l’activité inhibitrice de la tyrosinase (AIT) et l’activité antioxydant
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Les résultats d’études des corrélations entre les pourcentages de chélation de fer et

l’activité antityrosinase des déférentes espèces étudiées, nous permettent de déduire deux

groupes de plantes, dans le premier regroupes P. lentiscus, P. atlantica, A. unedo et les

variétés de C. siliqua qui enregistre une très bonne corrélation entre les deux activité avec R=

0.734, ce qui confirme les données bibliographiques, que les chélateurs de métaux sont des

bons inhibiteurs de la tyrosinase, représentés par des flavonoïdes et la puissance de ses deux

activités revient à la qualité et à la quantité des flavonoïdes constituants nos extraits, car le

rapport flavonoïdes/ polyphénols est très important dans ses extraits, ce qui explique la

corrélation entre ses deux activités. Dans le deuxième groupe, on désigne les différentes

variétés des différentes espèces de genre Citrus qui présente une corrélation moyenne entre

les deux activités, c’est ce qui a été démontré dans l’étude phytochimique de nos extraits qui

révèle que les Citrus constitue le genre le plus pauvre en substances actives analysées par

rapport aux autres espèces étudiées; en effet, cette corrélation est due à la qualité et à la

quantité des composés constituants ses extraits qui peuvent exercer les deux effets

antioxydant et antityrosinase.

Les corrélations entre l’activité antityrosinase et l’activité antiradicalaire de l’activité

antioxydant marquent une corrélation assez importante avec le radical DPPH et l’activité

antityrosinase avec R =0,470 mais avec le radical ABTS, on remarque trois corrélations

différentes en fonction des espèces étudiées. Une forte corrélation a été enregistrée avec les

espèces P. lentiscus, P. atlantica, A. unedo, et les deux variétés de genre Citrus Citron et Lime

avec R = 0.872, une corrélation assez faible avec les variétés de genre Ceratonia siliqua (R=

0.286) et une très faible corrélation avec les variétés d’espèces Citrus sinensis et Citrus

réticulata avec un R= 0.017. On peut déduire que les composées phénoliques constituant nos

extraits interviennent d’une façon ou d’une autre avec des pourcentages plus au moins

comparables et variées entre 1 à 87 % selon les espèces pour les activités biologiques

réalisées.

Après toutes les combinaisons effectuées, nous enregistrons des corrélations

différentes qui varient entre une forte, moyenne et faible corrélation entre les activités

antioxydant et antityrosinase et les teneurs en polyphénols selon les espèces, cette

confirmation est largement répandue dans la littérature [Sun et al., 2005]. Il est très accepté

que ce n’est pas nécessairement la forte teneur en polyphénols qui exhibe une puissante

activité antioxydante et/ ou antityrosinase [Moure et al., 2001] mais la nature des composées

constituants ses extraits peut aussi présenter des rapports importants même à de faibles
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concentrations. La seule explication de l’absence de cette corrélation chez quelques espèces

est à la synergie des composés phénoliques dans les extraits éthanoliques [Rice-Evans et al.,

1997] et que l’activité antioxydant et antityrosinase dépend non seulement de la concentration

mais aussi de la qualité et la structure de ces molécules. C’est pourquoi, les deux extraits de P.

atlantica et A. unedo qui présentent des teneurs comparables en polyphénols de l’ordre

de129.84 et129.71 mg EAG/ g MS peuvent présenter des changements remarquables dans

leur activité antioxydant et antityrosinase. De même, les espèces C. limone et O. oleastre

possédants différentes teneurs en phénols totaux de l’ordre de 13.45pour le Citron, la

moyenne de 35mg/ g (MS) pour les espèces de O. oleastre mais l’activité antioxydant avec le

Citron a été beaucoup plus importante que celles des variétés de l’espèce de O. oleastre, en

effet l’activité inhibitrice de la tyrosinase a été totalement absente chez les espèces de genre

Olea par contre le Citron enregistre une très bonne activité antityrosinase. Les corrélations

positives entre l’activité antioxydant et l’activité antityrosinase avec les teneurs en composées

phénoliques peuvent être dues à la présence des flavonoïdes, ces derniers possèdent des

propriétés antioxydants et antityrosinase puissantes, ainsi le nombre et/ ou la position des

groupes hydroxyle sur les noyaux de ces molécules, les substitutions sur les cycles B et A

avec la présence de la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo sur le

cycle C renforcent l’activité antioxydant et antityrosinase par les flavonoïdes [Caiet al.,

2006].

Figure 33 : Principaux éléments de l'activité antioxydant et antityrosinase des flavonoïdes

[Belyagoubi, 2011].
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Conclusion et perspectives

La connaissance et l’usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de

l’être humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est très accentuée dans

ces dernières années grâce aux thérapeutiques qu’elles procurent. Cette diversité en propriétés

biologiques est liée certainement aux vertus thérapeutiques attribuées à une gamme

extraordinaire de molécules bioactives synthétisées par la plante non seulement comme des

agents chimique contre les maladies, les herbivores et les prédateurs mais aussi comme des

agents médicinaux [Belyagoubi, 2011].Ces molécules naturelles de nature phénolique sont

très recherchées en phytothérapie, comme agents pharmacologiques dans le traitement de

nombreuses pathologies et dans l’industrie alimentaire comme agents de conservation

antioxydants à cibles enzymatiques et/ou non enzymatiques pour remplacer les substances de

synthèses qui présentent des effets néfastes pour la santé humaine. L’objectif assigné par cette

étude s’insère dans ce contexte et les résultats d’évaluation des propriétés antioxydants et

antityrosinase de quelques plantes médicinales Algérienne sont assez promoteurs en réponse à

cet objectif.

En effet, la quantification par des méthodes colorimétriques a montré que les feuilles

des plantes sélectionnées contiennent des phénols totaux, des flavonoïdes et des tannins. Les

teneurs de ses derniersont permis de grouper ces plantes en trois séries dont la première,

regroupe les espèces des genres Pistachia, Arbutus et Crataegus, constituent une source

prometteuse en polyphénols totaux (82.24 ± 1.86 à 129.84 ± 3.42 mg EAG/ g MS), avec des

taux en tannins qui varient de 04.42 ± 0.18 à 14.45 ± 0.19 mg EAT/ g MS et en flavonoïdes

allant de 10.32 ± 0.08 à 19.92 ± 0.39 mg EQ/ g MS.La deuxième série englobe les espèces des

genres Olea, Quercus et Ceratonia, leurs concentrations en polyphénols totaux varient entre

30.75 ± 0.41 à 65.97 ± 0.74 mg EAG/ g MS et des rapports en flavonoïdes et tannins

considérablement importants variant d’une espèce à l’autres. Les espèces du genre Citrus

représentent la troisième série avec les plus faibles teneurs en substances actives phénoliques

de l’ordre de 9.55 ± 0.089 à 13.45 ± 0.09 mg EAG/ g MS.

L’évaluation des activités biologiques des composés phénoliques de ces espèces

végétales, en termes d’activité antioxydant et d’activité antityrosinase a démontré une

interaction entre les extraits de plante avec les radicaux libres (DPPH, ABTS), le fer bivalent



Conclusion et perspectives

~ 83 ~

et la tyrosinase. Cette interaction a eu pour conséquence, une activité antiradicalaire, un

pouvoir de chélation des métaux bivalents et une activité antityrosinase des extraits de

plantes.

L’activité antioxydants de nos extraits, est d’autant plus importante que la

concentration est grande. Ceci peut refléter la qualité et la quantité d’antioxydants présentent

dans les différents échantillons. L’efficacité antioxydant des extraits varie selon l’espèce et le

genre végétal. Ainsi, Les IC50 enregistrées oscillent de 01.21 ± 0.77 à 52.53 ± 0.57µg/ml

pour le radical DPPH et de 08.25 ± 0.70 à 896.27 ± 1.01 µg/ml avec le radical ABTS.

L’extrait végétal à potentiel antiradicalaire le plus élevé est celui de Pistacia atlantica, par

contre, la plus faible activité antiradicalaire a été enregistrée pour les espèces de genre Citrus,

à l’exception de la variété Citron. Contrairement aux résultats de l’activité antiradicalaire, les

meilleurs potentiels de chélation de fer ont été enregistrés avec les variétés de genre Citrus,

particulièrement la variété Climentine de Citrus reticulata, dont le taux de chélation de fer est

de 92.54% pour 100µg d’extrait.

Probablement ce sont les polyphénols de nos extraits de plantes qui présentent une

activité antityrosinase. Les résultats de se test indique une très forte activité inhibitrice de la

tyrosinase par les extraits de Pistachier, Arbutus unedo, Ceratonia et Citrus limon. Par contre,

elle est totalement absente dans les espèces de genre Quercus. Les extraits des espèces de

genre Olea et Crataegus présentent plutôt un effet activateur de la tyrosinase.

Les études de corrélation montent que ces activités biologiques sont fortement

influencées par la variation qualitative et quantitative en composés phénolique des extraits de

plantes étudies.

L’ensemble de l’étude menée et les résultats obtenus nous ont permis d’évaluer et de

caractériser certaines plantes d’origine Algérienne afin de les utiliser comme ressources de

substances bioactives en application agro-alimentaire, pharmaceutique ou cosmétique. Reste

donc à isoler, identifier et caractériser ces substances bioactives d’intérêt biologique

fondamental ou appliqué.
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Annexe

Annexe 01 : Préparation des solutions et réactifs

a) Dosage des polyphénols totaux

 Folin-ciocalteu à 10% : 10ml du réactif de Folin-ciocalteudans une fiole gaugé de

100ml et compléter au trais de gauge avec l’eau distillée.

 Na2CO3 à 7.5% : 7.5g dans 100ml d’eau distillée.

 Solution d’extraits à 1mg/ml : 10mg dans 10ml de méthanol.

b) Dosage des flavonoïdes

 Trichlorure d’aluminium à 2% : 2g d’AlCl3 dans 100ml d’eau distillée.

c) Dosage des Tannins totaux

 Solution tampon A : 0.02M acide acétique, 0.17M NaCl, pH 4.9

Mélanger : 11.4ml d’acide acétique glacial et 9.86g de NaCl, dissoudre le mélange

dans 800ml d’H2O, ajuster le pH avec du NaOH et Compléter le volume à 1000ml

 La BSA : à 1mg/ml

Dissoudre 1mg de BSA dans la solution tampon ‘A’

 Le SDS/TEA :5% (v/v) Treithanolamine1% (WW/SDS)

Dissoudre 10g SDS dans 50ml de TEA et ajuster le volume à 1000ml avec l’H2O

 Le FeCl3 : 0.01M FeCl3 dans 0.01M HCl

Diluer 0.83 ml d’HCl centré dans 1000ml d’H2O (0.83ml+999.17ml), dissoudre 1.62g

de FeCl3, laissé reposer puis filtrer.

d) Le radical DPPH

 Solution de DPPH à 0.1mM : dissoudre 3.49 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol.

 Solution d’extrait mère à 1mg/ml : 10mg d’extrait dans 10ml de méthanol.

e) Le radical ABTS

 Solution d’ABTS à 7mM : dissoudre 72 mg d’ABTS dans 20 ml d’eau distillée,

ajouter 13.24 mg de persulfate de potassium.

Incuber 12 à 16h à

T° ambiante et à l’obscurité puis placer au réfrigérateur pour stopper la réaction.

f) Ferrozine

 La solution de ferrozine (5mM) dans le méthanol

 FeCl2 (0.2 mM) dans l’eau distillée
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Annexes N0 3 : Courbes d’étalonnage utilisées pour le calcul des teneurs en phénols
totaux, en flavonoïdes et en tanins condensés.
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y = 184,21x + 2,6388
R² = 0,9955
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Annexe :

Temps (s)
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Annexe N 02 : Présentation des feuilles de plantes étudiées.

Genre Espèce Caractérisations des feuilles Varieté Photos des feuilles

C
it

ru
s

C. sinensis

C. sinensis

Les feuilles persistantes, épaisses et
lancéolées, à pétiole étroitement ailé
avec une couleur verte sombre est
une excroissance à leur base sont un
peut moins grandes (5 à 5.5 cm de
largeur et 12 à 13 cm de longueur
avec une La nervure médiane
importante et saillante à la face
inférieure.

Thomson

Les feuilles persistantes, elliptiques,
entier, fine, moyennes à grandes de
couleur vert foncé avec une nervation
central approfondies, porté par un
pétiole assez court, ailé d’un vert
claire, mesurant 7 à 10 cm de
longueur et 3 à 5 cm de largeur d’un
vert foncé a la surface et vert assez
claie ce dessous.

Tardive

Feuilles persistantes, entier, épaisses,
ovales, pointues d’un vert foncé
brillantes, mesures de 6 à 8 cm de
longueur et 2 à 4 cm de largeur sont
légèrement ailées avec une nervation
profond, parfumée, au printemps,
porté par un pétiole court d’un vert
claire.

Sanguinelli

Le feuilles sont persistant, entières,
alternes, pédonculées (pédoncule
ailé), épaisses, glabres, luisantes sont
ovales à lancéolées et aiguës à l'apex,
d’une couleur vert grisâtre de 6 a 9
cm de longueur sur 3à 5 cm de
largeur avec une nervation central
assez épaisse porté par un étiole très
court.

Double fine
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C. reticulata

Feuilles persistantes, oblongues
allongées et pointus de 8 à 12 cm de
longueur sur 3 à 4 cm de largeur,
lancéolées dans leurs porteur, le
conteur est lâche, la face supérieur
d’un vert foncé brillantes, luisant et
lancéolées, la face inferieur d’un vert
clair. La nervation centrale assez
épaisse que les secondaires, le limbe
est articulé sur un pétiole court.

Clémentine

Les feuilles persistantes, entiers, de
grandes tailles luisant, de 5 à 8 cm de
longueur et 2 à 3 cm de largeur d’un
vert foncé et d’une épaisseur assez
importante avec un pétiole court
étendu pour formé une nervation
centrale importante.

Wilking

C- limon

Feuilles persistantes, oblongues
lancéolées, entier, larges, alternes,
dentelée, ovales et parfumées, de
couleur verte pourpre, brillante sur la
face supérieure luisantes
à limbe nettement articulé avec un
pétiole légèrement ailé, de taille très
variables de 6 à 11 cm de longueur et
4 cm de largeur.

Citron

C. Aurantifolia

Les feuilles simples, persistantes,
alterne elliptiques, de forme un peu
arrondies, de couleur verte vif très
odorante et très rapprochées, elles
sont de 4 à 5 cm de largeur et de 11 à
12 cm de langueur légèrement
dentelées avec une nervation très
apparentes portées par un pétiole très
court.

Lime
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Q. Ilex

Les feuilles sont simple, persistantes,
alternes, coriaces, luisantes, mesurant
2 à 9 cm de longueur et 1 à 3 cm de
largeur, vertes dessus, grisâtres-
poilues dessous, ont une marge
dentée ou lisse, parfois à bord
enroulé de 8 à 5 paires de nervures
secondaire, avec un pétiole court et
vert maronné.

Q. Ilex. L

Q. suber

Les feuilles sont simples, persistantes
alternes de petite taille de 3 à 5 cm de
longueur, elles sont coriaces et ovales
sont bord peu dentées ou piquant, les
nervures secondaire sont bien
marqués, leur surface supérieure est
vert glauque, la face inferieur est plus
claire avec un pétiole très court.

Q. suber. L

Q. canariensis

Les feuilles sont alterne, caduques et
semi-persistantes, large de forme
obovales ou lancéolées et plus ou
moins auriculées à la base, mesurent
5 à 20cm en longueur et 4 à 12 cm en
largeur, avec 6 à 12 paires de lobes,
mucronées, régulières, arrondies ou
obtues d’un vert brillant, a nervure
principale saillante à la face
inferieure, peu profonds, le pétiole
est long et rose claire.

Q.
canariensis.

L

O
le

a

O. europaea

Les feuilles persistantes, dur, entier,
ovales allongées, porté par un court
pétiole, coriaces, enroulé sur les
bords, d’un vert foncé luisant sur la
face supérieure et d’un vert clair
argenté avec une nervure médiane
saillante sur la face inferieur,
mesurent 3.5 à 7cm de longueur et de
1 à 2 cm de largeur.

Chemlal

Les feuilles persistantes, ovales,
entiers, allongé et pointue a
l’extrémité de couleur vert argenté
opaque brillantes au dessus et vert
clair blanchâtres au dessous avec
une nervation fine porté par un
pétiole très courte, mesurant 4 à 6
cm de long et 1 à 1.5 cm de large.

Azzeradj
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Les feuilles sont simple, persistantes,
entier, allongés et étroite d’un vert
foncé avec une nervation central fine
a fine qui s’épaisse ver le pétiole
pour formé un pétiole court blanche,
la face inferieur blanche coutante,
mesurer 4 à 7 cm de longueur et 1 à 2
cm de largeur d’une pointu épine.

Avonakar

Les feuilles persistantes, entier,
ovales, allongé et très dentées à
l’extrémité, d’un vert grisâtre et
brillantes au dessues et vert clair au
dessous ave une médiane approfondi,
très étroites, mesurant 4 à 6.5 cm de
longueur et 1 cm de largeur porté par
un court pétiole.

Amalo

O. olester

Les Feuilles portées par un court
pétiole, coriaces, persistantes,
enroulées sur les bords, d'un vert pâle
au-dessus, vert grisâtre au-dessous.
La nervure médiane est saillante à la
face inférieure, de courtes longueur
et largeur moyenne un peut plus
arrondies, parfois lancéolées.

Sauvage

P
is

ta
ch

ie
r

P. lentiscus

Les feuilles persistantes, composées,
alternes d'un vert sombre, glabres,
coriaces de 2 a 5 cm de largeur,
pourvues d'un pétiole ailé,
paripennées de 4 à 10 petites folioles
elliptiques-obtuses, luisantes en
dessus, mates et pâles en dessous
d’une nervation central importante.

P. lentiscus
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P. atlantica

Les feuilles sont composées, ovales,
d'une couleur verte et nervation
central blanchâtre, mince et entière
et d'une odeur résineux. La forme de
la base de la foliole terminale est
atténuée de 3 à 5cm de longueur et 1
à 1,5 cm de largeur caduc,
imparipenné (7 à 9 folioles ovales
acuminées) porté par un pétiole
central assez épaisse que les pétioles
secondaire

P. atlantica

A
rb

u
tu

s A. unedo

Les feuilles alternes, coriace,
elliptique, persistantes, ovales à
bordure dentée de 6 a 10 cm de long,
3 a 4 cm de larg, la nervure centrale
est plus claire et pennées, la couleur
des feuilles est vert foncé brillant,
luisant sur le dessus, la dessous verte
pale, porté par un pétiole court d’un
vert rose.

A. unedo

C
er

at
on

ia

A. siliqua

Les feuilles persistantes, entier,
épaisse, composées et paripennées
compte de 3 à 5 paires de foliole
ovoïde, coriace d’un vert sombre
luisant au dessus, tirant sur le rouge
sur leur face inférieure avec une
nervation médiane d’un vert clair,
avec un pétiole très court porté sur le
pétiole principale, mesurant 4 à 6.5
cm de longueur et 3 à 4.5 cm de
largeur.

Lahlou

Les feuilles persistantes, entière, très
grandes composées et paripennées
compte de 4 à 7 paires de foliole
ovoïde, coriace de 10 à 16 cm de
longueur et 4 à 7 cm de largeur d’un
vert clair brillants avec une nervation
central épaisse et approfondi, porté
par un pétiole courte sur un pétiole
principale assez épaisse.

Tounsi
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Les feuilles persistantes, entier, fine,
composées et paripennées compte de
4 à 7 paires de foliole arrondi,
coriace d’un vert sombre luisant au
dessus, tirant sur le rouge sur leur
face inférieure avec une nervation
médiane d’un vert sembre, avec un
pétiole très court porté sur le pétiole
principale, mesurant 3 à 4.5 cm de
longueur et 2 à 3 cm de largeur.

Kechekache

C
ra

ta
eg

u
s

C. monogyna

Feuilles alternes, caduque d’un vert
clair, luisantes, les feuilles entières a
la base puis divisées à 3, 5 à 7 lobes,
sont petites, ovales de 4 a 5 cm de
long Elle sont incisées-dentées dès la
base et les nervures secondaires se
courbent vers l’intérieur du limbe,
leur pétiole est long de 1 a 2 cm d’u
vert foncé.

C.monogyna

C. azarolus

Les feuilles sont caduc, alterne, vert
foncé au revers vert grisâtres de
forme triangulaire rappelant les
pattes d’pies mesurent 3 à 7 cm,
entière a la bases puis divisées à 3
parfois à 5 lobes profonds denté a
pétiole court et pubescent. La
nervation centrale est un peut plus fin
de couleur vert clair.

C. azarolus

C. monogyna -
azarolus

Les feuilles persistantes, alternes,
caduques d’un vert clair, entier a la
base puis divisées en 3 à 5 lobes
profonds, mesurant 3 à 6 cm de
longueur à nervation fine, porté par
un pétiole court et aussi fine d’un
vert clair.

C.
monogyna -
azarolus
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Glossaire botanique

 Dressé (adj.) : qualifie un élément plus ou moins perpendiculaire au sol.

 Akène (nm) : fruit sec, indéhiscent, formé d'un carpelle qui ne contient qu'une seule

graine. Syn. : achène.

 Tronc (nm) : tige âgée des Dicotylédones ligneuses, résultant d'un important

développement des tissus secondaires.

 Caduque : Arbre qui perd ses feuilles chaque année.

 Capsule : Fruit sec qui s’ouvre à maturité pour libérer les graines.

 Fleur : Structure reproductrice des angiospermes, une fleur complète comprend le

calice, la corolle, l’androcée (étamines) et le gynécée (carpelles) mais toutes les fleurs

comprennent au moins une étamine ou un carpelle.

 Fruit : Chez les angiospermes, ovaires (ou groupe d’ovaires) arrivé à maturité et

contenant les graines, ainsi que toutes les parties contigües qui peuvent y être

fusionnées à maturité, parfois appliqué, à tort, lorsqu’on parle de «fructification » aux

structures reproductrices d’autres types d’organismes.

 Graine : Structure provenant de la maturation de l’ovule fécondé chez les

spermatophytes.

 Arbuste (nm) : végétal ligneux dont la tige n'est pas ramifiée dès la base et dont la

hauteur ne dépasse pas 7 m. Adj. : arbustif.

 Coriaces (adj.) : qualifie une feuille tenace, flexible, et plus ou moins épaisse comme

le cuir.

 Denté (adj.) : dont le bord présente des saillies pointues et aigües

 Sépales (nm) : un des éléments foliacés, généralement vert, dont l’ensemble compose

le calice, protégeant la corolle de la fleur.

 Pulpe (nf) : partie des fruits charnus riche en sucs, souvent sucrée ou/et juteuse. Syn. :

chair. Adj. : pulpeux.

 Pétale : Pièce florale, généralement bien colorée ; partie de la corolle.

 Hespéride (nf) : baie succulente à endocarpe scindé en loges. Syn. : agrume

 Tomenteux (adj.) : qualifie un organe couvert de poils cotonneux ayant l'aspect

 Foliole (nf) : chaque division du limbe d'une feuille composée, portée ou pas par un

pétiolule.

 Pétiole (nm) : partie rétrécie reliant le limbe d'une feuille à la tige. Adj. : pétiolé.
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 Limbe (nm) : partie plate et étalée de la feuille prolongeant le pétiole, siège principal

de la photosynthèse, de la respiration et de la transpiration du végétal.

 Stipules (nf) : excroissance latérale ou paire de part et d’autre, foliacée ou épineuse,

situé à la base d’un pétiole au niveau de sa jonction sur l'axe. Adj.: stipulé,

stipuliforme.

 Drupe (nf) : fruit charnu indéhiscent possédant une seule graine enfermée dans un

noyau dur.

 Glauque (adj.) : nuance de couleur imprécise entre le bleuâtre et le verdâtre pale.

 Rutacées : Nom de famille de plantes telles que les agrumes (orange, citron, etc.), la

rue, le dictame et le jaborandi. (Les feuilles des rutacées sont ponctuées de glandes

transparentes odoriférantes.)

 Pédoncule : Toute pièce allongée ou tige reliant un petit organe terminal à l'ensemble

du corps, comme les pédoncules des yeux des crabes, le sporange de la moisissure

blanche du pain, etc.

 Sessile : Se dit de tout organe inséré directement sur l'axe et dépourvu de pédoncule.

 Polyembryonies : Formation de deux ou plusieurs embryons par le même ovule à

partir de zygotes distincts.

 Crevassée : Creuser quelque chose de crevasses, lézardé, fissurer.

 Sclérophylle : se dit de certaines plantes dont les feuilles dures et épaisses leur

permettent de s’adapter a des conditions climatiques arides.

 Dioïque : se dit d’une plante chez laquelle les fleurs males et femelles se trouvent sur

des pieds séparés.
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Glossaire médical

 Anti radicalaire : neutralise les radicaux libres ayant ainsi un rôle de défense au sein de la

membrane et de la cellule

 Anti tumorale : anticancéreux.

 Antiallergique : se dit de ce qui traite les allergies

 Antidépresseur : soulage les symptômes de la dépression et améliore l’humer du patient

 Antidiabétique : substance, d’origine naturelle ou synthétiques ; utilise contre les infections causées

par les bactéries

 Anti-inflammatoire : Soulage des inflammations.

 Antimicrobien : Détruit les microorganismes.

 Antioxydant : Lutte contre le stress oxydatif, protège la cellule d’une oxydation par les radicaux

libres et empêche l’altération des composés organiques

 Antipyrétique : médicament utilisé dans le traitement symptomatique de le fièvre.

 Antiseptique : Détruit les micro-organismes responsables des infections.

 Antispasmodique : Calme ou de neutraliser des contractions involontaires des muscles. Ils sont

souvent utilisés dans les spasmes digestifs, les douleurs à type de coliques hépatiques ou

néphrétiques et les douleurs utérines de la femme.

 Antispasmodique : fait baisser la tension et soulage les spasmes musculaires

 Antiviral : agit contre la multiplication d’un virus

 Anxiété : grande inquiétude, angoisse

 Athérosclérose : sclérose artérielle secondaire à l’athérome.

 Cardiotonique : médicament augmentant la force de concentration du cœur.

 Cardiovasculaires : sont les maladies qui concernent le cœur et la circulation

 Cholécystokinétique: favorise l’évacuation de la vésicule biliaire

 Cholérétique : stimule la sécrétion hépatique de la bile

 Colique : douleur spasmodiques liée à la distension du tube digestif, des canaux glandulaires ou

des voies urinaire

 Cytotoxique : se dit des substances nocives pour les cellules, ayant donc la propriété de les détruire

 Diurétique : Stimule la production d’urine.

 Eczéma : syndrome caractérisant plusieurs maladies cutanées, d’origine immunoallergique mais de

mécanisme variable, se manifestent, dans sa forme aigue par des lésions rouges, suintantes et très

prurigineuses.
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 Effet antioxydant : protège l’organisme contre les dommages causés par les radicaux libres et

diminue ou empêche l’oxydation d’autres substances chimiques.

 Fissures anales : type d’ulcération allongé, en forme de crevasse, siégeant au niveau du canal anal.

 Hémorroïdes : Elargissement des veines d’anus et du rectum.

 Hypocholestérolémiant : sont des médicaments qui visent à diminue le taux sanguin de cholestérol

pour le rapprocher des valeurs normales.

 Insomnies : insuffisance ou absence de sommeil.

 Insuffisance rénale : réduction de la capacité des reins à assurer la filtration et l’élimination des

produits de déchet du sang ,a contrôler l’équilibre du corps en eau et en sels et à régulariser la

pression sanguine .

 L’asthme : affection inflammatoire chronique des bronches.

 L’hypertension artérielle : élévation anormal, permanente ou paroxystique, de la tension artérielle

au repos.

 La dysenterie : syndrome infectieux caractérisé par l’émission de selles glaireuses et sanglantes

mêlées ou non à des matières fécales.

 La tachycardie : accélération la fréquence des battements du cœur au-delà de 90 pulsations par

minute.

 Laxatif : Favorise l’évacuation des selles.

 Sédative : médicament qui calme l’activité d’un organe ou du psychisme

 Stomachique : qui est bon pour l’estomac.

 Stomachiques : se dit de ce qu’est bon pour l’estomac

 Sudorifiques : se qui provoque la sudation

 Thrombose : phénomène pathologiques consistant en la formation d’un thrombus dans une artère ou

une veine

 Tonique : Fortifie ou stimule l’activité de l’organisme.

 Tonique : Fortifie ou stimule l’activité de l’organisme.

 Troubles digestif : regroupent un ensemble de symptômes liés au fonctionnent de l’appareil digestif

 Tuberculose pulmonaire : maladie infectieuse due à une bactérie

 Varice : dilatation permanente d’une veine .affection fréquente au niveau des jambes

 Veinotonique : sont des médicaments destinés à traiter les troubles de la circulation

veineuse .également phlébotoniques, ils sont administrés par voie orale ou en application cutanée,

leur propriété est d’augmenter le tonus de la paroi veineuses

 Vermifuge : qui a la propriété d’expulser les vers intestinaux.



Résumé
La connaissance et l’usage des plantes médicinales constituent un vrai patrimoine de l’être humain. Leur

importance dans le domaine de la santé publique est très accentuée dans ces dernières années grâce aux

thérapeutiques qu’elles procurent.Le but du présent travail est d’évaluer la composition de feuilles de 25

arbres algériennes appartenant à 7 genres (Citrus, Quercus, Pistacia, Arbutus, Crataegus, Ceratonia, Olea)

en polyphénols et d’étudier leurs activités antioxydants et antityrosinase. Les extraits éthanoliques des

feuilles des différentes espèces végétales étudiées montrent que ces feuilles sont riches en substances

actives polyphénoliques (flavonoïdes et tannins). Les plus riches sont les feuilles de Pistachier et d’Arbutus

unedo. Les tests d’activité antioxydants (DPPH, ABTS et chélations des métaux) montrent que les extraits

éthanoliques, ont des activités antioxydants qui varient significativement selon le genreet l’espèce végétale.

Ainsi, Les IC50 de l’activité de piégeage le radicale DPPH, varient entre 1µg/ml marqué par les Pistachier

jusqu'à55 µg/ml pour le genre Citrus et les IC50 de l’activité anti-radical ABTS varient entre 08 µg/ml

pour le genre Pistacia à 0.9 mg /ml pour le genre Citrus. Les meilleurs pouvoirs de chélation du fer ont été

enregistrés par les Citrus. Les extraits de feuilles des espèces des genres Pistacia, Arbutus, Citrus et

Ceratonia présentent des activités inhibitrices de la tyrosinase de champignon de Paris Agaricus bisporus;

dont la meilleur efficacité est marqué par Pistacia lentiscus.

Mots clés: Tyrosinase, plantes midécinales, stress oxydatif, activité antioxydante, activité antityrosinase.

Abstract
The Knowledge and use of medicinal plants are a real heritage of human beings. Their importance in the

field of public health is very pronounced in recent years owing to therapeutic that it provide. The objective

of this study was to evaluate the composition of leaves of 25 Algerian trees belonging to 7 genera (Citrus,

Quercus, Pistacia, Arbutus, Crataegus, Ceratonia, Olea) polyphenols and to study their antioxidant and anti-

tyrosinase activity. The ethanol extracts of the leaves of different plant species studied show that these leaves

are rich in polyphenolic active substances (flavonoids and tannins). The richest are the leaves Pistachio and

Arbutus unedo. Antioxidant activity tests (DPPH, ABTS and chelation of metals) showed that ethanol

extracts have antioxidant activities, whichchange significantly depending on the type and the plant species.

Thus, The IC50 of scavenging activity on DPPH radical, ranging from 1 µg / ml marked by Pistachio up to

55 µg/ml for the Citrus genderand IC50 ABTS anti-radical activity fluctuate between 08 µg/ml

Pistaciagender and 0.9 mg/ml for the Citrusgender. The best iron chelation powers have been recorded by

Citrus. Leaf extracts of speciesPistacia, Arbutus, Citrus and Ceratoniagender exhibit inhibitory activities

oftyrosinase ofAgaricusbisporusmushroom Paris, of which, the best efficiency is marked by

Pistacialentiscus.

Keyswords: tyrosinse, medicinal plants, oxydatif stress, antixydante activity, antiterosinase activity.

  ملخص 

الأخیرة، السنوات في جداواضحالعامةالصحةمجال في میتھامن طرف الانسان منذ الازل. واھالطبیةالنباتاتواستخداممعرفةیعود 

اصناف 7إلى منتمیةشجرة جزائریة25الغرض من ھذه الدراسة تقییم تركیبة أوراق الى الخصائص الصحیة التي تتمتع بھا. ویعود ذلك

المضاد للإنزیم للأكسدة ودراسة النشاط مادة البولیفینول المضادمن حیث (الحمضیات، البلوط، البطم، القطلب، زعرور، سیراتونیا، أولیا) 

. من ناحیة الكمیة تعتبر اوراق مادة البولیفینولبغنیة ھا انالأوراق النباتیة لمختلف  یةالإیثانولت التقدیر الكمي لمستخلصات ظھرأ.تیروزیناز

,DPPHمضادة للأكسدة المستخلصات. كما أظھرت اختبارات النشاط الأغنىالبطم، القطلب من ABTS واختبار فخ المعادن ذات القطبین

بنسب تحول بین DPPHلجذر50%الاصناف النباتیة. كما أظھرت النتائج تركیز كدحمعتبرة مختلفة باختلاف الانواع وكالحدید نتائج

µg/ml1 55الذي سجل عند الصنف النباتي البطم الى µg/ml لجذر50للحمضیات. نتائج التركیزات لكبحABTS أظھرت ایضا قوة فعالیة

08لصنف النباتي البطم  µg/mlتبقى الحمضیات دائما الصنف الذى سجل ادنى فعالیة من حیث النشاط الإرجاعي لجذروABTS اختلافا .

البطم،،للحمضیاتالإیثانولیةالمستخلصاتت الحمضیات النسب الاعلى من حیث فخ المعادن ذات القطبین. كما أظھرتلھذه النتائج سجل

القصوى قد سجلت من طرف والفعالیةAgaricus bisporus   لفطر الإنزیم تیروزینازالقطلب والخروب نتائج معتبرة من حیث تثبیط نشاط

.Pistacialentiscusالنوع النباتي  
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