République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministere de 'Enseignement Supérieur et de la Redrche Scientifique

Université Abderrahmane Mira de Béjaia
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Département des Sciences Alimentaires

MEMOIRE
Pour I'Obtention du Dipldme de Magister
En Sciences Alimentaires

Option : Sciences Alimentaires
Laboratoire 3BS

Théme

Etude du pouvoir antioxydant des extraits

polyphénoliques des plantes medicinales de la régio

de la basse Kabylie

Présenté par : M® AMESSIS Nadia

Devant le jury :

Président : Mr MOALI A. (Professeur, Université de jBi)
Promoteur : Mr CHIBANE M. (Professeur, Université de Béjaia)
Co-promoteur : Mr MADANI K. (M.A.C.C., Université ddB€jaia)

Examinateurs :

Mr YOUYOU A. (Professeur Université de Tizi-Ouzou)
Mr IGHEROUADA M. (Maitre de conférencegniversité de Béjaia)
Invitte M"™BENABDESSELAM F. (M.A.C.C., Université ddBéjaia)

D 2006 - 2007




Remerciements

Au terme de ce modeste travail, je tiens a remercier :

» Avant tout, Dieu qui m’a aidé a réaliser ce modeste travail.

> Mon promoteur Mr. M. Chibane et mon co-promoteur Mr. K, Madani
d’avoir accepté de m’encadrer et d’avoir mis 4 ma disposition tout le
matériel nécessaire pour mener d terme ce mémoire. Je les remercie aussi pour
leurs conseils, leurs respects et leurs excellentes relations humaines.

> Mr. M. Mouali de m’avoir consacré son temps a lire ce travail et pour
Chonneur qu'il me fait de présider le jury.

» Les membres de jury pour ['honneur qu’ils me font, d’examiner ce travail,
citons ainsi: Mme . BENABDESSELAM, Mrs A. YOUYOU et M.
[GHEROUADA.

» Mr. S. Ouchemoukh de m’avoir guidé durant la réalisation de ce mémoire,
pour ses conseils fréquents et avisés. Son esprit de syntheése et son érudition
restent pour moi un exemple a suivre. Ce travail témoigne de sa confiance et
de son soutien dans les moments les plus difficiles. Qu'il trouve ici
Cexpression de ma grande reconnaissance et de mon profond respect.

» ME, H. Louailéche, Mr. F. Zaidi, Mre Idress, Mm Oukil, Mr. N. Ramdani
et Mr. D. Belhadi de m’avoir permis de travailler dans les laboratoires sur
lesquels ils sont responsables.

» M% M. Ourari, Mr. Sahnoun, Mr. S. Bouadam et Mr S. Ait Ouarab de
m’avoir aidé a identifier les espéces de plantes. Sans oublier les
technicien(ne)s des laboratoires : Mr. Y. Derrahi, M% N. ARG Mr. D.
Mankou, Mrme Kherbachi et les secrétaires du département des Sciences
Alimentaires et du département de Biologie et physico-chimique.

» Tous les étudiants de la Post Graduation « Sciences Alimentaires ».

» Tous les enseignants, étudiants, agents de sécurité des blocs 3 et 12 et tous
ceux qui m’ont soutenu et aidé a réaliser ce travail.



Dédicaces

Je dédie ce modeste travail :

» A la mémoire de mon trés cher pére, que Dieu le tout puissant [accueille en son
vaste paradis.

» A ma trés chére mére qui m’a aidé et prié Diew pour moi chaque jour, pour me
guider dans [a bonne voie.

> A mes trés chers fréres : Nonor, Djamel et Rametane.

» A mon trés cher fiancé Salim

» A toute ma famille et ma belle famille.

» A tous mes ami(e)s.



Liste des abréviations

ABTS
ADN
AGPI
AH
ATP
BHA
BHT
BSA
DO
DPPH
FRAP
GC-MS
G6PD
GSH
HAS
HPLC

LDL
LSD
NADPH
PLA,
ROS
RMN
SDS
SOD
TEA
TEAC

Liste des abréviations

Acide 2,2’-azobis (3 ethylbenzothiazoline-6-sulfqune)

Acide désoxyribonucléique
Acide Gras Polyinsaturé
Antioxydant
Adénosine Triphosphate
Butylhydoxyanisole
Butylhydroxytoluéne
Bovine Serum Albumin
Densité Optique
Radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
Ferric Reducing Ability of Plasma
Gaz Chromatography Mass Spectrophotométry
Glucose-6-phosphate déshydrogénase
Glutathion
Human Serum Albumin
High Performance Liquid Chromatography
Linné
Low Density Lipoprotein
Least Significant Differences
Nicotinamide-adenine-dinucleotide-phosphate
Phospholipase,A
Reactive Oxygen Species
Résonance Magnétique Nucléaire
Dodecyl Sulfate de Sodium
Superoxide Dismutase
Triéthanolamine

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity



Liste des figures

Liste des figures

Figure 1 : Photographie d&lobularia alypuml. ... 3
Figure 2 : Photographie dBlyrtus COmmuni§............ceeeiiiieeiiiiieiiccen e 5
Figure 3 : Photographie dBistacia [eNtiSCUSE. ...........uveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 7
Figure 4 : Photographie dRBetama sphaerocarga BOiSS.. ..., 9
Figure 5 : Photographie dBRhamnus alaternuls. ... 11
Figure 6 : Structure chimique globale des toCOpPhérolS. . .eevvvveiiiiieieeeieiiieeiiinnnn.... 26
Figure 7 : Structure de I'acide asCOrbiqUE ............vceemmeeiiiiieeeiieeeeiice e e e e 27.
Figure 8 : Différentes structures des caroténoides........ccccuvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 28
Figure 9 : Structure de base des flavonNOides .........coeeoccciiiiiiiiiiieee e 32
Figure 10 : Structures chimiques des taninSs ............commmeeeeeeeeeiiiie e e 33

Figure 11 : Mode d’inhibition de la formation des complexesitarprotéines par les
0100 1] 0 = 56
Figure 12 : Pouvoir d’inhibition de I'oxydation de l'acide litgique par les extraits de
PIANTES ... 58
Figure 13 : Pourcentage d’'inhibition de I'oxydation de I'acitieoléique par les extraits
de plantes au troisieme jour d'iNCUbation ... ..cooooeeeeiiiiiiiiiiiiice e, 60
Figure 14 : Corrélation entre le pouvoir d’inhibition de I'pdation de I'acide linoléique
et les teneurs en composés phénoliques totauUX . cooeeeeeeeeeeeeeeervininnnn.... 61
Figure 15 : Mécanismele réduction du radical DPPH par un antioxydant.................... 63

Figure 16 : Corrélation entre le pouvoir antiradicalaire es lteneurs en composeés

(0] a 1S g o] o [ TSI (o] = 10 b PP PPPPPPPRPR 65
Figure 17: Relation entrd’activité antioxydante et la structure des flavites.................. 65
Figure 18 : Structure de la QUEICELINE ...........iieiieceeeeece e e e e e e e nneens 66
Figure 19: Mode d’action antiradicalaire d’un flavonol ................cccccooei i, 66

Figure 20: Pouvoir antiradicalaire des extraits de plantesriem en quantité

A ANTOXYAANTS ...ttt 67
Figure 21 : Pouvoir antiradicalaire en fonction de la concatin des extraits de plantes..68
Figure 22 : Pouvoir réducteur en fonction de la concentraties eixtraits de plantes ......... 70
Figure 23 : Corrélation entre le pouvoir réducteur et leeter en composés phénoliques

(0] 7= 10 ) R 72



Liste des figures

Figure 24 : Pouvoir réducteur des extraits de plantes exprimé@ d’antioxydants........... 73
Figure 25 : Corrélation entre le pouvoir réducteur et le pouanitiradicalaire.............. 75
Figure 26 : Variation de la densité optique en fonction desceotrations des extraits de

012 1] =P 76

Figure 27 : Variation de la densité optique en fonction déotae ionique.......................... 80



Liste des tableaux et annexes

Liste des tableaux

Tableau I: Classification botanique d&lobularia alypumb ..............cccccciiiiiiiinnnee.
Tableau Il : Classification botanique ddyrtus communi&...............ooooeeiiiiiiiiienes
Tableau Il : Classification botanique d@istacia lentiscusl..............ccccoeeeeeeiieinnnnn,
Tableau IV : Classification botanique deetama sphaerocarph. Boiss...................
Tableau V : Classification botaniquéde Rhamnus alaternus...............ccccceoeeeevvnnnnnn.
Tableau VI : Différentes classes des cOmpoSES PhENOIIQUES e eeeeeevvevvririiiiieeeeeenns.
Tableau VIl : Dates et lieu de récolte des plantes médicinales.............................
Tableau VIl : Résultats du test d’humidité des feuilles de @ant..........................
Tableau IX : Rendements d’extraction et concentrations degisnhimeres.............
Tableau X : Résultats du dosage des polyphénols totaux destexde plantes ........
Tableau Xl : Résultats du dosage des polyphénols polaires &iggm......................
Tableau Xll : Résultats du dosage des flavonoides totaux destexde plantes.......
Tableau Xlll : Résultats du dosage des tanins des extraits depla......................

Tableau XIV : Pouvoir antiradicalaire des extraits de plantédsés.........................

Liste des annexes

Annexe 1 :Matériels et réactifS ULIISES ..... ..o e

Annexe 2 :Courbes d’étalonnages utilisées pour le dosageagphénols ..............

Annexe 3 :Courbes d’étalonnages utilisées pour la déterminates équivalents

A'aNtiOXYAANTS ... —————
Annexe 4 :Résultats du dosage des compoSES PhENOIQUES wmmmevvvveneeeieeeeeiiieieiiiiinaans



Sommaire

[ (0o [0 [e3 (To] o TR TR 1

Synthése bibliographique

Chapitre | : Généralités sur les plantes médicinake étudiées.............cccevvvvnnnnn... 3
1.Globularia alypumL...........ooi i 3
1.1. Description botanique et répartiti@ographique.............ccccoevvvvviieeennn. 3...
2 O = 1S3 o= 1 o] o PP 4
1.3. Vertus thérapeuULIQUES..........couuuueiiii e eee e e e 4
2. MYITUS COMIMUINIE . ...ttt e e e e e bebebeeesesee e 5
2.1. Description botanique et répartiti@ographique..............ccevvvevveeeeeeeee 5...
2.2. ClasSIfICALION.......uueiii e eee e e e e e e e e e e e e e eaaaaa— 6
2.3. Vertus therapeULIQUES........ ...ttt ee e e e e e e e e e e 6
3.PIStacia IENUSCULL. ... .o 7
3.1. Description botanique et répartiti@ographique..........cccceeeeeeeeevieeiinnnnns 7...
3.2, ClaSSIfICALION......ciiiieeii it eeeeee e e e e 8
3.3. Vertus TherapeuULIQUES .........cceeeeeeiiiiiiie e e e e e e 8
4.Retama sphaerocarfd.) BOISSIEr.........coiiiiiiiiiii e 9
4.1 Description botanique et répartition géographique................eevveeeeeeeeeeenn. 9
4.2, ClasSIfICALION........ccciiiiiiiieeeemes e e e e e e e 10
4.3NVertus TRErapeULIQUES ........cooiiiieieeee e ceeemee ettt ee e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaeanan 10
5.Rhamnus alaternuIs. ..............oiiiiiiiiiiiii s ereee e e 11
5.1. Description botanique et répartiti@ographique................ocooeeeiiiiiiinne 11.
5.2, ClasSSIfICALION......cciiiieiiiii i eeceeee e ee e e s 12
5.3. Vertus TherapeuULIQUES .........cceeieieiiiiiiie e e e e e e e 12
Chapitre Il : Radicaux lIBres........ccoo e, 13
I = To Lot 10D 1] o (= SR TSS 13
I I I T i 1o o IR UUPPPPUPPRURPR 13
2. Especes réactives de 'OXYGENE...... oo 13
3. Production des radicaux lIBres ... 13
3.1. Origing ENAOGENE ......vvveii et e e e e e e e e e e et ereee s s e e e e eeaees 14
1 700 000 O 1Y 1 o Tod T o =S SRR PRPPPRPR 14
3.1.2. Cellules phagoCytaires .......ccccccoieerieiiiie e e e 14
3.1.3. Réactions de détoXiCatioN .........cccccvvviiiiiiiiiiiiiieie e e 14
3.1.4. XaNthiNe OXYOASE .........uuuu e eeeeeeeeeeaa e e e e e eee e e e e e aaaeeas 15
3.1.5.10NS MELAIlIQUES ... ..o 15
3.1.6. AULIES SOUICES ....uuiiiii et eeemcc ettt e et e et e e et e e e e e e e e eaaeeeaans 15
3.2. OrigINE EXOQEINE ......uuuuiuuittieamameseeeeeeeeeeeeetaetaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaeaaaaaasessssnsesneees 16
Y 111510 )4 Y/ = 1 | S 16
5. Avantages et inconvénients des radicauRdibr...........cccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiees 17
5.1, EffetS INAESIFabIES .......ceeeeieeeeeee e e 17
5.1.1. Effets sur les liPIdes ..ot 18

5.1.2. Effets sur l€S ProteinNes ... oo 18



5.1.3. Effets sur I'acide désoxyribonuGlés .....................oooeeiiiiiiiieee e, 19

5.1.4. Effets sur les gluCiddes ... eeeeeeiii e 20
5.1.5. Maladies engendrées par le stoegdamt ..............oooeeeiiiiiiiiiiiiiiiees 20
5.2. Avantages des radicauXx Dres .o 21
Chapitre 111 : Systemes antioXYdantS............omeeeeeeriiinieiinieseeeeessseeeeessseeees 22
1. Définition d’un antioXydant ............emeeeeeiieeiiiiiiiiee e 22
2. Mécanismes de dEfENSE..........ouii i 22
2.1. Systemes enzymatiques antioXydantS . .........oeevvrrrriiieieeeeeeeeeeeeieeeee, 22
2.1.1. Superoxydes diSMULASES ......cccerrriiiiiiiiiaaaaaaaae e 23
2 R O - | L] PP 23
2.1.3. Glutathion PeroXydase ..o oo e e 24
2.1.4. Glutathion rEdUCTASE. ........cemmmem i i e e e eee e 24
2.2. Molécules piégeuses de MELAUX .....cccceriiiiiiiaaaaaaaaaaeeeee e 25
2.3. Antioxydants d’origine alimentaire ..............ccovevviiiiieeiiiiiii e e eeeeenens 25
2.3.1. Tocophérol (VIitaming E) .......ceeereeeiiiieiieeeieeieeeiiiie e eeeeee e 25
2.3.2. Vitamine C (Acide ascorbiqUe)..........uvieeerieiiiiiieeeeiiie e eee e eeeeeeeeens 27
2.3.3. CarOteNOTAES. ... ..uuiiiiiie e eeeeeee ettt 27
2.3.4. COMPOSES PhENOIIQUES........ceeeeeeeiiiiiiiiieieeeeee et 29
2.3.4.1. FIQVONOTUES ......cciieeeets s e e e e e e e e e e e ee et e s e e e e e aaaaaaeaaeaaaeenssnnes 31
R N I~ 1 11 PP 33
2.3.5. Antioxydants de SYNtNESE..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiieieieee e 34

Partie expérimentale

Materiel et MEtNOAES. .......ccoi i e e e e e e 35
1. EChantilloNN@age........uuiiiiieeiie e eeeeee et 35
2. Traitement des échantilloNS ..........cooovviiiiii e 35
2.1. Séchage et test ’humIdite ............coovriiiiii 36
2.2. Broyage et tamiSaAge ......ccccuuuiie i e e e e eaans 36
2.3 EXIFACHION ... oot eeeemoe et e e e e et a e e e e et eeeeaaa 36
3. Dosages des POlYPRENOIS..............uuei e 37
3.1. Dosage des polyphenolSs tOtAUX.....cccceeeeeruueiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeereeeeeeeeeeesanns 37
3.2. Dosage des polyph€nols POIAIreS ........eeeevieiiieiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 38
3.3. POlyphénols apolaires .........ccoiicocco e 39
3.4. Dosage des flavonoides totauX.....ccccceeeveniieiiiiiiiiee e e e eeeeeaaaen, 39
G T ST B Lo 7= To L= 0 (=TTl = 1] o 1 40
4. Détermination de l'activité antioxydante.......c..ccccceeeeeeeieeeeeeeeeeee, 0.4
4.1. Pouvoir d’inhibition de I'oxydation de tale linoléique ..............ccccvvvirirnnnnee. 41
4.2. Pouvoir antiradiCalaire .............ceeeeeerieiuiiiieee e 42

4.3, POUVOIT TEAUCTU ... ettt e e et e e e e e e e e e e e ennaes 43



I Yol 1Y/ (< T o] o] (o e [To [0 1= 44

5.1. Etude des interactions polyphénols / metB...............oooevriiiiiiiieieee e 44
5.1.1. Effet de la concentration des extraitS..........cccceeeeieeeeiiiiieeiiiiiis e, 44
5.1.2. Effet de 1a fOorce ioNiqUE..........ccceeuiiiiiiiiiiiiiiiie e 45
T X (0 o [T = LU 1S 1o [ L 46
REsUltatS €t diISCUSSION ......vvveiiiiie i ceeeeee e e e e e ee e e e e a7
1. Traitement des échantillons ............ccoooierriiiiii e, 47
1.1. Humidité et séchage des feUIllES ...ccuaaaiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 47
O 1 - 1o [ o P 48
2. Dosages des POIYPNENOIS. ...........evewew e e 50
2.1. CompOoSES PhENOIIQUES tOTAUX.......cemeeeeeiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e 50
2.2. Polyphénols polaires et apolaireS . .ccceeeevvveiieieieeeiieeeeeice e eee e e 51
ARG T o F= 1Y 0] gTo) [0 [ XSRN (o] = LU bGP 52
F2 S 1= 01| 1 U UURPPPURRTRR 53
3. Détermination de I'activité antioXydante ................eeeeerreeeeeererrrereeeeeereeeeeeene. 57
3.1. Pouvoir d’inhibition de I'oxydation de tale linoléique ..............cccuvvvirirnnnnee. 57
3.2. Pouvoir antiradiCalaire .............cceeeeeeeriiiiiiiiiie e e e 62
3.2.1. Pouvoir antiradicalaire exprimé en peatage.............ccccceeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 63.
3.2.2. Pouvoir antiradicalaire exprimé en égléuats d’antioxydants....................... 67
3.2.3. Effet de la concentration de I'extrait B pouvoir antiradicalaire................. 68
RS T o 101 o | g =T [V ! (=1 | SO 70
3.4. Relation entre le pouvoir antiradicalairéegoouvoir réducteur ................... 74
o AV (=TT o o] [T [0 U = 75
4.1. Interactions polyphénols — Protéines...........cceeeeeiiiieeeeiieieeee e 75
4.1.1. Effet de la concentration des exXtraitS.........cccceevveeeeeiiieeeeiiiiiiiisceeeeennn 75
4.1.2. Effet de la force ionique sur les intéians polyphénols/protéines ............... 79
@0 o 1115 Lo o 82
Références bibliographiqUES ............iii i i 85
REFErences EleCtrONIQUES ............oooeii i nne e 102

F AN ] L) ST 103



Introduction



Introduction

Introduction

L'origine de nos médicaments actuels se confondc allerigine de Ila
phytothérapie. L'utilisation des plantes est basé@epre actuellement, sur la connaissance
empirique, ancestrale et sur l'usage traditionreigmis oralement au cours des siecles et
des millénaires. Une plante meédicinale est défoimme toute plante renfermant un ou
plusieurs principes actifs capables de préveninlager ou guérir des maladies
(Schauenberg et Paris, 2005). En Algérie, il expdiis de trois mille cing cents espéces de

plantes médicinales (Hlimi, 2004).

Les phytothérapeutes soutiennent depuis longtempdagplante et ses principes
actifs sont riches de perspectives pour la qudktda vie (Sallé, 1991). Aujourd’hui, le
monde des sciences biologiques et médicales eahepar un nouveau concept, celui du
« stress oxydant », c’est-a-dire d’une situationiaogellule ne contréle plus la présence
excessive de radicaux oxygénés toxiques. Ces dersmnt a l'origine de plusieurs

pathologies telles que les maladies cardiovas@dat neurodégénératives (Favier, 2003).

A la lumiere du rble potentiellement délétere qutpinduire une production
excessive des espéces réactives de I'oxygéneielessbxydant a suscité, en une grande
partie, l'intérét des recherches actuelles qui gurtsur I'étude des molécules
antioxydantes a base de plantes telles que lesplpéiypls, les vitamines et les
caroténoides. Ainsi, I'objectif de ce travail catsi notamment en I'étude du pouvoir
antioxydant de cing plantes médicinales a sav@iobularia alypum Myrtus communis

Pistacia lentiscusRhamnus alaternust Retama sphaerocarpa

Le travail réalisé au cours de cette étude estrtiégra deux parties. La premiére
est consacrée a une synthese bibliographique coampda description botanique et les

vertus thérapeutiques des plantes médicinales mjufait I'objet et le matériel de cette
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étude, mais aussi, un apercu général sur les otg/dainles systémes de défenses

antioxydants.

La deuxieme partie concerne l'approche expérimenttant premierement comme
objectif I'extraction des composés phénoliques eimpdes plantes et leur évaluation
guantitative a travers les différents dosages. @@wement, la détermination de l'activité
antioxydante des extraits de plantes en testanhiliition de I'oxydation de l'acide
linoléique, le pouvoir antiradicalaire utilisantrome radical le DPPH (1,1-diphényl-2-
picrylhydrazyl) et le pouvoir réducteur. Enfin, dgtermination de l'activité biologique
des polyphénols par I'étude du pouvoir interacterades composés phénoliques avec la
protéine BSA (Bovine Serum Albumin) sous I'effetldeconcentration de I'extrait et de la

force ionique.
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Chapitre | Geénéralités sur les plantes médicinales étudiées

Chapitre | : Géneralités sur les plantes médicinake étudiées

1. Globularia alypumL.

1.1. Description botanique et répartition géographgue

Globularia alypumL. (Linné, 1707-1778)est un sous arbrisseau vivace trés
rameux, appartenant a la famille des globularia¢éaeadet al, 2002). Le nom francais
« globulaire » de cet arbuste d’environ 60 cm dethest donné suite a la forme
globuleuse que prennent ses petites fleurs bleoesspnt en inflorescence le long et au
sommet des tiges (Elbetieled al, 2000 ; Djerroumi et Nacef, 2004). Les feuillesitso
lancéolées, coriaces, glauques, sessiles et sméstnen pointe (figure 1). La floraison se
fait au mois de février. Les fleurs odorantes, aydes corolles bleues claires, sont
groupées en capitules globuleux solitaires (BézaBgauquesnet al.,1980).

La globulaire pousse dans les lieux arides, surtéemins calcaires secs et
ensoleillés, sur les coteaux buissonneux et leaitar rocailleux. Elle est tres répandue
dans la région méditerranéenne, 'Europe centriafeégidionale et le Nord Est Africain.
En Algérie, elle est commune dans tout le Tell éma au-dela du Sahara (Bézanger-
Beauquesnet al., 1986 ; Elbetiehat al, 2000 ; Hlimi, 2004 ; Schauenberg et Paris,
2005).

Nom vernaculaire francais : Globulaire

Nom vernaculaire anglais :Alypoglobe daisy
Nom vernaculaire kabyle : Taselgha

Nom vernaculaire arabe :Taselgha

;
®Wjcent Martinez C

Figure 1 : Photographie d&lobularia alypumL. (Anonyme 1, 2006).
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1.2. Classification

La classification décrite dans le tableau | edbléggar Guignard (2001).

Tableau | : Classification botanique delobularia alypumL. (Guignard, 2001).

Regne Végetal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Euasteridae
Ordre Lamiales
Famille Globulariaceae
Genre Globularia
Espece Globularia alypumL.

1.3. Vertus thérapeutiques

La globulaire est couramment utilisée dans la médetraditionnelle du Nord
Africain (Algérie, Maroc, Tunisie et Libye). Ellest dotée d'un pouvoir purgatif et
désobstruant. De ce fait, elle est utilisée pourditement des affections gastriques telles
que les lourdeurs, les ballonnements et la congtipalLa globulaire est aussi utilisée
dans le traitement de I'oligurie, la goutte etdlesmatismes (Bézanger-Beauqueshal.,
1986 ; Leclerc, 1999 ; Calist al, 2002 ; Jouacet al, 2002). Certains auteurs lui
attribuent aussi les propriétés antimicrobiennestituanorales, antileucémiques et
vermifuges. Cette plante contient la globularingbétance résineuse) qui est un dépuratif
(Bézanger-Beauqueseeal.,1980 ; Elbetiehat al, 2000 ; Djerroumi et Nacef, 2004).

Il a été rapporté par Elbetiele al. (2000) qu'une décoction des feuilles et de
branches de la globulaire avec des figues secheseddes solutions a effet laxatif et
diurétique et qui servent aussi pour le traitentid furoncles et la fievre intermittente.
Dans leurs études sur 'effet des extraits de pkastr la glycémie, plusieurs auteurs ont
démontré que I'administration par voie orale desagts aqueux dé&. alypumaux rats
rendus diabétiques, réduit considérablement le deuglucose dans le sang (Skémal.,
1999 ; Jouaet al.,2002).
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2. Myrtus communisL.

2.1. Description botanique et répartition géographque

Myrtus communid.., appelé communément le myrte, appartient a failla des
myrtaceae. C’est un arbuste vivace ornemental eui atteindre jusqu’a 3 m de haut. Il
est reconnaissable a ses rameaux anguleux egessécouvertes d’'une écorce rousse, a
ses feuilles persistantes coriaces, ovales etnakeavec un limbe lancéolé (Bézanger-
Beauquesnet al., 1980 ; Cakir, 2004 ; Djerroumi et Nacef, 2004 yHeret al, 2004). A
l'aisselle des feuilles poussent des baies rougedébut puis noir bleuatre a maturité
(figure 2). Ces fruits sont charnues et ont plusiewyaux et sont recouverts d’'une fine
poussiere blanche. Les fleurs sont de couleur bignodorantes avec cing pétales
(Bézanger-Beauquesee al., 1980 ; Hlimi, 2004 ; Ciccarelkt al, 2005 ; Montorcet al,
2006).

Le myrte pousse en colonies sur les sols silicaalies en résidus organiques. Cet
arbuste de montagne est tres répandu sur totttolali(Afrique du Nord), dans les bois et
sur les coteaux (Bézanger-Beauquesra., 1980 ; Mendest al, 2001).

Nom vernaculaire francais : Myrte

Nom vernaculaire anglais : Myrte common
Nom vernaculaire kabyle :Chilmoune
Nom vernaculaire arabe : Asse

€ Jardin Mundant ©

Figure 2 : Photographie d®lyrtus communig&. (Anonyme 2, 2006).
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2.2. Classification

La classification du myrte est décrite par Jetdl. (2002).

Tableau Il : Classification botanique ddyrtus communis. (Juddet al, 2002).

Régne Végeétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Rosidae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Myrtus
Espéce Myrtus communig..

2.3. Vertus thérapeutiques

Le myrte était traditionnellement utilisé par ldmeagenes de la méditerranée pour
le traitement symptomatique de l'asthme, des bnvegh des catarrhes et des
hémorroides. Les feuilles ont un pouvoir toniquarétique, hémostatique, antibactérien,
antiseptique et astringent. Son action astringestedue a sa richesse en tanins et son
action antiseptique est due a une huile essent@digminant par les branches et les voies
urinaires dont les constituants les plus actifst §emicalyptol et le myrtol (Bézanger-
Beauquesneet al., 1980 ; Leclerc, 1999 ; Fintelmann et Weiss, 200E)es sont
particuliéerement indiquées contre les diarrhées,ptaesse intestinale, le mauvais
fonctionnement de la vessie et pour le traitementdidbéte dans la mesure ou elles font
baisser le taux de sucre dans le sang (Flanial.e2004 ; Hlimi, 2004 ; Mehneche,
2004). Les feuilles de myrte sont utilisées sousméde bain de bouche pour le traitement
des candidoses et en décoction pour le traitementadntusions et les hémorroides. Dans
la médecine turque, les fruits et les feuilles étdt utilisés comme étant un antiputride
(Cakir, 2004 ; Haydertal., 2004 ; Bremness, 2005).
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3. Pistacia lentiscud..

3.1. Description botanique et répartition géographque

Pistacia lentiscud.., nommé le « lentisque », est un arbuste toudtyours vert a
tronc crevassé, ne dépassant généralement pasngties de hauteur bien qu’il puisse
parfois atteindre cinq a six metres de haut. Ussmeé(Mastic de Chio) d’odeur forte, en
larmes jaunes pales est obtenue par incision e {{©astoleet al, 2000 ; Kordaliet al.,
2003 ; Djerroumi et Nacef, 2004). Ces feuilles ptastes paripennées, de quatre a dix
paires de folioles oblongues lancéolées ou ellijgticpbtuses, glabres, de couleur verte
foncée, luisantes au dessus et prennent une f@atere en hiver. Le pétiole et la nervure
principale sont bordés d’'une aile verte et étrdigs fleurs sont apétales en petits racémes
a l'aisselle des feuilles, a calice penta lobéng é@tamines de couleur rougeatre (figure 3).
La floraison se fait entre avril et juin. Le frigtobuleux de couleur rouge puis noir a
maturité (Bézanger-Beauquesme¢ al., 1986 ; Beloued, 2001). Le lentisque est un
térébinthacée des régions tropicales et méditezraras (Correia et Diaz Barradas, 2000),
pousse en Algérie dans les zones arides et seeteuabondance le long du Tell (Hlimi,
2004 ;Greenet al, 2005).

Nom vernaculaire frangais : Lentisque ou arbre au mastic
Nom vernaculaire anglais :Mastic tree

Nom vernaculaire kabyle : Amadagh

Nom vernaculaire arabe :Darw

Figure 3 : Photographie dPistacia lentiscug. (Anonyme 3, 2006).
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3.2. Classification

La classification décrite ci-dessous est établreGaagnard (2001).

Tableau Il : Classification botanique d&istacia lentiscusL. (Guignard, 2001).

Régne Végeétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Rosidae
Ordre Sapindales
Famille Anacardiaceae
Genre Pistacia
Espéce Pistacia lentiscusL.

3.3. Vertus thérapeutiques

Les vertus thérapeutiques deistacia lentiscussont dues a ces propriétés
astringentes, expectorantes et cicatrisantes. €lgitet sont indiquées dans le traitement
d’eczéma, diarrhée, infection de la gorge, calcghat et la jaunisse (Janakat et
Al-Merie, 2002 ; Kordalet al, 2003 ; Kivgak et Akay, 2005).

La population espagnole utilisait les écorces Ristacia lentiscuspour le
traitement de I'hypertension. L’épilupeol et l'aats d’épilupeol sont des composés
retrouvés dans la résine du lentisque, ces derntgns une activité antivirale,
antibactérienne et antifongique (Kordali al, 2003 ; Kivcak et Akay, 2005). D’apres
Hlimi (2004), les huiles extraites des fruits datleque ont un effet antibactérien. En plus
de ces vertus thérapeutiques, les huiles essestiélll lentisque sont utilisées dans
I'industrie alimentaire, dans la fabrication du @awet des produits cosmétiques et les
branches sont utilisées dans la fabrication deffinsuL’écorce est incisée pour sa résine,
le mastic est utilisé en méditerranée orientale mendu Chewing-gum pour rafraichir
I'haleine. 1l est aussi utilisé comme expectoraamslles amalgames dentaires provisoires,
les colles et les vernis (Tassou et Nychas, 199&t et al, 2003 ; Kordaliet al, 2003 ;
Bremness, 2005).
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4. Retama sphaerocarph. Boissier

4.1.Description botanique et répartition géographique

Retama sphaerocarpappelé communément « retama », est un arbusteeviusc
appartient a la famille des Fabaceae. Cette derriemprend dix milles espeéeces et
représente la plus grande partie des légumine@stsarbuste est tres ramifié et peut
atteindre jusqu’a deux metres de haut (Lépez Lagted, 1998 ; Martin-Corderet al.,
1999 ; Fungaitio et al., 2005). Cette plante est trés reconnaissable @elasde ses
feuilles effilés comme des aiguilles, coriacesasstante ; et a celui de ses fleurs jaunes,
bisexuées et a corolles dites en « papillon » (@gt). La floraison se fait entre avril et
juillet. R. sphaerocarp@ossede un systeme racinaire profond qui peutjalgu’a 25 m
et qui est capable de résister a la sécheresselatamsnes arides et semi-arides. Cette
espéce, extrémement importante, est capable dd’fixete grace a ses nodules racinaires
contenant des bactéries symbiotiqueRhizobiun) fixant I'azote atmosphérique
(Guignard, 2001 ; Spichigat al, 2002 ; Caravacat al, 2003). Certains Fabaceae sont
cosmopolites, d’autres couvrent a elles seules astes étendus. Retan®st tres

communedans la méditerranée, domine dans les régionsatestayant un climat semi-

aride (Espigarest al, 2004).

Nom vernaculaire francais : Retama
Nom vernaculaire anglais :Retama
Nom vernaculaire kabyle : Tiluguit
Nom vernaculaire arabe : Rtarn

Figure 4 : Photographie dRetama sphaerocarda Boiss. (Anonyme 4, 2006).
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4.2. Classification

La classification d&®etama sphaerocarpsast déterminée par Guignard (2001).

Tableau IV : Classification botanique dgetama sphaerocarda Boiss.
(Guignard, 2001)

Regne Veégeétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Eurosidées
Ordre Fabales
Famille Fabaceae
Genre Retama
Espéce Retama sphaerocarpé. Boiss.

4.3.Vertus thérapeutiques

Peu d’études sont réalisées Ratama sphaerocarpdNéanmoins, elle est citée
comme étant une plante a effet diurétique, tonigjukaxatif. Elle est employée comme
abortif et hypoglycémiant (Mulet, 1997).

En Algérie, les études sur cette plante manqueotn&ment pour ne pas dire
absentes. Cependant, les témoignages recueilliesawes vieilles femmes du village
Taghzouit (Seddouk) stipulent que la plaRetama Sphaerocarpest utilisée comme un
désinfectant efficace qui purifie le milieu urir&itC’est aussi un diurétique a effet aussi
rapide que puissant et un sédatif dans les mictidfisiles. Elle est aussi utilisée comme
un cicatrisant et antidiarrhéique.

-10 -
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5. Rhamnus alaternud..
5.1. Description botanique et répartition géographque

Rhamnus alaternuk., appelée alaterne, est un arbuste vivace, mddaat a la
bourdaine, peut atteindre jusqu’a quatre métresadg (Hlimi, 2004 ; Bat al.,2005).

Ces feuilles pérennes, ovales, alternes et lisss

£mblent a celles du myrte. Ces petites
fleurs jaunes unisexuées et apétales dégagentdene agréable rappelant celle du miel.
La floraison se fait entre février et avril (HIind004 ; Mehneche, 2004).

L'alaterne donne des baies qui poussent en grappges au début et noires a
maturité (figure 5). Chaque baie posséde deux@rudyaux qui sont enveloppés dans des
endocarpes, leur stade de maturation est entrenées d’avril et mi-aolt (Ba®t al.,
2005).

Avec ses rameaux anguleux, cet arbrisseau poussel@bment dans les pays
méditerranéens et se trouve abondant a 'ombrdodéts de coniféres. En Algérie, cette
espéce croit sur les coteaux ensoleillés du Te#izéBger-Beauquesret al., 1980 ;
Djerroumi et Nacef, 2004).

Nom vernaculaire francais : Nerprun alaterne
Nom vernaculaire anglais :Barren privet
Nom vernaculaire kabyle :Imlilesse

Nom vernaculaire arabe :Malilasse

i , @%::Ent Ma)T'ru;

Figure 5 : Photographie dB&hamnus alaternuls. (Anonyme 5, 2006)

-11 -
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5.2. Classification

La classification ci-dessous est décrite par Gaussal (1982)

Tableau V : Classification botanique dghamnus alaternuis. (Gausserret al, 1982)

Regne Végeétal
Embranchement Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Eurosidées
Ordre Rhamnales
Famille Rhamnaceae
Genre Rhamnus
Espece Rhamnus alaternus.

5.3. Vertus Thérapeutiques

L'alaterne est trés utilisée dans le traitementadmunisse. Elle est connue pour
ces propriétés laxatives et purgatives. Les indiEnk cote Nord Ouest du pacifique ont
utilisé cette plante pendant des siécles commedertraditionnel contre la constipation,
mais également pour soulager d’autres troublesstifgeet dans le traitement des
hémorroides (Bézanger-Beauqueshal., 1986 ; Smalkt Catling 2000). Une décoction
de tiges feuillées d’alaterne est employée comne aau de cuisson de lentilles et de

viandes bovines (Djerroumi et Nacef, 2004).

-12 -
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Chapitre Il : Radicaux libres

1. Radicaux libres
1.1. Définition

Les radicaux libres sont des atomes ou des meagqadrtant un ou plusieurs
électrons non appariés sur leurs couches extd@eskson et Thompson, 2000 ;
Gilgun-Sherkiet al., 2001 ; Wilson et Salamantian, 2003). La tendaraterelle de ces
électrons non appariés a interagir avec les élestd® molécules ou d’atomes voisins,
pour reformer des liaisons chimiques covalentesfére aux radicaux libres une tres

grande instabilité et une extréme réactivité chimi¢Kiokia et Oreopoulon, 2006).

2. Espéces réactives de I'oxygene

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint deposés radicalaires qui jouent un réle
particulier en physiologie, ce sont les radicauxmpires. Ces derniers dérivent de
'oxygéne par des réactions de réduction et lespos@s les plus courants sont I'anion
superoxyde (@), le radical hydroxyle (OBlet le monoxyde d’azote (NP Les autres
radicaux libres, dits radicaux secondaires se fatnpar réaction de ces radicaux
primaires avec les composés biochimiques de laleelD’autres espéces non radicalaires
dérivées de I'oxygéne comme I'oxygéne singt®4, le peroxyde d’hydrogéne ¢B,) ou
le nitroperoxyde (ONOOH), sont réactives et peuvdrg des précurseurs des radicaux.
L’ensemble des radicaux libres et de leurs précussest appelé ROS (Reactive Oxygen
Species) (Gilgun-Sherlat al., 2001 ; Gulginet al, 2003 ; Junget al., 2005 ; Réet al.,
2005).

3. Production des radicaux libres

Les radicaux libres sont produits en permanences damganisme dans des
conditions physiologiques ou pathologiques (BeratiéStrain, 1996). Cette production
peut étre d'origine endogéne ou exogéne. Ces nadidares, étant trés réactifs, ont une
durée de vie extrémement courte (Machlin et Bendi&7 ; Pietta, 2000 ; Castronovo,
2003 ; Gulgiret al.,2003).
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3.1. Origine endogéne
L’essentiel de la production radicalaire est ags@u métabolisme cellulaire de
I'oxygéne et aux réactions d’oxydo-réduction (Diagfaix, 1993).

3.1.1. Mitochondries

Les étres vivants trouvent leur énergie dans Iginasn mitochondriale.
Toutefois, la réduction de I'oxygéne moléculairer gas cytochromes respiratoires
cellulaires s’accompagne d’une formation paraltéenviron 2 a 3 % d’ions superoxyde,
d’eau oxygénée et éventuellement de radicaux D#radical superoxyde est peu réactif,
il ne traverse pas les membranes cellulaires estilrapidement dismuté en peroxyde
d’hydrogene (HO,) (Pincemailet al, 2002 ; Favier, 2003 ; Guilciat al, 2003 ; De
Moffarts et al.,2005).

3.1.2. Cellules phagocytaires

L'inflammation est une source importante de radicanxygénés produits
directement via les cellules immunitaires commen@siocytes, les macrophages et les
polynucléaires neutrophiles pour détruire les nooganismes et les macromolécules
étrangeres. La stimulation de ces cellules immiregas’accompagne d’'une accélération
de leur consommation d’oxygéne avec activation @’'anzyme membranaire, la NADPH
oxydase qui catalyse la réduction de cet oxygénaréon superoxyde © Ce dernier
donne le HO, par dismutation. Le @et HO, participent a la libération d’hypochlorite et
de chloramines sous l'influence d’'une enzyme leviae, la myéloperoxydase (Droy-
Lefaix, 1993 ; Rajendraet al, 2004 ; De Moffartet al.,2005).

3.1.3. Réactions de détoxication

Les réactions oxydatives de détoxication sont aussirigine des radicaux libres.
Les oxydases contenues dans les peroxysomes tmaesiio'oxygene moléculaire en
anion superoxyde et en peroxyde d’hydrogene. Lewchyomes p450 sont aussi
incriminés dans la production radicalaire lors’dgyldation de certains composés tels que

les médicaments et les résidus de la fumée deetigar leur nivea(Droy-Lefaix, 1993).
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3.1.4. Xanthine oxydase

La xanthine oxydase (XO) est une métallo-enzyme§lméene retrouvée dans les
cellules sous la forme de xanthine deshydrogén@sdéte derniére est une enzyme
ubiquitaire impliguée dans le catabolisme de I'ATRu cours des phénoménes
d’'ischémie-réperfusion, la xanthine deshydrogénesteconvertie en xanthine-oxydase
(XO). Cette derniére agit sur I'hypoxanthine et Xanthine en présence d’oxygene
moléculaire pour produire les radicaux libres eeasiellement les radicaux superoxydes
(Gonzalezt al.,1995 ; Owen et Johns, 1999 ; Viwdtal, 2001 ; Servais, 2004).

Xanthine oxydase

Hypoxanthine + H;O + O, Xanthine + O, + 2H"

Xanthine + H,0 + O, Xanthine oxydase _  Acide urique + O, + 2H*

3.1.5. lons métalliques

Le cuivre et le fer libres, existant lors d'une charge générale et les métaux
toxiques tels que le chrome et le vanadium, sostpdemoteurs importants qui générent
des radicaux hydroxyles a partir du peroxyde d’bgéne, par la réaction de Fenton (1)
(Aurousseau, 2002 ; R al, 2005).

H202 + FE2+ _—) OH + OH + FE3+ 1

Le radical superoxyde peut réduire |é¥et former le F& selon la réaction ci-dessous :
FE'+0, —» FB+0 2

Le bilan des réactions (1) et (2) est appelé réaatiHaber-Weiss

H,0,+0, ———» OH +OH +0O;

3.1.6. Autres sources

Les especes réactives oxygénées peuvent étre dgaleproduites par
'autooxydation des catécholamines ou suite a leatabolisme par la monoamine
oxydase. En outre, la synthese des prostaglandmeduit a la formation des radicaux
hydroxyle (OH) durant la phase de transformation de lacide adactique en

endopéroxydes sous l'effet de la cyclooxygénase.
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Certaines cellules peuvent aussi produire le gadi© lors de I'oxydation de I'arginine
en citruline. Cette réaction est catalysée par@dynthétase en présence de NADPH et
d’'oxygéne (Réet al, 2005).

3.2. Origine exogene

Lors d'une irradiation ou d'une exposition a unaurse d’énergie lumineuse
d’intensité suffisante, les rayonnements électromdigues sont capables de générer des
radicaux libres, soit par radiolyse des moléculesaud (rayons ionisants X og) ou par
activation des molécules photosensibilisantes (rayodV), générant ainsi des anions
superoxydes et de I'oxygéne singulet (Bermond, 199de et al., 2004 ; Wanget al,
2004).

Les rayonnements ne sont pas les seuls agentsninés, plusieurs facteurs
externes sont aussi mis en cause. Les fumées daustion (de cigarettes, de bois, etc.),
les produits chimiques tels que les antiseptiques pesticides tel que le
Dichlorodiphényl-trichloroéthane (DDT), les médicams anti-inflammatoires non
stéroidiens, les métaux de transition et les perssid’amiante et de silice contribuent
d’'une facon ou d’'une autre a la production desceadi libres. La consommation de
I'alcool et I'effort physique intense sont ausssgmrametres a ne pas écarter (Pincemail

et al, 2001 ; Leeet al, 2004 ; Pincemail et Defraigne, 2004).

4. Stress oxydant

Dans les circonstances quotidiennes normales.elédes de I'organisme, en état
d’oxydoréduction, produisent en permanence et gtefaquantités des especes réactives
de l'oxygéne. Le contrble rigoureux de la formatiginde I'élimination de ces ROS est
parfaitement maitrisé par les systemes de défdépgand cet équilibre est rompu en
faveur des radicaux libres, il survient un stresglant (Leeet al.,2004).
Ce dernier résulte donc d’'une augmentation de aaditibres suite & un déséquilibre de la
balance antioxydants/prooxydants, c’est-a-dire, désequilibre entre les systémes
producteurs d’espéces radicalaires oxydantes etylkteémes de défense antioxydants au
profit des premiers (Pincemat al.,2002 ; Am¢ et al, 2003 ; De Moffartet al., 2005 ;
Katalinic et al,, 2006).
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Plusieurs phénomeénes semblent étre impliqués dapsatition de ce stress (Pincemetil
al., 2002) :

1- un déficit en antioxydants tels que les vitaminades oligoéléments (Cu, Zn,
Se, etc.) apportés par la nutrition ;

2- anomalies génétiques responsables d’un mauvaiggeod’'une protéine soit
enzymatiquement antioxydante, soit synthétisantantioxydant (comme la
gamma-glutamyl synthétase produisant le glutathian) régénérant un
antioxydant ;

3- une activation des enzymes (xanthine oxydase, NADRMdase, glucose
oxydase) ;

4- une libération de fer libre a partir des protéinbélatrices de métaux ou d’'une
oxydation de certaines molécules (glucose, hémawtolbatécholamines).

5. Avantages et inconvénients des radicaux libres :

Les radicaux libres sont instables et réagissest &s premieres molécules qu’ils
rencontrent. lls protégent l'organisme contre legressions causées par les
microorganismes et les cellules tumorales. Cepdnisusont a 'origine de I'altération et
de l'usure des tissus. Leur production excessivw/qiue des lésions au niveau des

molécules biologiques et entraine plusieurs masadiakoet al.,2007).

5.1. Effets indésirables

Les espéces réactives de l'oxygéne dont la praslucgést un phénomene
physiologique naturel, lié a I'oxydation ou a lalwétion, peuvent s’attaquer a plusieurs
composés vitaux des cellules (lipides, protéineddNAglucides) et entrainer plusieurs
effets déléteres (Clarkson et Thompson, 2000 ;ePirad et Defraigne, 2004 ; Gulciet
al., 2005).
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5.1.1. Effets sur les lipides

Les lipides et principalement les acides gras pshiurés sont la cible privilégiée
de I'attaque par les radicaux libres. Suite a tmntact, les molécules lipidiques subissent
un ensemble de réactions appelées la peroxyddati@nperoxydation des lipides est
généralement initiée par un radical \Rarticulierement réactif. Ce dernier déclenche un
cascade de réactions en extrayant un atome d’hgdeog un groupement méthyléne d’'un
acide gras insaturé (LH) pour former un radicalndieconjugué qui, en présence

d’oxygeéne, s’oxyde en un radical peroxyle.

LH+R L + RH
L + O LOO

Cette réaction de peroxydation va pouvoir se prepdg proche en proche car le radical
peroxyle formé se transforme en hydroperoxyde autact d'un autre acide gras qui
forme un nouveau radical diéne conjugué (eeal.,2004 ; Réet al.,2005).

LOO + LH——» LOOH + L

Les acides gras ainsi modifiés alterent la fluidit®mbranaire des cellules et donc
le dysfonctionnement de nombreux récepteurs espiateurs et peuvent aller jusqu’a
leur désintégration (Yen et Hsieh, 1998). Les hgdroxydes aprés leur dégradation
peuvent soit libérer différents aldéhydes toxiqudsnt le malonaldialdéhyde ou
I'nydroxynonenal (Clarkson et Thompson, 2000) ofommer de nouveaux radicaux
lipidiques en présence de métaux de transitionetRe, 2005). Les radicaux libres ne se
contentent pas uniqguement des phospholipides maembea mais leur attaque peut aller
jusqu’aux lipoprotéines circulantes formant des L{Rbw Density Lipoprotein) oxydées
(De Moffartset al, 2005 ; Réet al, 2005).

5.1.2. Effets sur les protéines

Les effets des ROS sur les protéines sont complakest du clivage des chaines
latérales des différents acides aminés jusqu’awelsties protéiques. Les protéines les
plus sensibles aux attaques radicalaires sontwgwrédles qui comportent un groupement
sulfhydryle (SH). C’est le cas de nombreuses engye#ulaires et protéines de transport

qui vont ainsi étre oxydées et inactivées.
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Les protéines peuvent alors soit subir des réticuia par formation notamment de pont
bi-tyrosine, soit subir des coupures en cas d’'agyasforte et soit des modifications de

certains acides aminés en cas d’agressions modé&ia@asr, 2003).

Les acides aminés des protéines peuvent subir ldasomenes de carbonylation
(=C=0), rendant les protéines ainsi modifiées gessibles a l'action des protéases et
notamment du protéasome (Wilson et Salamantiar3)2Q@s protéines oxydées peuvent
aussi devenir trés hydrophobes soit par suppresiogroupements amines ionisables,
soit par extériorisation des zones hydrophobesaest ce qui conduit a la formation des
amas anormaux dans ou autour des cellules. Ces asrasiés aux lipides forment les

dépdts de lipofuschines, caractéristiques desstides personnes agées (Favier, 2003).

5.1.3. Effets sur I'acide désoxyribonucléique
Les ROS peuvent provoquer des lésions des acideRigques susceptibles
d'entrainer des mutations ou daltérer [I'expressiodes genes. L’acide
désoxyribonucléique (ADN), macromolécule aussi ingote, n’échappe pas aux lésions
causées par les espéces réactives oxygénées. l@ssp< principales de dommages
oxydatifs causés par le radical hydroxyle peuverd §énérées (Lampe, 1999 ; Favier,
2003) :
1- 'oxydation des bases de I’ADN et particulieremé&ngguanine conduisant a leurs
modifications ;
2- Coupure des liaisons entre les bases et le débosgriformant ainsi des sites
abasiques ;
3- le désoxyribose peut lui-méme subir une attaquieakedre, créant une coupure de
chaine simple brin ;
4- la péroxydation des lipides génére des aldéhydeagenes, formant des adduits
sur les bases de I'ADN ;
5- les protéines qui rentrent en contact avec I'’ADMt{ines, enzymes et facteurs de
la réplication ou de la transcription) peuvent @aecible des radicaux libres,

entrainant des pontages des protéines sur desdmbg®® lysinoguanine.
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Dans ce cas, les lésions non réparées vont pertlebenécanismes de réplication de
I’ADN et entrainer soit des erreurs de lecture etsginthese par des ADN polymérases,

soit une impossibilité de copie de ’ADN qui aboaten apoptose.

5.1.4. Effets sur les glucides

Les especes réactives de Il'oxygene attaquent lesopolysaccharides et
notamment les protéoglycanes du cartilage (Fa2€i3). Ces derniers sont aussi
responsables de la diminution de la viscosité diddl synoviale par polymérisation de
'acide hyaluronique dans les maladies inflammatoi{Saari, 1991). Par ailleurs, le
glucose peut s'oxyder dans des conditions phydmmbagiques, en présence d’ions, en
libérant des cétoaldéehydes,® et OH qui entraineront la coupure des protéines (Favier,
2003).

5.1.5. Maladies engendrees par le stress oxydant
Les désordres biochimiques causés par le strestankympliquent celui-ci dans
de trés nombreuses maladies, soit comme un demufaatiéclenchant, soit comme une

des causes de complication dans leur évolutionrigleaal, 2004).

La plupart des maladies induites par le stressl@xtyapparaissent avec I'age car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantds aeigmente la production
mitochondriale des radicaux. Le stress oxydanlkagstincipale cause initiale de plusieurs
maladies : cancer, cataracte, sclérose latéraleotanphique, oedemes pulmonaires et
vieillissement accéléré. Il est aussi I'un des dacd potentialisant I'apparition des
maladies plurifactorielles telles que le diabetes Irhumatismes, les maladies
cardiovasculaires et les maladies neurodégénésatilies que les maladies d’Alzheimer
et de Parkinson (Bermond, 1991 ; Mardteal, 1998 ; Prietcet al, 1999 ; Poitoutet al,
2000 ; Pincemaiét al, 2001 ; Auddyet al, 2003).

Les acides gras polyinsaturés des LDL peuventodydes par les radicaux libres,
donnant ainsi des LDL oxydés capables d’étre aésgpair les macrophages. Ces cellules
accumulent le cholestérol et se transforment elnleslspumeuses, caractéristiques de la
plaque d’athérome (Lecerf, 1999).
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Le stress oxydant joue également un réle dans diafppn d’autres facteurs
athérogenes telles que 'augmentation de la résista I'insuline et activation des cellules
endothéliales libérant des médiateurs prooxydanoKines, facteurs de fibrinolyse et
monoxyde d’azote) (Geletdt al, 2002).

5.2. Avantages des radicaux libres

Les especes reactives de I'oxygene, génerées parelkiles, ont longtemps été
considérées comme des produits toxiques. Cepentllagdf apparu que ces especes,
lorsqu’elles sont formées en faibles concentratiogifes sont impliquées dans de
nombreuses fonctions utiles. Elles participent fnrctionnements de certaines enzymes,
a la régulation des voies de signalisation et @d&pFession des genes au niveau des
cellules vasculaires et jouent ainsi un role imgirdans les processus physiologiques et
pathologiques de ces cellules. En intervenant coseuends messagers, les ROS jouent
un réle dans le contrdle des processus cellulpingsiologiques tels que la croissance, la
sénescence, I'apoptose ou la survie des celluldstlegliales et les cellules musculaires
lisses. En cas de pathologie, ils interviennensdardestruction par apoptose des cellules
tumorales (Poitoutet al, 2000 ; Bonnefont-Rousselet al., 2002).

L'avénement de la biologie moléculaire montre guiiermettent aussi d’induire la
réponse cellulaire a de nombreux stress (ultrargplgénobiotiques) permettant ainsi
I'expression des genes de défense (Pietta, 20@dvaiS, 2004). Les radicaux libres de
I'oxygéne tels que les radicaux hydroxyles (QElt les radicaux peroxyles (LOYou de
'azote, méme reéactifs, ne sont pas uniquementgt@s mais ils sont produits par
I'organisme afin de détruire des bactéries au desicellules phagocytaires telles que les
macrophages et les polynucléaires (Favier, 2003-Mbffartet al, 2005).
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Chapitre Il : Systemes antioxydants
1. Définition d’un antioxydant

Les systemes de défense contre les ROS visentuswatdimiter les réactions
radicalaires qui sont pour la plupart irréversiblé® maintient d’'un niveau non
cytotoxiqgue de ROS est assuré par des systemexyddnts (Servais, 2004 ; ¢ al.,
2005). Par définition, un antioxydant est toutessaibce capable d’inhiber ou de retarder
I'oxydation d’un substrat tout en étant présentma faible concentration par rapport a la
concentration du substrat oxydable. Ces antioxydpativent avoir plusieurs origines, ils
peuvent étre produits dans I'organisme ou appgééd’alimentation ou bien sont issus
d’'une synthése chimique (Salahal, 1995 ; Benzie et Strain, 1996 ; Al-Mamaeyal,
2002 ; Antolovichet al., 2002 ; Javanmardt al, 2003 ; Karouet al, 2005 ; Berger,
2006).

2. Mécanismes de défense

Afin de contrer a l'action oxydante des radicaibtds, I'organisme dispose de
plusieurs systemes de défense spécifiques quiilboett d'une maniére coopérative a la
survie cellulaire en détruisant les espéces réegtixygénées, protégeant ainsi les milieux
biologiques de leurs effets toxiques. Ces mécarssieedéfense peuvent étre soit (Droy-
Lefaix. et al, 1993 ; Jadot, 1998 ; Milane, 2004) :

» des systemes enzymatiques antioxydants spécifiques
» des molécules piégeuses des métaux de transii@s]i

e des antioxydants d’origine alimentaire ou synthédiq

2.1. Systémes enzymatiques antioxydants
Les cellules possedent des systemes enzymatiquekugs permettent de se
protéger contre toutes agressions radicalaires t{Manal, 1998). Trois types d’enzymes

forment la clé de voute de ces systemes antioxgdant
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Il s’agit des superoxydes dismutases (SOD), lalasgaqui joue un role de protection et
les gluthations peroxydases et réductases quiranfanction de détoxification (Gelest
al., 2002 ; Wilson et Salamantian, 2003 ; Milane, 2004

2.1.1. Superoxyde dismutases
La superoxyde-dismutase catalyse la dismutatiodedex anions superoxydes en
peroxyde d’hydrogéene et une molécule d’oxygene angdtre, la réaction étant la

suivante :
: : SOD
0, +0O, +2H" » H0,+ 0,

La transformation du radical superoxyde esOFpeut s’effectuer spontanément
mais la SOD l'accélere environ dix milles fois. &igperoxyde dismutase est inductible, sa
biosynthése est augmentée par I'hyperoxygénatigmarela présence de certains toxiques
comme le paraquat. Trois formes de SOD sont idéatifdans la cellule (Pincematlal.,
1998a ; Dodet, 1991 ; Wilson et Salamantian, 2088ryais, 2004 ; Endet al.,2005):

1- une SOD a cuivre et a zinc (SOD Zn, Cu), elle egsgnte dans le cytoplasme de
toutes les cellules des eucaryotes et elle prodomeatinuellement méme en
anaérobie ;

2- une SOD a fer et a manganése (SOD Mn, Fe) quosegdrdans les mitochondries
(elle n’est pas produite en permanence mais seeotnation augmente en réponse
a une attaque oxydative) ;

3- une SOD sécrétée au niveau des liquides extraaiedal appelée EC-SOD, a aussi
comme cofacteur le cuivre et le zinc. Elle est @nés dans les liquides biologiques
(plasma, lymphe, liquide synovial) mais se trouugait en abondance dans les
tissus.

2.1.2. Catalase

La catalase, enzyme confinée dans le cytosol et @snperoxysomes, a pour réle
d’accélérer la réaction spontanée qui transfore@ul’oxygénée en eau et en oxygene. En
outre, elle prévient la formation de radicaux @Hempéche le peroxyde d’hydrogéne de
participer a la réaction de Fenton (Droy-Lefabal, 1993).
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La catalase se trouve dans la plupart des celdilee est concentrée dans le foie
et les globules rouges (Cheeseman et Slater, 1988y-Lefaix et al, 1993 ; Albrecht,
1994 ; Wilson et Salamantian, 2003 ; Milane, 2004).

Catalase
2H,0;, — > 2H,0+0,

2.1.3. Glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GSH-peroxydase) est urayree séléno-dépendante
(Clarkson et Thompson, 2000), présente a la fans d&a cytosol et dans la mitochondrie.
Elle joue un rdle de détoxification par la réduntide deux substrats, le peroxyde
d’hydrogéne et les hydroperoxydes lipidiques (Texsst Marconnet, 1995 ; Wilson et
Salamantian, 2003 ; Ducros et Favier, 2004 ; Mil2084).

H,0, + 2 GSH GSH-peroxydase 2B+ GSSG

LOOH + 2 GSH GSH-peroxydsg GSSG + LOH + D

La glutathion peroxydase assure en synergie aveenieymes (SOD, catalase) ou
certaines molécules (tocophérol, acide ascorbigamténoide) I'équilibre intra et extra
cellulaire de la balance antioxydant/prooxydantle Bést aussi impliquée dans la
détoxication d’agents canceérigénes (Wilson et Sadian, 2003 ; Ducros et Favier,
2004).

L’activité de détoxication des GSH-peroxydase fagr hydroperoxydes nécessite
une autre enzyme, la phospholipase(RLA,). Cette derniere libére des acides gras en
hydrolysant les fonctions esters des phospholipidesbranaires. Les peroxydes produits
dans le cytosol sont transformés par la GSH-pemsgdtandis que les acides gras

membranaires manquants sont resynthétisés (Mi2Qtel ; Servais, 2004).

2.1.4. Glutathion réductase

La glutathion réductase (GSH-réductase) est unveglatéine tres répandue dans
le cytosol et dans les mitochondries, c’est-a-diranéme niveau que la GSH-peroxydase.
Ces deux enzymes constituent le second grand sysesmmymatique antioxydant des

cellules (Wilson et Salamantian, 2003).
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Le maintient de l'activité de la GSH-peroxydase asiite la régénération du
glutathion oxydé GSSG par la GSH-réductase en peésé’un cofacteur qui est le
NADPH, empéchant ainsi son accumulation or l'accabmn provoque diverses
perturbations métaboliques dont l'inhibition de dgnthése protéique. Cette réaction
produit du NADP qui donne le NADPH par le glucose-6-phosphate yhirsigénase
(G6PD) (Albrechtet al.,1994 ; Wilson et Salamantian, 2003).

NADP* G6PD_, NADPH

2.2. Molécules piégeuses de métaux

Les métaux sont rarement retrouvés a |'état libmasdl’organisme, ils perdent
partiellement ou totalement leurs activités de slation des réactions radicalaires
lorsqu’ils sont liés a différentes métalloprotéinfidelm et al., 1999 ; Wilson et
Salamantian, 2003). Le fer sous sa forme libre,jengant qu’élément catalyseur, un réle
prépondérant dans I'activation des réactions réalies. De nombreuses métalloprotéines
telles que la ferritine, la lactoferrine, la tragrsine, la céruloplasmine et I'albumine
permettent de chélater les métaux (Fe, Cu, et@ldoes dans la formation des radicaux
hydroxyles lors des réactions concomitantes dedfeett d’'Haber-Weiss (De Moffartst
al., 2005).

2.3. Antioxydants d’origine alimentaire

En plus de la prévention par les enzymes ou leipes chélatrices de métaux,
I'apport d’antioxydants d’origine alimentaire edilelpour éviter les effets néfastes issus
de l'attaque radicalaire. L’alimentation contiem grand nombre d’antioxydants non
seulement les vitamines, les caroténoides et igpééments (sélénium, cuivre, zinc,
manganese...), mais aussi les polyphénols, ledodlea et les acides organiques.
Toutefois, il faudra se méfier des effets paradexde fortes doses d’antioxydants
(Favier, 2003 ; Judde, 2004 ; Roland, 2004 ; Bloifnl2005).

2.3.1. Tocophérol (Vitamine E)
La vitamine E est un terme générique qui désigneensemble de composeés
phénoliques appelés tocophéralsfi, v,6) ou tocols. lIs différent les uns des autres par |

position des groupes méthyles sur le cycle aromeatffigure 6) (Pincemadt al.,1998c).
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lls sont constitués d’un résidu hydroquinone stistpar un ou plusieurs groupes
méthyles et d’une chaine polyisoprénique plus oinssaturée (Pincemagét al.,1998c ;
Helm et al., 1999 ; Leeet al., 2004). L'a-tocophérol est la seule forme retenue par

I'organisme car elle est biologiquement plus acetelus efficace (Henslest al.,2004).

Tocophérols | R, R, R3

H
R %, H ////’ o CH; CH; CHg
? b B CH; |H CHs
’Y H CH3 CH3
) H H CH;

HO

Figure 6 : Structure chimique globale des tocophé(Blisicemailet al.,1998c).

Le caractere hydrophobe de la vitamine E lui perdeets’insérer au sein de la
membrane biologique qui est riche en acides gragngaturés (AGPI), ou elle joue un
réle protecteur efficace en empéchant la propagat@la peroxydation lipidique induite
par les especes réactives de I'oxygéne (Pinceatadl., 1998c). Elle réagit avec les
radicaux peroxyles (LOPqui sont formés dans les membranes pour donrseragiécaux
tocophéryls plus stables (Henslketyal.,2004 ; Milaneet al.,2004 ; Servais, 2004).

La vitamine E est un puissant inhibiteur de la fation des nitrosamides en
captant I'acide nitreux, mais aussi un protectdiicace de I'oxydation des LDL. De plus,
I'effet bénéfique de la vitamine E se trouve renéopar une consommation optimale de la
vitamine C. Cette derniere réduit la vitamine E addg et la régénere sous sa forme
antioxydante active (Rice-Evams al, 1997 ; Pincemaiét al, 2002 ; Leeet al, 2004 ;
Milane, 2004). En I'absence des systémes de régmérappropriés, la vitamine E peut

avoir des effets prooxydants (Servais, 2004).

LOO DQ Tocophérol OH ‘><' Acide ascorbyl

LOOH Tocophéryl Acide ascorbique
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2.3.2. Acide ascorbique (Vitamine C)

L’'acide ascorbique ou la vitamine C est une mok¢uyldrosoluble, trés répandue
dans la nature (figure 7) (Louisot, 1980). Elle aala fois, un rble prooxydant et
antioxydant. Son activité antioxydante est comgarakhcelle de la vitamine E au niveau
des compartiments hydrophiles de la cellule (Clamkst Thompson, 2000 ; Tamimi al,
2002).

Figure 7 : Structure de I'acide ascorbique (Louisot, 1980).

L'acide ascorbique est un piégeur efficace des REIS que les radicaux
peroxyles, hydroxyles, superoxydes et le peroxiaitElle peut protéger divers substrats
biologiques de lI'oxydation (protéines, acides geaADN) (Servais, 2004) mais aussi,
elle est capable de réagir avec le radical tocgplegr régénérant la vitamine E (Reuben,
1995 ; Pincemaitt al.,1998b ; Wang et Jiao, 2000 ; Huaetal.,2002).

La vitamine C, a une concentration élevée, a uneit@c pro-oxydante en
favorisant la formation de radicaux hydroxyles eéspnce de fer et de cuivre (Servais,
2004) :

Acide ascorbique + C&" ————»  C H* + Acide monodéhydro-ascorbique

cti+ H, O, ————» &I +OH + OH

2.3.3. Caroténoides
Les caroténoides sont des pigments lipophiles éyisés dans les chloroplastes et
sont responsables de la coloration rouge, jaunerahge des végétaux (plantes,

champignons, algues) (Néve, 2002 ; Josse, 2003).
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by

lls appartiennent a la famille des tétraterpéneg),(Gormés de huit unités
isoprénes qui sont liées par le modele téte-a-qe¢umdntiennent une chaine centrale
hautement poly-insaturée. lls sont divisés en dguaupes, les caroténes et les
xanthophylles (Alleret al, 1994 ; Liu, 2004).
La figure 8 montre les principaux composeés retrgudéns l'alimentation et dans le
plasma humain (Faulks et Southon, 2000 ; Poka&tngl, 2001 ; Giovannucci, 2002).

a-caroténe

Lycopéne

p-carotene

B-cryptoxanthine

Lutéine

OH
Zeaxanthine

Figure 8 : Différentes structures des caroténoides (Poketay, 2001).

Les caroténoides (CAR) jouent un role antioxyda@s important. Le lycopéne,
dont la principale source est la tomate, a la dépde piéger I'oxygene singulet (Agarwal
et Rao, 2000) et de protéger contre les radiatidvis Ce composé subi I'oxydation en
absorbant I'énergie des radiations solaires etepgmotainsi la peau des dommages
oxydatifs (Maet al, 2003 ; Stahl et Sies, 2004 ; Dugtizal., 2005).
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La lutéine empéche la peroxydation lipidique, lecamdsme d’action est illustré ci-

dessous :

CAR + LOO ——» LOO-CAR

LOO-CAR + LOO ——» LOO-CAR-LOO

L’association des caroténoides entre eux ou ar@sw@ntioxydants augmente nettement
leur action antioxydante par un phénomeéne de sigé8a et Rodriguez-Amaya, 2003).
Certains caroténoides sont des précurseurs detdaime A d'ou jouent un réle
nutritionnel important et interviennent dans lagegtion visuelle (Pincemadt al, 1998d

; Englbergeret al, 2002).

2.3.4. Composés phénoliques

Les composés phénoliques, également dénommés golgish sont des
métabolites secondaires spécifiques du regne Jgg&thkonenet al, 1999). L’élément
structurale de base de ces métabolites est un nm@enique auquel sont directement
liés un ou plusieurs groupements hydroxyles, limesngagés dans d’autres fonctions
chimiques telles que I'éther méthylique et I'eqiRichter, 1993 ; Mompoet al, 1996 ;
Lecerf, 1999 ; Robbins, 2003).

Les composés phénoliques sont synthétisés pareplssvoies réactionnelles, les
plus importantes sont les voies du shikimate, éedtemlonate et acétate-mévalonate. Plus
de 8000 structures sont identifiées et répartiedifédrentes classes selon leurs structures
chimiques de base. Le tableau VI représente lexipdles classes (Castellucao al,
1995 ; Monpon, 1996 ; Robbins, 2003 ; Leeal., 2004 ; Soobratteet al., 2005 ;
Balasundranet al, 2006).
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Tableau VI : Différentes classes des composés phénoliqueseflLale 2004).

Classe

Squtdade base

Structure

Phénols simples

Benzoquinones

Acides phénoliques

Acétophénones

Acides phénylacétiques

Acides hydroxycinnamiques

Coumarines

Chromones

Anthraquinones

Flavonoides

Ce-Cy

CC, QCHZCOOH
CoCy QCH—CHCOOH
o_ _o
o
o O
e (U
(0]
Ce-C3-Cs
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Plusieurs études ont démontré les propriétés gmtantes des polyphénols. Ces
molécules biologiques ont la capacité de piégerrdscaux libres et d’empécher la
génération de radicaux hydroxyles hautement résxti{Rice-Evanset al, 1997 ;
Kahkonenet al., 2001 ; Pilarskiet al, 2006 ; Wonget al, 2006). En outre, ils ont
'aptitude de chélater les métaux tels que le ferlee cuivre, entravant ainsi leur
participation dans la réaction de Fenton (Kahkodeeral, 1999). lls inhibent aussi la
xanthine oxydase et par conséquence, ils empédhaeiarmation des radicaux libres
(Salahet al, 1995 ; Fangt al.,2002).

Les composés phénoliques interrompent la réaetiochaine de la peroxydation
lipidique en cédant leurs atomes d’hydrogéne aulicaax peroxyles (LOQ. Ces
derniers sont formés durant I'étape d’initiation cite réaction de peroxydation pour
former des radicaux plus stables (Ké&hkoregnal, 1999 ; Scalbert et Mazur, 2003 ;
Carrasco-Pancorbaat al.,2005).

LOO + AH LOOH A

v

La structure chimique des composés phénoliquesemstelation directe avec
I'activité antioxydante, cette derniére dépend msskement du nombre de radicaux
hydroxyles et de leurs positions a I'intérieur @s structures chimiques (Furusastal,
2005). Selon Rice-Evanst al. (1997), les composés phénoliques ayant la steiciur

dihydroxy sur leurs noyaux sont les composés les ahtioxydants.

2.3.4.1. Flavonoides

Les flavonoides constituent I'une des classes dagppénols. Ce sont des
substances naturelles issues des plantes et comiais$e supposer sa dénomination
historique (du latirflavus: jaune), ces substances sont des pigments reggesse la
coloration des fleurs, des fruits et des feuilléssont universellement présents dans les
cuticules foliaires et dans les cellules épiderragqdes feuilles (Richter, 1993 ; Di Carlo
et al, 1999 ; Milane, 2004).
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La structure d’'un flavonoide est constituée de deayaux aromatiques (noyaux A et B)

et d’'un hétérocycle oxygéné (cycle C), comme le tmaoka figure9.

Figure 9 : Structure de base des flavonoides (Ribéreau-Ga@as).

Il existe un intermédiaire commun dans la biosysg¢hédes flavonoides, une tétra-
hydroxychalcone, a partir de laquelle se différenti les 4-oxo-flavonoides, les
anthocyanidines et les flavanes ou tanins (Vinsbal, 1995 ; Hollmanret al, 1996 ;
Robards et Antolovich, 1997 ; Amet al, 2003 ; Milane, 2004).

Les flavonoides ont la capacité de réagir avecraeicaux libres tels que les
radicaux hydroxyles (OH|, I'anion superoxyde (©) et les radicaux peroxylipidiques
pour former des espéces radicalaires intermédipeesréactives (Aniet al., 2003 ;
Wilox et al.,2003 ; Rajendrast al.,2004 ; Ghedira, 2005 ; Montosd al.,2005).

Flavonoide-OH + R > Flavonoide-G@ RH

Flavonoide-O +R —  Flavonoide-O-R

De plus, les flavonoides peuvent agir en chéldesnmétaux de transision tels que
le fer et le cuivre et inhibent ainsi les réactialesFenton et d’Haber-Weiss (Remegy
al., 1996 ; Rice-Evanet al.,1997 ; Sanchez-Morerai al.,1999 ; Lugaset al.,2003).

La quercetine, la catéchine, la lutéoline, la méfiiee, I'épigallo-catéchine gallate et
I'apigénine sont les flavonoides les plus antioxyda(Remesyet al, 1996). Le LDL
oxydé est I'un des principaux facteurs de risqueomarien, certains flavonoides se
comportent comme de puissants antioxydants visaes LDL et surtout comme des
protecteurs des bases d’ADN face aux attaquesalaties (Kahkoneret al, 1999 ;
MojziSova et Kuchta, 2001 ; Montost al.,2005).
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2.3.4.2. Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques ayanmasse moléculaire élevée
allant de 500 a 3000 Da. lls posseédent un gramtbn® de groupements hydroxyles qui
leurs permettent des combinaisons stables aveprt#gines, les polysaccharides, les
acides nucléigues, les stéroides mais aussi are&apblymeres tels que les alcaloides et
les gélatines (Montiest al., 1980 ; Chunget al., 1998 ; Simon, 2003 ; Hedqvist, 2004).
Ce groupe de composeés phénoliques est généralamenphe, soluble dans 'eau et dans
I'alcool, insoluble dans les solvants organiqueslapes (Hurabielle, 1981). Du point de
vue chimique, les tanins résultent de la polymédeade molécules élémentaires a
fonction phénol. D’apres leurs natures, les tasmrgrépartis en tanins hydrolysables ou
pyrogalliques et en tanins condensés ou pyrocapéeki(figure 10) (Ribereau-Gayenh
al., 1982 ; Yan et Bennick, 1995 ; Bennick, 2002).

Les tanins hydrolysables sont des molécules casastt de glucides et d’acides
phénols (acide gallique ou un de ces dérivés) mtifdervenir des liaisons de type ester
qui sont facilement scindées par voie chimique mzymatique (Ribereau-Gayon, 1968 ;
Chung et al., 1998 ; Wroblewskiet al., 2001). Les tanins condensés résultent de la
polymeérisation des molécules élémentaires de flawarlles que les catéchines et les
leucoanthocyanidines. Ces molécules résistentyardtyse (Hagerman et Butler, 1981 ;
Santos-Buelga et Scalbert, 2000).

A H B

OH

OH

Figure 10 : Structures chimiques des tanins (Bennick, 2002)
(A : Tanins hydrolysablesB : Tanins condensés)
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Les principales propriétés des tanins sont liélesiid aptitudes a se combiner aux
protéines et a d’autres polymeres tels que la loskuou la pectine. Cette propriété
explique aussi bien leurs capacités a transforagepéaux fraiches en cuirs imputrescibles
et peu perméables résultant des combinaisons teollagenes. Les liaisons non
covalentes, hydrogéne et hydrophobes participdat farmation des complexes tanins-
protéines. Ceci est valable également pour leseaupropriétés des tanins comme
I'inhibition des enzymes par suite de la combinaiadeurs fractions protéiques (Naurato
et al., 1999 ; Simon, 2003). Egalement, I'astringence deslyits végétaux est due a la
précipitation des tanins avec les protéines etémugllycoprotéines de la salive qui perdent
ainsi leurs propriétés lubrifiantes (Nauratoal., 1999 ; Horneet al, 2002 ; Frieta®t al,
2003).

Les tanins possedent différentes propriétés chiesigils interviennent comme
oxydants intermédiaires dans les phénoménes d'oggdotion et piégeurs des radicaux
libres. En plus, par leur groupememtho-dihydroxylé, ils donnent des combinaisons avec
le fer et empéchent ainsi sa participation dansrdauction radicalaire (Riberau-Gayon,
1968 ; Hoet al.,1999).

2.3.5. Antioxydants de synthése

Les antioxydants de synthese peuvent étre soipdmtuits imitant les enzymes
telles que les « SOD like » basées sur des conpldxeuivre, de fer ou de manganese ;
soit des dérivés de sélénium comme I'Ebselen. Indi®xydants peuvent aussi étre des
molécules maintenant le fer dans un état inactésfBral, Hydroxypyridines) ou des
molécules inhibitrices d’enzymes responsables d®rmation des ROS (Allopurinol).
Ces composés présentent des propriétés peroxydasiefu peuvent appartenir a de
nombreuses familles: les dérivés phénoliques [(bydyoxytoluéne et le
butyldroxyanisole, esters d’acide gallique), lesvis stéroidiens (lazaroides), les dérivés
soufrés (N-acétylcystéine), les dérivés de la méthpthine (caféine, allopurinol) et les
dérivés hydroxylés (mannitol, dipyrimadol) (Pinceln& al.,1998a ; Odabasoghét al.,
2004). Le butyl hydroxyanisol (BHA) et le butyl hyaytoluene (BHT) sont trés utilisés
comme additifs dans l'industrie alimentaire (Fujiseet al.,2004). Le BHT est doté d’'un
caractére hydrophobe, il est plus efficace queH& Rt I'association de ces antioxydants

phénoliques est synergique (Helm et al., 1999).
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1. Echantillonnage

Cing plantes sont choisies apres avoir enquétéeauges personnes agees qui
connaissent par tradition orale les plantes etslaations, les homs vernaculaires, les
organes utilisés et leurs modes de préparation. plastes ainsi sélectionnées sont :
Globularia alypum, Myrtus communis, Pistacia leotis, Retama sphaerocarpet
Rhamnus alaternud.a collecte des plantes est faite entre les moigédger et avril
(2006) dans la région de Souk El Batel (Daira dddSek, Wilaya de Béjaia), dans des
endroits propres et loin de tout impact de pollutfdableau VII). Le choix des plantes a
I'intérieur du site de récolte est effectué en sug®n générale, chaque feuille a fait
I'objet d’'un prélévement au hasard sur plusieumistes. Les plantes sont identifiees par
les membres des laboratoires de Physiologie Végétiald’Ecologie de la Faculté des

Sciences de la Nature et de la Vie, Université ARMde Béjaia.

Tableau VIl : Dates et lieu de récolte des plantes médicinales.

Plantes Dates de récolte | Lieu de récolte
Globularia alypum 02 /02/2006
: Village de
Myrtus communis 11/02/2006
Souk EIl Batel
Pistacia lentiscus 27/01/2006

Commune de
Seddouk

Retama sphaerocarpi 01/04/2006
Rhamnus alaternus 23/04/2006

1 %4

2. Traitement des échantillons

Une fois récoltés et identifiés, les échantillomd subi une série de traitements
pour obtenir des poudres de plargese sont les feuilles qui ont fait I'objet etn@tériel

de cette étude.
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2.1. Séchage et test d’humidité

Les feuilles de plantes sont débarrassées deshamet des particules solides puis
sont nettoyées de poussiéres et autres impureté€pe séchées dans une étuve ventilée
(MEMMERT) a une température de 40 °C (Bhandari &ivKbata, 2004). Pour déterminer
la teneur en eau des feuilles, un test d’humidgie eéfectué. Pour chaque plante, dix
échantillons de 1 g sont séchés a 105 + 1 °C peddasures (Nergiz et Engez, 2000). En
méme temps, trois échantillons de 10 g sont sétdés les mémes conditions, dans le but

de voir s’il y a des variations importantes de®tes en eau entre les feuilles.

La teneur en eau est déterminée comme suite :

Mf —Ms
Teneur en eau (%)= T*loo

Mf : Matiere fraiche.

Ms : Matiere seche.

2.2. Broyage et tamisage

Une fois séchées, les feuilles sont réduites emdneod I'aide d’'un broyeur
électrique (A1l Basic), puis sont soumises a unsizge a I'aide d'un tamiseur électrique
(RHEINISCHE Str 36) muni d’un ensemble de tamiscagles pores ayant des diamétres
allant de 50 a 50Qum. Seules les poudres ayant un diamétre inféried® aum sont
retenues et conservées dans des récipients en f@me&s hermétiquement et stockés a

I'abri de la lumiére pour des utilisations ultéries.

2.3. Extraction

La méthode d’extraction utilisée dans cette étustecelle décrite par Owen et

Johns (1999) avec modification. La procédure coémsa une macération des poudres de
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plantes dans le méthanol (99 %). La modificationsdaette méthode réside dans les

rapports poudre/méthanol, 200 mg/500 ml au liet@@mg/700 ml.

Pour chaque plante, 200 mg de poudre sont mis wiamgiole puis sont ajustés avec
du méthanol (99 %) jusqu’a 500 ml. Le mélange estigpa I'agitation pendant une semaine a
l'aide d’'un agitateur magnétique (Raypa AG5), a temapérature ambiante et a I'abri de la
lumiére, afin d’éviter les phénoménes d’oxydatidwpres 168 heures, les solutions sont
filtrées avec du papier filtre puis concentréessseide (337 mbar) a I'aide d’'un rotavapor
(BUCHI R-200), a une température de 40 °C jusquiirades volumes d’extraits d’environ 2
ml. Ces derniers sont récupérés dans des crisigdlid e séchage des extraits est complété

dans une étuve réglée a 40 °C, jusqu’a I'obterdespoids constants des résidus secs.

Ces extraits sont dissous dans 15 ml de méth&3o%) pour donner des solutions

meres a des concentrations connues et qui sontenesuservees a 4 °C.

Les taux d’extraits obtenus sont quantifiés pdotenule ci-dessous :

Taux d’'extraits (%) = %* 100

P, : Poids du cristallisoir vide (g).
P, : Poids du cristallisoir apres séchage (Q).
E : Poids de la poudre de plante (g).

3. Dosages des polyphénols

3.1. Dosage des polyphénols totaux
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Les composés phénoligues réagissent avec le rdadkblin-Ciocalteu. Ce dernier
est composé d'un mélange d’acide phosphotungstifidePW;,0,) et d’acide
phosphomolybdique ((PMo;,0,40) qui se réduit, lors de I'oxydation des polyphénan
oxydes bleus de tungstene {@,) et de molybdene (M@,3). Cette réaction développe
une coloration bleue qui est proportionnelle auxxtdes composés phénoliques et qui
peut étre dosée par spectrophotométrie UV — VIS (ni 1240, SHIMADZU)
(Ribéreau-Gayoet al.,1982).

L'estimation de la teneur en composés phénoliquess aktraits de plantes est
réalisée selon la méthode décrite par SingletorR&dsi (1965). Pour chaque tube
contenant 100 ul d’extrait méthanolique a une commaéon de 1 mg/ml, une quantité de
6 ml d’eau distillée est rajoutée, suivie de 50Qdulréactif Folin-Ciocalteu (1N). Cing
min aprés, 1,5 ml de carbonate de sodium a 20 %,%®tml d’eau distillée sont
additionnés. Une fois mélangés, les tubes sonpendant 2 heures a I'obscurité.

Apres balayage spectral, les absorbances son&ldé8 nm. Les concentrations en
composés phénoliques dedraits de plantes sont déterminées en se réfénamé courbe
d’étalonnage, obtenue avec l'acide gallique (anr®xé&es résultats sont exprimés en mg
équivalents d’acide gallique (EAG) par g d’extiset (ES).

3.2. Dosage des polyphénols polaires

La méthode utilisée pour la détermination des pduiyls polaires est celle
rapportée par Owen et Johns (1999) avec une légedification. Un volume de 3 ml
d’extrait méthanolique de chaque plante a une gureton de 0,05 mg/ml est soumis a
une centrifugation a 3500 tours/min pendant 15 rpins incubé pendant 24 heures a
température ambiante (25 °C). Aprés incubation,ebesaits méthanoliques sont filtrés
avec du papier filtre. Un volume de 2,5 ml de clagextrait est additionné
successivement de 1,5 ml de carbonate de sodiurfoj2&t de 0,5 ml du réactif Folin-
Ciocalteu (2N) avec un intervalle de temps de B.moé mélange est incubé a I'obscurité
et a température ambiante pendant 90 min. Les ladnsoes sont lues a une longueur

d’onde de 750 nm apres avoir effectué un balaypgetsal, entre 400 et 800 nm.
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Les teneurs en composés phénoliques polaires sbatndnées en se référant a
une courbe d’étalonnage réalisée avec l'acide qgali(annexe 2). Les résultats sont
exprimés en mg équivalents d’acide galligue parextrhit sec. La modification dans
cette méthode réside dans la centrifugation a 3608s/min pendant 15 min avant la

lecture pour éviter la turbidité.

3.3. Polyphénols apolaires
La détermination des taux des polyphénols apola@ioesenus dans les extraits de
plantes se fait par une soustraction des taux dgplpénols polaires de celui des

polyphénols totaux
Tpa=h ~Tp
Tpa: Taux des polyphénols apolaires.

T, : Taux des polyphénols totaux.

T, : Taux des polyphénols polaires.

3.4. Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides se trouvent dans le matériel végetas diverses formes
structurales. lls ont la capacité de chélater l&tanx tels que le fer et I'aluminium
(Vinson et al, 1995 ; Rice-Evanst al, 1997). Les flavonoides ayant des groupements
orthodihydroxyles sur les noyaux A ou B ou possédangroupement hydroxyle libre en
position C-3 ou C-5, ou un groupement cétonique €bAt capables de donner des
complexes, de couleur jaunatre, en présence deuchla’aluminium. Ces derniers

peuvent étre doseés par spectrophotométrie UV-VERhQBUnet al, 1996).

La détermination des taux de flavonoides totauxtesars dans les extraits de
plantes est effectuée selon la méthode décritédpanget al. (2004). Pour 1,5 ml d’'une
solution d’extrait de plante (0,1 mg/ml), un voluéguivalent du trichlorure d’aluminium

a 2 %, préparée dans du méthanol, est ajouté. Afrésinutes, la lecture est effectuée a

-39 -



Matériel et méthodes

430 nm. Les concentrations en flavonoides totaut déterminées en se référant a une
courbe d’étalonnage réalisée avec la quercetineefan?2). Les résultats sont exprimés en

mg équivalents quercetine (EQ) par g d’extrait sec.

5. Dosage des tanins

Le principe de la méthode repose sur la précipitaties tanins avec la protéine
BSA. Les complexes tanins-protéines BSA réagisseat le chlorure ferrique (Feflen
milieu alcalin et en présence du Dodécyl Sulfate&sddium (SDS) et du triéthanolamine
(TEA), pour former des chélates de couleur violettmt la formule générale est B&),
ou le OR représente le polyphénol ionisé (Hagerman et Bulle78 ; Pilarskiet al.,
2006).

La détermination des taux de tanins dans les éxulas feuilles est effectuée selon
le protocole décrit par Hagerman et Butler (19T8)ns des tubes a essai, 1 ml d’extrait
méthanolique (Ing/ml) est ajouté a 2 ml d’'une solution de BSA (@/mi), préparée dans
un tampon acétate (pH 4,9 ; 0,20 M). Le mélangeagisé immediatement et incubé a 4
°C pendant 24 heures. Les tubes sont ensuite fegydtsi a 3000 tours/min pendant 15 min
pour obtenir une meilleure précipitation des comgdetanins-BSA. Le précipité est
dissout dans 4 ml d’'une solution contenant le SD% driéthanolamine. La solution
obtenue est additionnée de 1 ml de keflest mélangée vigoureusement. Aprés 15 min
d’incubation, 'absorbance est mesurée a 510 nm.thrins contenus dans les extraits
sont déterminés en se référant a une courbe détade réalisée avec I'acide tannique
(annexe 2). Les résultats sont exprimés en mg alguts d’acide tannique (EAT) par g

d’extrait sec.

4. Détermination de l'activité antioxydante

Plusieurs tests évaluant I'activité antioxydantetsapportés par la littérature. Les
tests mesurant I'aptitude a inhiber 'oxydationrdsubstrat sous des conditions accélérées
et les tests mesurant I'effet « scavenger » surdégaux libres sont la base de plusieurs
méthodes d’évaluation de la capacité antioxydahés tests utilisés sont le pouvoir
d’inhibition de I'oxydation de I'acide linoléiqude pouvoir antiradicalaire et le pouvoir

réducteur (Javanmardt al, 2003 ; Roginsky et Lissi, 2005).
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4.1. Pouvoir d’inhibition de I'oxydation de I'acide linoléique

La formation des radicaux libres et I'apparitionsderoduits primaires ou
secondaires de l'oxydation sont les marqueurs les pppropriés pour suivre les
phénomenes d’oxydation. L'inhibition de I'oxydatidies substrats lipidiques est a la base
de plusieurs méthodes d’évaluation de la capadait@edante. Ces méthodes se basent
sur la quantification des produits primaires ouoselaires de I'oxydation des lipides. Le
test utilisé mesure le taux de peroxydes formés dier 'oxydation accélérée de l'acide

linoléique sous I'effet de la température (Ryal, 2004).

Les peroxydes réagissent avec le chlorure fer{&@ChL) pour former des ions
ferriques qui développent une coloration rouge esuit I'addition de thiocyanate
d’ammonium et la formation des ferrothiocyanatéabkorbance est mesurée a 500 nm
(Duanet al, 2007).

Le test évaluant le pouvoir d’inhibition de I'oxgtibn de I'acide linoléique utilisé
est celui décrit par Yen et Hsieh (1998). Danstdbss a essai, 0,5 ml d’extrait de plante
sont mélangés avec 2,5 ml d’acide linoléique (2@lpréparé dans I'éthanol (99,5 %) et
2 ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 7), ensuitetubes sont incubés a I'obscurité a 37
°C. Les solutions du standard BHA et du controlet guéparées de la méme maniére que
les échantillons de plantes, en remplacant leswedudes extraits par le méthanol (99 %)
dans le contrdle et par une solution de BHA darssdedard.

Chaque 24 heures, un volume de 100 pl est transféns un tube a essai. Un
volume de 4,7 ml d’éthanol (75 %) et 100 ul de ¢anate d’ammonium (30 %) sont
ajoutés au tube successivement. Une solution deuwhl ferreux (0,02 M) est préparée a
part dans I'acide chlorhydrique a 3,5 %. Trois nésuapres I'ajout de 100 pl du chlorure
ferreux (FeGl), 'absorbance est mesurée a 500 nm. Cette proeédti répétee jusqu’a ce
gue l'absorbance du contrble atteigne la valeurimabe. La modification dans cette
méthode réside dans la préparation de la solutiohadide linoléique avec I'éthanol au

lieu du tampon phosphate contenant un émulsifiameén 20).
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Le pourcentage d'inhibition de la peroxydation tkeitle linoléique (% Ajinoisique) €St

calculé comme suit :

% | Alinoléique = [1_(Abséch/ AbSconir )]><1OO

ou : Abs.., : Absorbance de I'échantillon.

ADbs .onir - Absorbance du controdle.

4.2. Pouvoir antiradicalaire

Le pouvoir antiradicalaire ou l'effet « scavengesur le radical 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) est une méthode indirecte @st initialement utilisée pour
déterminer les donneurs de protons dans les compadarels. Plus tard, cette méthode
est utilisée pour la détermination du potentielicuytdant des composés phénoliques
(Prakash, 2001).

La molécule DPPH est un radical stable grace @élacalisation de son électron
célibataire autour de la molécule empéchant ampiobymérisation, ce qui est le cas de la
plupart des radicaux. La délocalisation de I'électest responsable d’'un développement
d’'une couleur violette foncée. La présence d’unoagtiant dans le milieu engendre la
libération d’'un proton réduisant ainsi le radicd?PH. Suite a cette réaction, la couleur
violette se dissipe laissant apparaitre une coydeune pale du groupe picryl. Le suivi de
la décoloration est réalisé par spectrophotoméri®€l7 nm (Gllcinet al, 2003 ;
Molyneux, 2004 ; Roginsky et Lissi, 2005).

Le pouvoir antiradicalaire est mesuré selon lahodd décrite par Kataliniet al.
(2006). Pour 1 ml d’extrait méthanolique de plante,volume de 2 ml d’une solution de
DPPH (6. 1G M), qui doit étre fraichement préparée dans leharél, est ajouté. En
paralléle, un contrdle contenant les mémes voludiaee solution de DPPH et de
méthanol remplacant I'extrait est préparé. La lectdes absorbances a 517 nm est
réalisée aprés 30 min d’incubation. La modificatians cette méthode réside dans la

durée d’incubation des échantillons, 30 min au dled 6 min.
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Les pourcentages de réduction des radicaux DRBHL calculés par la formule ci-
dessous. De méme, différentes concentrations diextile plantes sont préparées afin de
voir leurs effets sur le pouvoir antiradicalairesLrésultats sont exprimés en pourcentage
de réduction du radical DPPH

% DPPH ‘reduit = (Abs ]x100

contr

ontr

ou : AbS .oy - Absorbance du contréle.

Abs ¢, : Absorbance de 'échantillon.

Pour pouvoir évaluer les antioxydants contenus dassplantes, des courbes
d’étalonnages sont réalisées avec l'acide galliguda vitamine C (annexe 3). Les
guantités d’antioxydants contenues dans les extdatplantes sont exprimées en mg, en
équivalents d’acide gallique (Ax EAG) et de vitami@ (Ax E vitC) par g d’extrait sec.

4.3. Pouvoir réducteur

Le test du pouvoir réducteur repose sur la rédadatiochlorure ferrique (Feglen
chlorure ferreux (FeG) en présence d’'un agent chromogene, le ferricygadeampotassium
[KsFe(CN}] et en milieu acidifié par I'acide trichloroacétie, L'absorbance, lue a 700
nm, est proportionnelle au pouvoir réducteur detiat methanolique testé (Odabasoglu
et al, 2004 ; Gulgiret al.,2005) .

Le pouvoir réducteur des extraits de plantes dstriakiné selon la méthode décrite
par Gulginet al. (2003). Un volume de 2,5 ml de tampon phospha ¥, pH 6,6) est
ajouté a 1 ml d’extrait de plantsuivi de 2,5 ml de ferricyanure de potassium (1)
apres agitation, le mélange est incubé a 50 °C g&n20 min. Un volume de 2,5 ml
d’acide trichloroacétique a 10 % sont additionnésra&lange avant d’étre centrifugé a
3000 tours/min pendant 10 min. A partir de ces sul#®5 ml sont prélevés, puis sont
rajoutés de 2,5 ml d’eau distillée et de 0.5 mkHmrure ferrique (0,1%). L'absorbance

est mesurée a 700 nm.
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Des courbes d’étalonnages sont réalisées avedd'agallique et la quercetine
(annexe 3) afin d’évaluer les quantités d’'antioxytdaayant un pouvoir réducteur. Les
quantités d’antioxydants contenues dans les extdatplantes sont exprimées en mg, en
équivalents d’acide gallique (Ax EAG) et de quere{Ax EQ) par g d’extrait sec.

5. Activités biologiques
5.1. Etude des interactions polyphénols / protéines

Les principales propriétés des tanins sont liélesiid aptitudes a se combiner aux
protéines, ce qui explique aussi bien leur capacitdiber les enzymes en se combinant a
leur fraction protéigque et leur pouvoir de faireé@piter les glycoprotéines salivaires
(Ribéreau-Gayan1968 ; Nauratoet al, 1999 ; Wroblewskiet al., 2001). Pour une
meilleure compréhension de cette propriété, unealeétinteractionnelle entre les
polyphénols et la protéine BSA se basant sur Eafela concentration des extraits et de
la force ionique est faite. Comme cité précédempiargrotéine utilisée est la BSA, c'est
une protéine de référence dont la masse molécudsirale 66 kDa. Elle est présente
naturellement dans le sérum bovin et contient 588ea aminés. Sa séquence présente
une similitude a 80 % avec la protéine HSA (Humanu8 Albumin) (Freidli, 1996
Gieseler, 2004).

5.1.1. Effet de la concentration des extraits

L'effet de la concentration des extraits sur lanfation des complexes
polyphénols/protéines BSA est déterminé par lisin du trouble formé suite a
I'interaction des polyphénols avec la BSA. Le poate expérimental est inspiré de la
méthode décrite par Kawamoto et Nakatsubu (199'8vdlution de la turbidité en
fonction de la concentration des extraits est sypar spectrophotométrie, en mesurant la
densité optique de la solution a une longueur ctoméximale (Kawamoto et Nakatsubo,
1997 ; Freita®t al, 2003).
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Des concentrations allant de 0,5 a 2,5 mg/ml scépigrées pour chaque extrait de
plante. D’autre part, une solution de BSA est prépalans un tampon phosphate (pH
6,9 ; 0,64 mM) a une concentration de 1 mg/ml. Rthaque solution d’extrait (a une
concentration connue), un volume équivalent d'upkit®n de BSA est ajouté. Le
mélange est incubé a 37 °C pendant une heure. drladnisce maximale des complexes
formés est déterminée a la longueur d’'onde fixgg.n Suite aux résultats du balayage

spectral effectué entre 400 et 900 nm.

5.1.2. Effet de la force ionique

La formation des complexes polyphénols-protéingseedd de nombreux facteurs
qui sont liés soit au complexe, soit au milieu ti@mmel. La force ionique est 'un des
parametres externes impliqués dans cette intera(fieitaset al, 2003 ; Carvalhet al,
2004). Pour étudier ce phénomene, la force ioniegteaugmentée dans le milieu par
I'ajout d’'une solution de NaCl de telle sorte gléeh’influe pas sur la solubilité du
complexe tanin-protéine. Le protocole expérimentdlextrait de la méthode décrite par
Freitaset al (2003). Le suivi analytique de la turbidité fomnést réalisé par la mesure de

la densité optique a une longueur d’onde maximale.

Dans des tubes a essai, 1 ml d’extrait méthanoldpiechaque plante, a une
concentration de 0,5 mg/ml, est ajouté a 1 ml d'sol@tion de BSA. Cette derniére est
préparée dans un tampon phosphate (0,64 mM, pHa6@e concentration de 1mg/ml.
Des solutions de NaCl a des concentrations allar®,@125 a 0,1 M sont préparées en
paralléle.

Pour chaque concentration de NaCl, un volume dal st ajouté a un tube
contenant un mélange d’extrait méthanolique ettigisn de BSA préparée au préalable.
Une fois agités, les tubes sont incubés a 37 °@agernune heure. La densité optique du

trouble formé est mesurée a 420 nm.
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6. Etude statistique

Pour pouvoir comparer la significativité statisig entre les résultats des
échantillons de plantes, I'analyse de la variatdé@VA), le test LSD (Least Significant
Differences) et le test sont effectués a l'aide d'un logiciel STATISTICAS55.Les
moyennes et les écarts types sont calculés a partiois essais avec Excel de Microsoft
Office.
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Résultats et discussion

1. Traitement des échantillons
1.1. Humidité et séchage des feuilles

Les résultats du test d’humidité pour les diffésedthantillons sont représentés dans
le tableau VIII.

Tableau VIII : Résultats du test d’humidité des feuilles de gant

Teneurs en eau des échantillons (%)*
1lg 10 g

50,54 + 2,9§ 49,36 * 0,72‘

51,17 + 4,08° 51,49 + 3°

Pistacia lentiscus 52,87 9,13b

Globularia alypum

Myrtus communis

53.36 + 5,88

Retama sphaerocarpa

49,47 0,92 48,34 + 1,79

Rhamnus alaternus

5508 + 1,4B 5472 + 0,83

* les valeurs portant les mémes lettres dans
significative <0.05)

chamlenne ne présentent aucune différence

Selon les résultats obtenus, la teneur en eau @anmeoyenne de 49 a 55 %, ce qui
indique la richesse hydrique des plantes étudiBémmnus alaternugossede la teneur la
plus élevée en eau avec 55,08 + 1,45 % et difigrefieativement deGlobularia alypum
et deRetama sphaerocarpgui sont moins riches en eau. La variation derfifuité entre

les échantillons de 1 g et 10 g ne présente autiffideence significatived<0.05).

Les feuilles de plantes sont séchées a une tetupgrmoyenne de 40 °C afin
d’assurer une meilleure élimination d’eau, toutpe@servant la composition des cellules
en polyphénols et sans provoquer leur dégradatitunvolatilisation.

- 47 -



Résultats et discussion

Plusieurs raisons expliquent le recours a I'élation d’eau. Selon Ribéreau-Gayon
(1968), I'eau représente une source de dégraddtsnpolyphénols par le phénomene
d’oxydation. De ce fait, sa présence est un élérgénaint pour le calcul du rendement
d’extraction.

Par ailleurs, les cellules végétales sont dotéaes €quipement enzymatique varieé,
les polyphénols-oxydases et les glycosidases famties des enzymes qui peuvent
provoquer des modifications sur les composés pigred (Tomas-Barberan et Espin,
2001). Le séchage des feuilles semble entrainghilbition de ces enzymes et permet
aussi de conserver les poudres de plantes pendagtemps sans modifications
importantes (Ribéreau-Gayon, 1968 ; Owen et Jdi989).

1.2. Extraction

Aprés avoir séché et broyé les feuilles de plamsesles les poudres ayant un
diamétre inférieur a 50 um sont retenues et cepoar but d’optimiser I'extraction
(Cacace et Mazza, 2008elon certains auteurs, plus les particules soiitepeplus la
surface de contact avec le solvant augmente etlplosndement d’extraction est élevé
(Escribano-Bayon et Santos-Buelga, 2003 ; Maal., 2005).

L’efficacité de I'extraction dépend non seuleméata méthode d’extraction utilisée
mais aussi du solvant d’extraction (Clebial, 2002 ; Escribano-Bayon et Santos-Buelga,
2003 ; Laporniket al, 2005). La méthode d’extraction utilisée est urae@nation couplée
a une agitation continue pendant une semaine ede/neaintenir les particules solides en

suspension dans le solvant d’extraction et deifecik diffusion du soluté.

Plusieurs solvants sont utilisés pour I'extractides composés phénoliques
(méthanol, éthanol, acétone, etc.) (Cowan, 1998)sdalvant d’extraction utilisé est le
méthanol. Ce dernier extrait le maximum de compgdé&noliques et possede I'avantage
d’étre facilement éliminé sous vide. En outre, Iaaapacité de dissoudre les composeés
liposolubles et la plupart des composés hydropltiReséreau-Gayon, 1968 ; Liégeoet
al., 2000 ; Odabasoglet al, 2004).Huanget al.(2004) ont démontré que le méthanol est
le solvant qui extrait le plus de composés phénekgpar rapport a I'eau et I'éthanol.
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Les rendements d’extraction obtenus, aprés coratenmt des extraits méthanoliques
de plantes sont donnés en pourcentage, et lesossiuhéres obtenues en mg/ml dans le
tableau IX.

Tableau IX : Rendements d’extraction et concentrations degisnkimeres.

P. lentiscus G. alypum R. alaternus | R. sphaerocarpg M. communis

Re”gjj)“e”ts 52.61 75.66 70.90 89.68 52.68
Concentrations

(mg/mi) 8.80 13.00 10.93 16.93 9.66

Les rendements d’extraction obtenus dépassentde® Pour toutes les plantes
étudiées. Ces rendements élevés peuvent étre dassalubilité de la plupart des
composeés dans le métharfMau et al, 2005). Les plantes peuvent étre réparties es troi
groupes : le premier groupe représeRtetama sphaerocarpgui se singularise par la
teneur la plus élevée (89 %) ; le deuxieme regr@ipbularia alypum(75%) etRhamnus
alaternus(70 %) et le troisieme groupe compreavigirtus communi®t Pistacia lentiscus

avec un taux de 52 %.

Ces variations des rendements d’extraction peudeatattribuées a la différence
de solubilité des composés phénoliques dans leasolé’extraction, a leur degré de
polymérisation ou a leur implication dans d’autstisictures moléculaires formant ainsi
des complexes insolubles (Cacace et Mazza, 2002)utlisant I'éthanol et/ou I'eau,
comme solvant d’extraction, plusieurs chercheutstealué les rendements d’extractions
de M. communis P. lentiscuset des plantes appartenant a la méme familleRde
sphaerocarpales rendements varient de 0,81 a 16,59 %, résuiéetdaibles comparés a
ceux obtenus pour les cing plantes étudiées. GEsatices de rendements peuvent étre
attribuées non seulement au solvant d’extractiois muassi a la composition chimique qui
differe d'une plante a une autre et méme au seila d@éme espece, aux variations des
conditions climatiques, des facteurs génétiquesptiettes, de la saison de la collecte et
de I'age des feuilles (Fiorettet al, 2000 ; Vivotet al, 2001 ; Kordaliet al, 2003 ;
Kivgak et Akay, 2005).
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2. Dosages des polyphénols
2.1. Composeés phénoliques totaux

Les résultats du dosage des polyphénols totaux edérmits de plantes sont
mentionnés dans le tableau X.

Tableau X : Résultats du dosage des polyphénols totaux destexde plantes.

Polyphénols totaux

Teneurs en mg EAG/g
d’extrait sec

Pistacia lentiscus 121,24 + 3,0%

Plantes

Globularia alypum 248,23 + 14,9%
Rhamnus alaternus 165,08 14,4%)

Retama sphaerocarpa 138,98 7,2?L
Myrtus communis 325,45 + 3,3?

* les valeurs portant les mémes lettres ne préseateune différence significativp<0.001)

Les teneurs en polyphénols totaux varient en moyelen121,24 + 3,03 a 325,45 +
3,37 mg d’EAG/ g d’extrait sec. Les feuilles t#yrtus communissont tres riches en
composés phénoligues avec la teneur la plus éxed5 + 3,37 mg d’'EAG/g d’extrait
sec, suivies des feuilles delobularia alypumavec un taux de 248,23 + 14,93 mg
d’EAG/g d’extrait sec. Ceci est en accord aveaéssiltats de Djeridanet al (2006) qui
ont démontré aussi que la globulaire est richeoamposés phénoliqueBistacia lentiscus
et Retama sphaerocarpae présentent aucune différence significative emeede teneur
en polyphénols totaux mais présentent presque igénpar rapport Myrtus communigt

Globularia alypum

Cependant, Stockest al. (2004), en utilisant la méme méthode de dosage, on
démontré queP. lentiscusest plus riche en composés phénoliques par ragpdvit
communiset R. alaternus Pour les cing plantes étudiées, les résultatsnoist sont tres
élevés comparés a ceux trouves par Wenha@l. (2006), en travaillant sur les plantes
médicinales chinoises (1,39 + 0,05 a 50,8 + 1,388A/g ES), bien gu'ils aient utilisé

les mémes méthodes d’extractions et de dosage.
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La variation des teneurs en polyphénols peut étiee au standard utilisé ou a la
différence du matériel végétal qui differe par l@mposition chimique. La diversité
structurale des composés phénoliques conduit aatebilité des propriétés physico-
chimiques, ce qui rend impossible une représemtatioque et générale d'une méthode
qui permet le dosage de ces composés phénolighesi¢R, 1998).

Selon Katalinicet al. (2006), la composition des feuilles en polyphénedt trés
variable et ces composés ont des réponses diftSrerg-a-vis de la méthode de dosage
utilisée par Singleton et Rossi (1965).

2.2. Polyphénols polaires et apolaires

Les teneurs moyennes en polyphénols polaires daigg®) mentionnées dans le
tableau XI, varient de 20,35+ 1,99 a 78,7633%t de 100,88 + 1,42 a 246,69 + 1,63,
respectivement.

Tableau XI : Résultats du dosage des polyphénols polaires &isgs

Polyphénols polaires Polyphénols apolaires
mg EAG/g d’extrait sec || mg EAG/g d’extrait sec

P. lentiscus 20,35 + 1,98 100,88 + 1,45

G. alypum 26,94 + 1,88 221,29 +14.41

R. alaternus 30,05 + 1,24 135.02 +13,73

R. sphaerocarpa 36,23 + 1,72 102,74 + 6,42

M. communis 78.76 + 3,33 246,69 + 1,63

*Dans chaque colonne, les valeurs portant desetettlifférentes présentent des différences
significatives p<0.001).

Les polyphénols apolaires représentent plus de f#ltapport aux polyphénols
totaux pour le cing plantes étudiées alors quéelesurs en polyphénols polaires sont tres
faibles. Ces résultats menent a dire que la plugestcomposeés extraits des feuilles de
plantes sont de nature hydrophobe. Plusieurs émmtedémontré la richesse des feuilles
de Myrtus communigt Pistacia lentiscu®n composés apolaires et en huiles essentielles
(Mendeset al, 2001 ; Cakir, 2004 ; Ciccare#t al, 2005).
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Dans leur étude sur l'inhibition de I'activité dexanthine oxydase, Owen et Johns
(1999) ont démontré que la plartelilotus albaappartenant a la méme famille Re
sphaerocarpapossede un taux de polyphénols apolaires supéaeur polyphénols
polaires.

L’analyse de la variance a révelé que les tenemrpodyphénols polaires dé.
alypum et R. alaternusne présentent aucune différence significative salgue leurs
teneurs en polyphénols apolaires sont tres hautesigaificatives p<0.001). Les faibles
teneurs en polyphénols polaires peuvent étrédoafieis aux composés interférents lors du
dosage des polyphénols polaires. Les extraits mast subi un lavage avec I'éther de
pétrole ou I'hexane. Ces derniers permettent didémbeaucoup de substances telles que
les pigments (chlorophylles, caroténoides) et plusi molécules solubles dans la phase

organique (Karoet al, 2005).

Selon Haydeet al (2004), l'utilisationd’'un seul solvant d’extraction (méthanol)
conduit a un extrait moins raffiné. La présence coeposés polymeérisés de masse
moléculaire élevée et qui tendent a étre moinsbéedudans le méthanol peut étre aussi

impliquée dans ces résultats éleves.
2.3. Flavonoides totaux

Les résultats du dosage des flavonoides totauxreprésentés dans le tableau XiIl.

Tableau XlI : Résultats du dosage des flavonoides totaux destexde plantes

Flavonoides totaux
Plantes Teneurs en mg EQ/g d’extrait sec

Pistacia lentiscus 16,10 +* 1,78
Globularia alypum 44,52 0,0§
Rhamnus alaternus 35,57 0,38

Retama sphaerocarpa 11,47 0,59f

Myrtus communis 16,66 + 0,24

* Les valeurs portant les mémes lettres ne préseateeune différence significativp<0.05)
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Globularia alypumprésente la teneur moyenne la plus élevée de 44(5@8 mg
d’équivalents quercetine par gramme d’extrait e est suivie ddiRhamnus alaternus
avec 35,57 + 0,30 mg d’EQ/g d’extrait sec, tenawgsaconsidérable comparé&atama
sphaerocarpaqui a le taux le plus faible, avec 11,47 + 0,54 dfeQ/g d’extrait sec. En
terme de significativité statistique, la différertes teneurs en flavonoides de ces plantes

est tres hautement significative.

Dans leur étude sur I'effet antioxydant des exdrdeGlobularia alypum Es-Safiet
al. (2006) ont identifie des flavonoides, des iridoid#sdes phényléthanoides. Dans
d’autres études, les principaux constituants phémes de la globulaire sont les acides
phénoliques et les flavonoides (Bézanger-Beauguetsak 1986 ; Valnet, 2003). Selon
Stockeret al. (2004),R. alaternusest tres riche en anthraquinones et en flavorteles
que la quercetine et le kaempférol alors que laolie est tres abondante chiez
lentiscus.Malgré la faible teneur en flavonoides ldetama sphaerocarp&,opez Lazaro
et al (1998) et Martin-Cordereet al (1999) ont pu isoler de nouveaux flavonols
glycosylés.

Comparés aux polyphénols totauMyrtus communiset Pistacia lentiscusne
présentent en flavonoides que 5 % et 13 %, respeuntint. Ceci peut étre expliqué par le
fait que la majorité des polyphénols dosés sontal@as. Cakir (2004) a rapporté que les
feuilles deMyrtus communisont riches en tanins et contiennent aussi desrizides tels

gue la quercetine, la catéchine et le myricetine.

En général, pour les cing plantes étudiées, le=muts moyennes en flavonoides sont
faibles par rapport aux polyphénols totaux, cecit@re aussi attribué au solvant utilise,

car le solvant qui extrait le plus de flavonoidsslacétone (Haydest al, 2004).

2.4. Tanins

Dans cette étude, la méthode utilisée pour le dosEs tanins repose sur leur
propriété a former des combinaisons avec les pregeiSelon Hagerman et Butler (1978),
cette méthode est rapide, reproductible et peatidilisée aussi bien pour le dosage des

tanins hydrolysables que les tanins condensés.
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Le tableau XIIl montre les différentes teneurs @mrts qui sont exprimées en mg
d’équivalents d’acide tannique par gramme d’exsad.

Tableau Xlll : Résultats du dosage des tanins des extraits deepla

Tanins’
Plantes Teneurs en mg EAT/g d’extrait sec

Pistacia lentiscus 140,17 + 9,35

Globularia alypum 75,94 + 0,99

Rhamnus alaternus 47,84 + 2,795

Retama sphaerocarpa 27,13 + 1,46
Myrtus communis 567,39 + 12,12

* Les valeurs portant des lettres différentes préseies différences significativgs<Q.05)

Les résultats du dosage des tanins ont révelé epuplantes sont tres riches en
tanins, cas observé par Pilargkial. (2006) en dosant les extraits éthanolique etwaque
d'une plante médicinalé&Jncaria TomentosalLes valeurs qu’ils ont trouvé sont trés
élevées comparées aux résultats cités dans lefitté. Selon ces auteurs, ces valeurs
élevées sont dues a la différence du matériel aégpti differe par la composition
chimique en polyphénols.

La variation des teneurs en tanins entre les gdamst tres hautement significative.
Myrtus communise singularise par la teneur la plus élevee guie$67,39 + 12,12 mg
d’EAT/g d’ES, suivie dePistacialentiscusqui contient aussi un taux important 140,17 +
9,33 mg d’'EAT/g d’ES.

Le taux obtenu pouristacialentiscusest en accord avec le travail de Ronetral
(2002) qui ont démontré que les feuilles de cdtatp sont riches en tanins.

Les différences entre les résultats obtenus pdyrtus communis, Pistacia

lentiscuset ceux deGlobularia alypumet Retama sphaerocarpdonnent une meilleure

assise a la discussion.
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Les taux élevés en tanins peuvent étre expliquéspao la polymérisation des
tanins ou la présence de composés a faibles massiésulaires. Ces deux facteurs
affectent le dosage des tanins de différentes facon

Il a été démontré que I'oxydation (enzymatique on)raugmente les réactions de
polymérisation des catéchines et des polymeéresrdeyanidines, ce qui donne des
particules suffisamment grosses pour causer lapiaton (Araya-Farias, 1999). Dans
une autre étude, Hagerman et Butler (1978) ont déague la catéchine qui réagit avec
le chlorure de fer en milieu alcalin est incapabe faire précipiter les protéines.
Cependant, l'ajout de 2 mg de catéchine a 1 mgadeng de sorgho, partiellement
purifiés, conduit a une augmentation considéral@deld % des tanins précipités. Ce
résultat est d0 probablement a la liaison non fipéei des catéchines aux complexes

tanins-protéines.

Les teneurs moyennes en taninsRieamnus alaternust Retama sphaerocarpa
sont faibles par rapport aux autres plantes. Cigdefateneurs peuvent étre dues a la
composition chimique de ces plantes ou a la présdacomposés phénoliques ayant une
masse moléculaire inférieure a 500 Da et qui spboapables de faire précipiter les
protéines (Lesschaeve et Noble, 2005).

La présence de glycosides affecte aussi le dosegeadins. Les polysaccharides
sont des inhibiteurs compétitifs des tanins susiees de liaison de la protéine (figure 11).
Ces composeés peuvent étre des pectines, des xasthades carraghénanes (Frieths
al., 2003 ; Mateust al, 2004).

Ce phénomene résulte de la capacité des polysibehar former des complexes
réversibles entre les protéines/polyphénols/glyassiqui augmentent la solubilité dans le
milieu aqueux. En plus, certains polysaccharides@et développer une structure dans le
milieu formant des poches hydrophobes capablescdfmuler et de complexer les

polyphénols, tandis que d’autres s’adsorbent sucdenposés phénoliques.
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Cette adsorption peut étre due a des interactigdsophobes ou a des liaisons
hydrogenes partagées entre les atomes d’oxygengldessides et les groupements
hydroxyles des composés phénoliques (Frietad, 2003).
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Figure 11 :Mode d’inhibition de la formation des complexesitgrprotéines

par les glycosides (Matees al, 2004).

Le choix des parameétres du mode opératoire n'estfagghau hasard, le pH et la
température sont les principaux facteurs. La diggni de la BSA dans un tampon acétate
a un pH de 4.9 permet une meilleure précipitatiercette protéine car en se rapprochant
de son point isoélectrique (BSA pHi 4,9), sa solubilité diminue. La solubilité des
complexes tanins-protéines formés diminue au fux etesure que le pH diminue tandis
que leur précipitation augmente et atteint le maxma I'approche du point isoélectrique
de la protéine (Kawamato et Nakatsubu, 1997 ; Natzd, 2001 ; Sieberet al, 2003 ;
Naczket al, 2006).

D’aprés Nauratcet al (1999), les complexes tanins-protéines se fornaeissi
rapidement qu’ils s’approchent des points isoéilgetrs des protéines. Dans une autre
étude, la BSA a pH 5 devient stable et montre uramde capacité de lier les tanins
condensés (Freita al, 2003 ; Carvalhet al, 2004).
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Cependant, a des pH élevés, les tanins perdeapkxité de lier les protéines suite
a l'ionisation de leurs groupements phénols d’air lecapacité d’établir des liaisons
hydrogenes avec les protéines (Hagerman et Ba8gg).

L’incubation du mélange (extrait méthanolique-B&A} °C augmente le pouvoir
de précipitation des complexes tanins-BSA (KawamatoNakatsubu, 1997). Les
complexes obtenus sont dissous dans une solutitter@nt le SDS et le triéthanolamine.
Le SDS dissout ces complexes mais aussi a la ¢apixidénaturer les protéines et de se
lier dans leurs régions hydrophobes, tout en leunférant des charges négatives. Par
conséquent, il y a la nécessité d'utiliser le hadiolamine qui augmente le pH et le
maintient ainsi €élevé. Le chlorure de fer réagie@ves composés phénoliques pour
donner des complexes violets qui sont dosés a BiQ@Hagerman et Butler, 1978). La
stabilité de la solution ferrigue est maintenue pPajout d'acide chlorhydrique qui
empéche la formation d’hydroxyde de fer (Ribéreayds, 1968).

3. Détermination de I'activité antioxydante
3.1. Pouvoir d’inhibition de I'oxydation de I'acide linoléique

Les peroxydes formés, durant 'oxydation de I'acioholéique, oxydent le Féen
Fe. Ce dernier forme un complexe avec le thiocyar(®€N) dont I'absorbance
maximale est a 500 nm. Ainsi, une absorbance élexigue une formation intense de
peroxydes et par opposition, une faible absorbaigeifie une activité antioxydante
élevée (Mohd Ziret al, 2002 ; Gilgiret al, 2003 ; Glgiret al, 2005).

Le choix de l'acide linoléique n’est pas fait aashrd, c'est le substrat de
I'oxydation le plus utilisé vu son oxydation repeétative de la peroxydation lipidique

dans le systéme biologique (Roginsky et Lissi, 2005

Le suivi de la peroxydation de I'acide linoléiquand une émulsion contenant I'extrait de

plante, pendant cing jours d’incubation, a donsédésultats montrés dans la figure 12.
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Figure 12 : Pouvoir d’inhibition de I'oxydation de I'acide litgique par les extraits de

plantes Chaque valeur représente la moyenne + écart tgpe3J.

Les courbes obtenues pour les cing plantes mongeiaiu bout de 72 heures,
I'absorbance n’as pas augmenté. Cependant, I'adsoebdu contréle augmente chaque
jour suite a la formation continue des complexesofhiocyanates. Ce résultat méne a
dire que la peroxydation de I'acide linoléique ie$tibée par les extraits de plantes. Ces
derniers possedent des molécules dotées d’'un poamtbxydant et exercent un effet
inhibiteur comparable a celui du BHA. La diminutide I'absorbance entre 48 et 72 h
d’incubation traduit 'augmentation du potentiehibiteur de la peroxydation lipidique.
Ce résultat peut étre expliqué par la libératicansdle milieu, de molécules dotées d’'un

pouvoir antioxydant et qui ont inhibé I'oxydatior Hacide linoléique.
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Les composés phénoliques et principalement le®ffiaides glycosylés subissent
une hydrolyse en milieu acide et sous l'effet dawgératures élevées, conduisant a la
libération des groupements hydroxyles dans le mi{Ribéreau-Gayon, 1968 ; Toor et
Savage, 2006).

En outre, plusieurs études ont démontré que leposé@s phénoliques inhibent la
peroxydation des lipides. Cette propriété esttat&e a leur capacité a chélater les ions de
fer a travers la structurertho-dihydroxy-phénolique et a leur pouvoir d’agir comm
donneurs d’hydrogéne en piégeant les radicauxidipas alkoxyles ou peroxyles (Salah
et al, 1995 ; Rice-Evanst al, 1996 ; Kahkoneet al, 1999 ; Oboh, 2005).

Les acides phénoliques inhibent I'oxydation decitle linoléiqgue en cédant des
atomes d’hydrogene qui empéchent la formation dkased conjugués (Rice-Evaesal,
1996) ou en chélatant les ions de fer qui catatyterperoxydation des lipides (Al-
Mamary et al, 2002). Les flavonoides sont aussi impliqués damsgphénomeéne, ils
chélatent les métaux et préviennent ainsi l'inbiatde la peroxydation lipidique (Vinson
et al, 1995 ; Leeet al, 2004). Selon Sala¢t al. (1995), la quercetine réduit les radicaux

peroxyles et inhibe la peroxydation lipidique.

A partir du troisieme jour, les absorbances deshasdlons augmentent
significativement [§<0.01) au fur et a mesure que les complexes feomthnate se
forment davantage dans le milieu, jusqu’au cinapgigour d’incubation ou I'absorbance
du contréle atteint le maximum. Ce résultat petg ékpliqué par la consommation des
antioxydants apportés par I'extrait durant troisrfod’incubation et a partir du moment ou
leurs concentrations ne sont pas suffisantes pancer un effet inhibiteur, 'absorbance
a augmenté suite a I'oxydation de l'acide linol@gu,e pourcentage d’inhibition de
'oxydation de l'acide linoléique est calculé pole troisiéme jour d’incubation ou
I'inhibition de la peroxydation est maximale. Le&sultats obtenus sont montrés dans la
figure 13.
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Figure 13 : Pourcentages d'inhibition de I'oxydation de l'aciit®léique par les extraits

de plantes au troisieme jour d’incubation.

Les pourcentages d’inhibition de [I'oxydation de&cide Ilinoléique par les
échantillons suivent cet ordr&siobularia alypum> BHA > Pistacia lentiscu$ Retama
sphaerocarpa> Myrtus communis> Rhamnus alternus.es pourcentages d’inhibition
obtenus pour les cing plantes varient de 40,35,854%, ce qui laisse conclure que les
extraits de plantes sont des inhibiteurs efficatmeka peroxydation lipidique bien que leur
composition chimique est différentRhamnus alaternusyant la plus faible activité
inhibitrice présente une différence hautement §ative (p<0.01) par rapport aux autres
plantes qui ne présentent aucune différence auwik Bemaniet al. (2004) ont démontré
que l'extrait de myrte réduit la formation des disrconjugués, cette activité est due a la

présence de dérives galloylés.

Le pouvoir d’'inhibition de I'oxydation de I'acid@oléique présenté par les plantes
est comparable a celui du butylhydroxyanisole (Bl#&) est un antioxydant synthétique.
Un résultat similaire est trouvé par Oiiéa et al. (2006) en étudiant l'activité

antioxydante d’une plante médicinagchium edule
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Retama sphaerocarpaayant parmi les échantillons la teneur la pluibldaen
composés phénoliques, présente une activité imicibitussi efficace que celle du myrte
qui possede la teneur la plus élevée en plyphé@elsésultat peut étre expliqué soit, par
la présence de composeés phénoliques dans I'egigdt sphaerocarpaui ont une trés
forte activité antioxydante par rapport a ceux aees dans l'extrait deMyrtus
communisce qui est en corrélation avec I'étude réaliséeApdsmail et Aburjai (2004)
sur I'activité antioxydante de quelques plantes iniédles ; soit par la présence d’autres
composés dotés d’'un pouvoir antioxydant. Pour appogtte hypothése, un coefficient de
corrélation linéaire est établi entre la teneur cemposés phénoliques et le pouvoir

d’inhibition de I'oxydation de I'acide linoléiqudigure 14).

4007 r=0,17
<0,05
.
5 300 |
wu *
2B
fo200 00—
>0 &
S I *
& £ 100
(/) N—r
5
(]
c
S 0 T T T 1
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% d'inhibition de 'oxydation de I'acide linoléique

Figure 14 : Corrélation entre les teneurs en composés phémditptaux et le pouvoir

d’inhibition de I'oxydation de I'acide linoléique.
La figure ci-dessus montre un trés faible coedfitide corrélation linéaire (r = 0,17)

entre la teneur en composés phénoliques totaux bduvoir d’inhibition de I'oxydation

de I'acide linoléique.
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Un résultat similaire est trouvé par Pesckelal. (2006), en recherchant de
nouveaux antioxydants dans les écorces de fruitégeimes, une faible corrélation est
obtenue malgré la richesse des échantillons en aséspphénoliques. Effectivement,
cette faible corrélation peut étre attribuée ati daie I'activité antioxydante est exercée
par des composés non phénoliques. Selon Chanwitkest al. (2005), lactivité
antioxydante est due non seulement aux composémliiées, mais aussi aux huiles

essentielles, caroténoides, vitamines et minéraux.

Dans une autre étude, Zhiyong et Yuanzong (200d)trmuvé aussi une faible
corrélation entre le pouvoir d’inhibition de I'oxgtion de I'acide linoléique et la teneur en
composeés phénoliques totaux. Ces deux auteursxphdq@e ce résultat par la répartition
des antioxydants dans un systéme hétérogéne. Htrabaermes, les lipides en milieu
aqueux forment un systéme hétérogéne constituéicales ou les radicaux peroxyles
baignent a l'intérieur du corps lipophile. Ces i lipidiques constituent une vraie
barriere aux antioxydants. Si ces derniers n’antiygas a franchir cette barriere ou a

s’insérer a l'intérieur de la micelle, leur acté/éntioxydante sera diminuée.

3.2. Pouvoir antiradicalaire

Le pouvoir antiradicalaire est tres utilisé pouraléer rapidement I'activité
antioxydante dans les aliments et dans les systdnodsgiqgues complexes (Prakash,
2001 ; Gulginet al, 2005). Le radical DPPH utilisé dans cette étude, se réduit en
présence d'antioxydants qui lui transfert des ébest ou des protons. La coloration
violette typique du radical DPPHse dissipe et l'intensité de la réaction dépendra d
potentiel des antioxydants (Cheti al, 2002 ; Gilgiret al, 2003 ; Naiket al, 2003). La
figure 15 montre le mécanisme de réduction du eadd’PH (Prakash, 2001 ; Ardiet
al., 2003).
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Figure 15 : Mécanismale réduction du radical DPPpar un antioxydant
(Prakash, 20@imi¢ et al, 2003).

3.2.1. Pouvoir antiradicalaire exprimé en pourcentge
Les résultats du pouvoir antiradicalaire expripa¥ les extraits de plantes sont
représentés dans le tableau XIV.

Tableau XIV : Pouvoir antiradicalaire des extraits de plantdssés.

G. alypum R. alaternus P. lentiscus R. sphaerocarpa| M.communis

Pouvoir

antir:zxdi;:alaire 46,1620.42 || 2.23+0.4% || 14,90:0.6% | 5.24+0.48 | 52,75+0.23
%*

* Les valeurs portant des lettres différentes préseiges différences significativgs<0.001)

Selon les résultats obtenus, le pouvoir antieddice varie de 2,23 + 0.4452,75 +
0.22 %. Toutes les plantes ont la capacité de piégeadicaux DPPHet cette propriété
de réduction différe significativement entre lesraixs (p<0.001). Le pouvoir de réduction
le plus élevé est obtenu pgdiyrtus communisuivi successivement d&obularia alypum

Pistacia lentiscusRetama sphaerocarpet enfinRhamnus alaternus

Myrtus communigrésente un pouvoir antiradicalaire de 52,75 + @@&2montrant
ainsi une tres forte activité antioxydante. Ce miuw scavenger » du radical DPPébt
probablement dO a la présence de composés phéemlije dosage de ces molécules

dans I'extrait du myrte a montré sa richesse erteB¥OSES.
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Selon Naiket al (2003), I'activité antiradicalaire est due auxnamsés phénoliques
qui cedent facilement des électrons et des prgtons réduire le radical DPPH Dans
une autre étude, Haydet al (2004) ont démontré que I'extrait méthanoliqueMigtus
communisprésente un trés fort pouvoir réducteur des radidaPPH. Le dosage des
polyphénols totaux dans I'extrait de la globulaarenontré la richesse de cette plante en
ces composés mais aussi sa teneur la plus élevflavenoides totaux. Ces résultats

traduisent son pouvoir antiradicalaire et qui esisaimportant que celui du myrte.

Es-Safiet al. (2006) ont trouvé quéslobularia alypumprésente un pouvoir
réducteur élevé vis-a-vis du radical DPPlde qui est en corrélation avec le résultat
trouvé dans ce test. Beaucoup d’études effectuées globulaire ont démontré que les
composés responsables de ce pouvoir antiradicataing les flavonoides, les dérivés
phénoliques et les phényléthanoides glycosylésrifldjee etal., 2006 ; Es-Safet al,
2006 ; Es-Safet al, 2007) et dans le méme contexte, un travail effesurGlobularia
davisianaa montré aussi le pouvoir antiradicalaire des plétngnoideglycosylés (Calis
et al, 2002).

La figure 16 montre un coefficient de corrélatioréaire important entre la teneur
en composés phénoligues totaux et le pouvoir alit@aire (r = 0,90), ce qui montre la
contribution des composés phénoliques dans l'aétiantiradicalaire. Des résultats
similaires sont trouvés dans plusieurs études teffes sur le thé noir, le basilique et les
composeés phénoliques (Peyrat-Maillatdal. 2000 ; Javanmardit al, 2003 ; Turkmeret
al., 2006).
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Figure 16 : Corrélation entre les teneurs en composés phémalitptaux et le pouvoir
antiradicalaire.
Les flavonoides sont susceptibles de réagir avgidulgart des espéces réactives
oxygénées, leur activité antiradicalaire est liée a
1- la structureortho-diphénolique du cycle B, qui est essentielle atikgté des
flavonoides possédant un hétérocycle saturé (figidra) (Remesyet al., 1996 ;
Rice-Evanst al.,1996) ;
2- la double liaison 2-3 conjuguée akeionction 4-o0xo-, qui est responsable de la
délocalisation d’électrons stabilisant le radicabxgle (figure 17.b) (Rice-
Evanset al.,1997 ; Pietta, 2000) ;

3- les hydroxyles en position 3 et 5 germettent une activité antiradicalaire

maximale (figurel7.c) (Milanet al.,2004 ; Rajendrant al, 2004 ; Furusawa
et al. 2005).

(@) (b) (©)
Figure 17 : Relation entrela structure des flavonoidest I'activité antioxydante

(Pokornyet al, 2001).
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La quercetine présente les trois éléments de steiciécrits ci-dessus, ce qui fait
d’elle un piégeur efficace des radicaux hydroxyeperoxydes (figure 18) (Salah al.,
1995 ; Naurateet al., 1999 ; Sanchez-Morenet al., 1999). La catéchine posséde une
structure catéechol sur le cycle B, ce qu’il lui teme l'activité de piéger I'oxygene
singulet (Rice-Evans, 1996 ; Aéet al.,2003 ; Milane, 2004).

Figure 18 : Structure de la quercetine (Williarasal.,2004)

Les flavonols, appartenant aux flavonoides, présgntune forte analogie
structurale avec la vitamine C. lls ont une streefgui leur permet de piéger les radicaux
libres en les neutralisants par fixation de dewmas d’hydrogene fournis par deux
fonctions phénol du flavonol. Les deux électronBbegaires créés sur la molécule de
flavonol s’apparient de facon interne pour condaingne tricétone neutre. Lorsque celle-
ci est réduite par voie ionique, elle peut régéniéréavonol initial (figure 19). C’est ainsi
que les flavonols jouent un role de médiateurscjadik qui permettent de neutraliser les
espéces radicalaires destructrices en moléculesiviea neutres, grace a l'association
d'une oxydation radicalaire et d'une réduction e (Wilson et Salamatian, 2003
Ami¢ et al.,2003; Gorinsteinet al.,2004).

A
: - - - — O
Voie ionique I
Flavonol initial Flavonol (tricétone neutre)

Figure 19 : Mode d’action antiradicalaire d’'un flavonol (Piet2®00).
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3.2.2. Pouvoir antiradicalaire exprimé en équivalets d’antioxydants
Le pouvoir antiradicalaire des extraits de planes exprimé en quantité
d’antioxydants en mg, en équivalents d’'acide gadligt en vitamine C par g d’extraits

sec. La figure 20 montre les différents résultét®ous.

800 - B Equivalent en
vitamine C
700 - 6133&’ ¥ Equivalent en
B acide gallique
563,40
600 -
) o B
=
% o 500-
T 0
2 c
2 & 400 -
o O
=
c
o
S 2 300-
55 198,04
3 &
5 © 181,8
o o 200
o g N
100 - 6a.0p 69,72
e’eﬁa
0 \ \ \
G. alypum P. lentiscus R. sphaerocarpa M. communis lfReraus

Figure 20: Pouvoir antiradicalaire des extraits de plantesriem en quantité

d’antioxydants.

Les résultats obtenus pour chaque standard (wiea® ou acide gallique) montrent
gue les cing extraits de plantes ont la capacit@idger le radical DPPH et que cette

propriété de réduction differe significativementreres extraitsg<0,001).

Pour les extraits dB. sphaerocarp&t R. alaternus)es quantités d’antioxydants
exprimées en équivalents d’acide gallique et emmihe C ne présentent aucune
différence significative @<0,05). Par ailleurs, beaucoup d’études ont démontré gsie le
composés phénoliques ont une meilleure activitivaydante comparés aux vitamines C
et E (Rice-Evanst al, 1997 ; Espigarest al, 2004 ; Oboh, 2005).
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G. alypum M. communistP. lentiscusmontrent clairement I'efficacité de la vitamine C.
Cette derniére exerce la méme activité antiradieatpie I'acide gallique et en impliquant
peu d’antioxydants.

3.2.3. Effet de la concentration de I'extrait suré pouvoir antiradicalaire

Pour voir l'effet de la teneur en antioxydants & pouvoir antiradicalaire, des
solutions d’extraits de plantes, a des concentiatthfférentes, sont mises en contact avec
la solution de DPPH. Les résultats obtenus sontimés en pourcentage de réduction du
radical DPPH et sont représentés dans la figure 21.

—&—G. alypum ——R. alaternus —4— P. lentiscus
—>»—R. sphaerocarpa—X— M.communis

70 ~

Pouvoir antiradicalaire (%)

0 0,01 0,02 0,03 0,04
Concentrations des extraits (mg/ml

Figure 21 : Pouvoir antiradicalaire en fonction de la concatitn des extraits de plantes.
Chaque valeur est représentétapgaoyenne * écart typa € 3).

Les courbes obtenues montrent que [I'activité ragitalaire augmente
significativement p<0,001) avec 'augmentation de la concentrationeksits. Plus il y
a apport d’antioxydants, plus les radicaux DPBéht réduits. Plusieurs études utilisant le
test de réduction du radical DPPéht trouvé des résultats similaires (Guletral, 2003 ;
Hayderet al, 2004 ; Gulciret al, 2005). Le pouvoir réducteur déyrtus communi®t
Globularia alypumaugmente proportionnellement avec I'élévation deolacentration des
extraits.
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A partir d'une concentration de 0,03 mg/ml, le powmantiradicalaire atteint presque le
maximum et tend a se stabiliser pour une concémtratus élevée suite a la réduction de
la quasi-totalité des radicaux DPPH

CependantRetama sphaerocarpat Rhamnus alaternuprésentent de tres faibles
activités comparées aux deux plantes précédenessréSultats peuvent étre attribués a

leurs faibles teneurs en composés phénoliques.

La variation de I'activité antiradicalaire d’'uneapte a une autre peut étre affectée par
plusieurs facteurs :

* la teneur en composés phénoliques, leurs stegtmoléculaires et la position de
leurs groupements hydroxyles (Chadial, 2002 ; Junget al, 2005) ; la position
ortho- des groupements hydroxyles des flavonoides augmdiactivité
antioxydante (Es-Saét al, 2007) ;

» la propriété redox des polyphénols qui leur péraiegir comme des agents
réducteurs, donneurs d’hydrogéne et piégeurs dgdéne singulet (Javanmarek
al. 2003 ; Pycet al, 2004 ; Chanwitheesudt al, 2005) ;

* la présence des monophénols en grande concentr@les composés sont moins
efficaces que les polyphénols (Sanchez-Mowtrad, 1999) ;

» le degré de glycosylation affecte le pouvoir ééuction du radical DPPHII a été
démontré que les composés aglycones sont plusaptssgue ceux glycosylés
(Kahkoénen, 1999 ; Pietta, 2000). La quercetine,flamonoide aglycone, a un
potentiel de réduction du DPPH plus élevé que tmeuqui a un disaccharide
(Sanchez-Morenet al, 1999) ;

» la présence des acides phénoliques, des flavesalds tanins et autres composés a
activité antioxydante tels que les vitamines, l@sémaux et I'effet synergique entre
eux augmentent l'activité antiradicalaire (SanchNexenoet al, 1999) ;

» les antioxydants peuvent étre solubles dans ddéne grasse, ou étre liés aux
membranes cellulaires, ce qui les empéchent derréagc le DPPH (Prakash,
2001).
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3. 3. Pouvoir réducteur

La capacité réductrice d’'un composé est un indigatres important de son
potentiel antioxydant et I'absorbance mesurée arireflete la quantité de composés
antioxydants présents dans I'échantillon (Guktiml, 2003 ; Gul¢iret al, 2005 ; Queet
al., 2006).
La figure 22 montre le pouvoir réducteur des etdraie plantes en fonction de leurs

concentrations.
—&— M. communis —>*—R. sphaerocarpa
—8—R. alaternus —4A— P. lentiscus
—X¥—G. alypum
1,2
1
. &
=)
R 08+
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Concentrations des extraits de plantes (mg/ml)

Figure 22 : Pouvoir réducteur en fonction de la concentraties eitraits de plantes.

Chaque valeur représente la moyenne =+ 8qaeth = 3).

Les courbes obtenues indiquent que I'absorbangmente au fur et & mesure que la
concentration en extrait s’éléve. Ce résultat péte expliqué par la présence de
composés donneurs d’électrons qui entrainent lactiésh de F& en Fé'. Plus la
concentration d’extrait augmente, plus il y a appbantioxydants et par conséquent, le
pouvoir réducteur augmente.

Plusieurs études, en testant le pouvoir réductieurdifférents échantillons, ont
démontré que ce pouvoir s’éléve au fur et & megueela concentration de I'échantillon
augmente (Huangt al,, 2004 ; Oboh, 2005).
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Dans ce test, les courbes obtenues montrent queoueoir réducteur differe
significativement entre les extraitp<0,001) et suit I'ordre croissant suivanRetama
sphaerocarpa< Rhamnus alaternus Pistacia lentiscus< Globularia alypum< Myrtus

communis

La fluctuation des résultats entre les échantillgeut étre due a plusieurs
parameétres. Selon Maat al. (2005), la différence du pouvoir réducteur entre le
échantillons est due a la variation des especqdantes utilisées. Le pouvoir réducteur
élevé deMyrtus communisGlobularia alypumet Pistacia lentiscugpeut étre attribué a
leurs teneurs élevées en composés phénoliquesdeteiers semblent contribuer d’'une
maniére trés importante a 'augmentation de ce pouwe leurs capacités a transférer
des électrons et des protons dans le milieu réawiqHinneburget al.,2006). Parmi ces
composes, les flavonoides, les acides phénolideesliterpénes phénoliques et les tanins
(Javanmardiet al., 2003 ; Balasundranet al. 2006 ; Pilarskiet al. 2006). Les huiles
essentielles, les caroténoides et les vitamineshlsamaussi augmenter ce pouvoir
(Chanwitheesulet al. 2005).

En outre, un coefficient de corrélation linéaitevé est obtenu entre les teneurs en
polyphénols totaux des échantillons et leurs pauéucteur (r = 0,87) (Figure 23). Des
résultats similaires sont trouves par plusieurdegieffectuées sur les plantes medicinales,
soit en utilisant la méthode FRAP (Ferric Redudimglity of Plasma) ou la méthode au
ferrothiocyanate (Hinneburgf al.,2006 ; Katalinicet al.,2006 ; Wonggt al, 2006).
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Figure 23 : Corrélation entre le pouvoir réducteur et legtea en composés phénoliques

totaux.

Retama sphaerocarpat Rhamnus alaternusnt aussi des teneurs en composés
phénoliques non négligeables, mais présentent unoporéducteur trés faible. Dans une
étude, évaluant l'activité antioxydante de troipée®s de lichens, Odabasogit al.
(2004) ont démontré que la différence du pouvalucéeur entre ces espéces est due a la
variation de leurs teneurs en composés phénolidbelen ces auteurs, ces composeés
n‘ont pas tous la méme activité antioxydante, aestgpolyphénols ont un potentiel
antioxydant trés fort et d’autres moyens ou faiblés développent des interactions
synergiques ou antagonistes entre eux ou avecre&abmposeés tels que les glycosides

et les protéines.

En évaluant l'activité antioxydante de soixante @iantes medicinales et leurs
teneurs en composeés phénoliques, Katalatial. (2006) ont rapporté que le pouvoir
réducteur augmente lorsque deux groupements hyidoxi composé phénoligue sont
orientés en positionrtho- ou para-. L’augmentation du pouvoir réducteur des extrdés
plantes peut étre aussi attribuée a la présencertiins composés non phénoliqgues dans
le matériel végétal ayant un pouvoir antioxydans tque l'acide ascorbique, les

tocophérols, les minéraux et les pigments (Bharetdfawabata, 2004).
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De plus, ces résultats présument la présence dposgm aglycones a des concentrations
élevées au dépend des composés glycosylés quinentaible activité antioxydante par
rapport aux composés préecédents (Odabasiglly 2004 ; Oboh, 2005).

La figure 24 montre le pouvoir réducteur des etdrde plantes a une concentration
de 0,4 mg/ml. Ce pouvoir est exprimé en guantitéstabxydant en mg, en équivalents
d’acide gallique et en quercetine par g d’extrad.s

Equivalent en acide gallique
300 - B Equivalent en quercetine

250

200 +

b
150,16
150 -

100 -

Pouvoir réducteur
(mg d'antioxydants/g ES)

50

M. communis R. sphaerocarpa R. alaternus P. lentiscus G. alypum

Figure 24 : Pouvoir réducteur des extraits de plantes exprimé@ d’antioxydants

Selon les résultats obtenus, le pouvoir réductifiére significativement d'une
plante a une autrg<€0,001) et suit le méme ordre décroissant poutgsvalents de
chaque standardMyrtus communis Globularia alypumx Pistacia lentiscus Rhamnus

alaternus< Retama sphaerocarpa.

Pour pouvoir exercer le méme pouvoir réductédyytus communis, Globularia
alypum et Pistacia lentiscusnécessitent plus d’antioxydants équivalents errcgtiee
gu’en acide gallique, d’ou l'efficacité de I'acidgallique.
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Pour Rhamnus alaternuset Retama sphaerocarpales quantités d’antioxydants

équivalents a l'acide gallique et la quercetine pesentent aucune différence

significative.

3.4. Relation entre le pouvoir antiradicalaire eté pouvoir réducteur

Les antioxydants peuvent exercer des activitésaaitialaires ou réductrices grace
a leurs propriétés redox qui leurs permet d’'agmie® étant des agents réducteurs et/ou
donneurs d’électrons (Na#t al.,2003 ; Chanwitheesuit al, 2005 ; Gulgiret al.,2005).
Plusieurs auteurs ont déterminé des coefficientcateélations entre les teneurs en
composés phénoliques et l'activité antioxydante| st déterminée par le pouvoir
antiradicalaire, le pouvoir réducteur ou par dastrtests tels que la méthode au
ferrothiocyanate, le test TEAC (Trolox equivalentiaxidant capacity), le test FRAP, etc.
(Javanmardet al.,2003 ; Hinneburgpt al.,2006 ; Katalinicet al,, 2006).

Dans ce travail, un coefficient de corrélation éimé est déterminé entre le pouvoir
réducteur et I'activité antiradicalaire (figure 28es deux tests ont montré une trés bonne
corrélation (r = 0,94), qui peut étre expliquée fmmprésence d’antioxydants dans les
extraits de plantes ayant a la fois une activitkic&ice et antiradicalaire. Leong et Shui
(2002), en évaluant l'activité antioxydante dest$uont trouvé de bonnes corrélations
entre les deux méthodes utilisant 'ABTS et le DPRH = 0,99) et entre le pouvoir

réducteur et la méthode au ferrothiocyanate (159)0,
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Figure 25 : Corrélation entre le pouvoir réducteur et le pouanitiradicalaire.

4. Activités biologiques
4.1. Interactions polyphénols — protéines

Ce travail concerne en une premiere approche Bételinteraction polyphénols—
protéines d’un point de vue phytochimique. Le suwei I'effet de la concentration de
I'extrait ainsi que la force ionique sur la fornmatides complexes polyphénols—protéines
est un élément essentiel a la compréhension detlaende l'interaction.

4.1.1. Effet de la concentration des extraits
La mise en contact d’extraits de plantes a diff@@®nconcentrations avec une
solution de BSA conduit a I'apparition d’'un troubssu de la formation des complexes

polyphénols-protéines. Les résultats obtenus pesicing plantes étudiées sont illustrés
dans la figure 26.
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Figure 26 : Variation de la densité optique en fonction descentrations des extraits de

plantesChaque valeur représente la moyenne + écart typesj.

Les courbes obtenues montrent clairement querkadité est fortement influencée
par la concentration des extraits et plus préciséngurs contenus en polyphénols.
L’évolution de la densité optigue (DO) en fonctide la concentration des extraits
méthanoliques d€lobularia alypumPistacia lentiscugt Myrtus communisnontrent des
allures hyperboliques ressemblant a I'isothermeLdegmuir, généralement observées

dans des études interactionnelles (Papadopouleraeier, 2004).

Plus la concentration des extraits augmente, |pltigrbidité s’'éléve avec formation
de précipité et c’est le cas observé pour touteplentes. La densité optigue augmente
|égerement entre les concentrations de 1,5 a 2/mhppur les extraits du myrte, du

lentisque et de la globulaire et tend a se stailis
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Quant aux extraits de. alaternuset R. sphaerocarpales courbes obtenues révélent que
les concentrations d’extraits utilisées ne sontgssez suffisantes pour atteindre un palier

de saturation.

L’'analyse du complexe formé lors de l'interactiogup prendre différents chemins.
En effet, plusieurs criteres définissent cetteraxtdon et peuvent étre regroupés en deux
classes : ceux qui sont intrinséques a la natuta geotéine et du polyphénol et ceux liés
aux conditions dans lesquelles ont eu lieu ces tmpons. Plusieurs recherches ont
démontré que les tanins ont une trés grande &fautx protéines et un fort pouvoir de
précipitation avec eux (Kawamott al, 1996 ; Lu et Bennick, 1998 ; Feldman al,
1999 ; Hoffmaret al, 2002). Les polyméres de catéchines, les proaypdmidines ou les
tanins condensés sont des molécules qui ont des tailffisamment grosses pour causer
la turbidité et la précipitation en se combinant@les protéines (Hagerman et Butler ,
1981 ; Araya-Farias, 1999 ; Simon, 2003 ; Matetusl., 2004).

Il a été rapporté par Naclkt al (2001) que la formation de ces complexes dépend
non seulement de la taille mais aussi de la strecttide la flexibilité du tanin impliqué.
Selon ces auteurs, les tanins ayant trois soussufivanols dans leur structure sont des
molécules trés efficaces pour la précipitation piegeines, tandis que les dimeéres et les
flavanols simples ne les précipitent pas. Ce quiarg conclure que les plantes étudiées
sont trés riches en tanins polymérisés.

L'augmentation de la masse moléculaire et le nent groupements hydroxyles
portés sur les unités monomériques accroit I'affimt favorise la précipitation avec les
protéines (Siebert al, 1996, Santos-Buelga et Scalbert, 2000 ; Sim6a32 Carvalho
et al, 2004).

Ce phénoméne de précipitation est di a la formaties surfaces hydrophobigques
suffisantes sur le complexe (Naakizal, 2001 ; Nackzt al, 2006), il apparait lorsqu’il y
a un nombre important et suffisant de polyphéndlsde protéines (Kawamoto et
Nakatsubo, 1997 ; Carvalled al, 2004 ; Nackzt al., 2006).
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Les tanins jouent un rdle de ligand polydentésitssocient avec les protéines par
des interactions hydrophobiques (forces attractiiee¥an der Waals) et par des liaisons
hydrogénes (Bennick, 2002 ; Freitasal, 2003 ; Carvalhet al, 2004 ; Mateu®t al,
2004). Ces derniéres se forment entre les groupsnigmroxyles des phénols et les
groupements carbonyles des protéines (Yan et Blend@95 ; Araya-Farias, 1999 ;
Santos-Buelga et Scalbert, 2000).

Selon Fickelet al. (1999), les tanins peuvent former des liaisonsiqioes,
hydrogenes et parfois covalentes avec les groupsmemno-, hydroxy- ou carboxy- des
protéines et méme par des liaisons peptidiquebe8iet al. (1996) ont démontré que la
quantité des complexes polyphénols-protéines foraésend des concentrations de
protéines, de polyphénols et du rapport entre kesx.dQuand le nombre total de
terminaisons de polyphénols est a peu prés égahambres de points de liaisons des
protéines, un vaste réseau de grosses particuldmdates se formera, causant un
maximum de turbidité dans la solution. Ce cas epoad aux résultats observés pour les

plantes suivantesP. lentiscusM. communigtG. alypum.

Lorsqu’il y a ajout d’extrait dans le milieu, ctes-dire un apport de plus en
composés phénoliques (plus de 1 mg/ml), la turbiditolue Iégérement. Ceci peut étre
expliqué par la saturation des protéines BSA, ttess site sont occupés par les
polyphénols et ¢ca concorde avec les résultats @&opar Araya-Farias (1999) et Carvalho
et al, (2004). Ces auteurs ont montré que lorsque lacerdration en composes
phénoliques est supérieure a celle de la proté®Bw, Bous les points de liaison sur les
protéines seront occupés. Il est difficile de réyslusieurs protéines ensemble pour
former un réseau, ce qui donne de plus petitescpbas, menant en cas d’excés exagéré
en polyphénols a la diminution de la turbidité. tEaterniere étape n’est pas obtenue car

la concentration utilisée dans cette étude (2,5nt)gl’est pas suffisante.

Les polysaccharides peuvent aussi interférer essagf de maniére compétitive
avec les protéines sur la fixation des polyphéfeigitaset al, 2003 ; Carvalhet al,
2004 ; Mateuset al, 2004). Cependant, l'interaction de la BSA avéxs extraits de
Rhamnus alaternust R. sphaerocarpa montré que les sites de liaison sur les presgin

ne sont pas saturés.
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Un autre facteur intervenant dans l'interactiotypbénols-protéines est la protéine
elle-méme. La structure tridimensionnelle est pruirede dans cette interaction, elle doit
adopter une structure ouverte, plus exposee aarggbour faciliter 'approche des tanins
(Simon, 2003). D’autres auteurs ont cité que lest§mes riches en proline ont une
meilleure affinité a complexer des polyphénols (BsiBuelga et Scalbert, 2000 ;
Bennick, 2002 ; Nacket al,, 2006).

Il n'existe pas de séquences spécifiques d'intemas sur les protéines, seule leur
particularité a posséder en tandem des résidumerailycine et glutamine suffirait a
provoquer une forte affinité pour les polyphéndBernick, 2002 ; Simon, 2003). La
protéine BSA est tres utilisée dans le domaineirtesactions. En outre, sa composition
variée en différents acides aminés justifie solsation. D’apres Freidli (1996), la BSA
est constituée de 58 acides glutamiques et dedi®igs.

Le deuxiéme parameétre étant les facteurs du mikactionnel qui influent sur
I'interaction tanins-protéines. Hagerman et Bu(lE978) ont rapporté que la précipitation
des complexes tanins-protéines dépend essentieltetioepH du milieu. Dans d’autres
études, la solubilité des complexes polyphénol$épres diminue a des pH proches du
point isoélectrique de la protéine utilisée ou fleses de répulsion électrostatique sont
minimisées (Kawamoto et Nakatsubo, 1997 ; Benrd6k2 ; Nackzt al, 2006).

Pour écarter ce parameétre et pour démontrer gpeétapitation se fait uniqguement sous
I'effet de I'interaction tanin-protéine, un tampphosphate (pH 6.9) est utilisé, le pH de la
solution est maintenu malgré I'ajout du méthaneisiie milieu.

La présence d'ions inorganiques®(KNa’) favorise aussi la précipitation. Ces ions sont
apportés dans le milieu par le tampon phosphate.

4.1.2. Effet de la force ionique sur les interactions polyphénols/prabes

La force ionique, souvent notée |, est un des praux facteurs influencant

I'activité desions en solution aqueuse. Elle s'exprime en mbldt est calculée de la

maniére suivante (Bouabdallah et Mekkaoui, 1993) :
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Ou i
C,: Concentratiorde l'ion i

Zz: Nombre de charge

La force ionique joue un réle important dans lanfation des complexes
polyphénols-protéines (Kawamoto et Nakatsubo, 19Breitaset al, 2003 ; Simon,
2003 ; Carvalheet al, 2004 ; Mateu®t al, 2004). Cette derniere est augmentée dans le

milieu par I'ajout de NaCl. Les résultats obtenastsliustrés dans la figure 27.

—&— P. lentiscus —X¥—R. alaternus —/— R. sphaerocarpa
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Figure 27 : Variation de la densité optique en fonction déotae ionique.

Chaque valeur représente la moyenne + écart typesy.

Les courbes obtenues poGiobularia alypum Rhamnus alaternugt Pistacia
lentiscusmontrent que la turbidité n'a pas évolué. Ellerestée stable malgré I'ajout des
concentrations croissantes de NaCl, ce qui meneeagde la présence du chlorure de
sodium n’a aucun effet sur la formation des comgsepolyphénols-protéines BSA et que

I'interaction entre ces complexes est indépendaata force ionique.
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Ces résultats sont en accord avec ceux trouvédgsaétudes réalisées par Boulekbeche
(2005) surEucalyptus globuligappartenant a la méme famille Byrtus communiset
Benaazouz (2005) suNigella sativa Ces auteurs ont démontré que linteraction

polyphénols-protéines est indépendante de la foragque.

La courbe obtenue poiyrtus communisnontre que la densité optique diminue en
fonction des concentrations croissantes en NaCldgoDd,0150 a 0,1 M. Ce résultat peut
étre expliqué par 'augmentation de la solubilig¢ ld protéine dans le milieu avec une
diminution de la formation des complexes taninggires et par conséquent diminution
de la turbidité.

Dans leurs études sur les facteurs influencanitefaction tanins-protéines,
Kawamoto et Nakatsubo (1997) ont démontré que @aipitation des complexes tanins-
protéines diminue lorsque la concentration en Na@mente de 0,005 a 0,1 M, ce qui est
en accord avec le résultat trouvé pddyrtus communisSelon ces mémes auteurs, la
solubilité d’'une protéine augmente a faible foroaigue et diminue lorsque la force
ioniqgue du milieu augmente. C’est le phénomeéene dalting-out » utilisée pour la

purification des protéines.

Les résultats obtenus poRBetama sphaerocarpanontrent qu’a des concentrations
de 0,0125 a 0,05 M de NaCl, la turbidité est restémble et linteraction entre
polyphénols-BSA est indépendante de la force iamiqependant, pour des
concentrations allant de 0,05 a 0,075 M de NaCliréeible a augmenté suite a la
formation de plusieurs complexes polyphénols-pna®BSA. L’augmentation de la force
ionique dans le milieu a conduit & la diminutionlasolubilité des protéines. La répulsion
électrostatique entre les molécules de protéinast ghinimisés et par conséquence la

précipitation a augmentée.

La présence des ions* KNa' favorise la précipitation des complexes polyphénols
protéines. Ces ions inorganiques se fixent suptegéines, diminuent leur solubilité et
augmentent les surfaces hydrophobes accessiblegp@yghénols. Dans ce cas, les

liaisons impliquées dans cette interaction sonttyfge hydrophobe (Simon, 2003).
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Conclusion

Les phytothérapeutes soutiennent que la planteegtcemposants actifs sont
incontestablement des atouts de poids pour corrservétat de santé optimal et juguler
les effets néfastes des radicaux libres. Cetteeltmuapproche et I'intérét croissant porté a
la phytothérapie sont riches de perspectives moqudlité de la vie. En se basant sur des
considérations générales, le travail entrepris @ pbjectif I'extraction et le dosage des
différents composés phénoliques et I'évaluation'alivité antioxydante des feuilles de

plantes.

De l'analyse des résultats obtenus, il ressort lgaeteneurs en eau des feuilles
varient de 49 a 55 %, ce qui confirme leurs ricegdsydriques. Les rendements sont
supérieurs a 50 % pour toutes les plantes, quant@mposés phénoliques, le dosage des
polyphénols totaux a révélé la richesse des plamiaes composéblyrtus communist
Globularia alypumprésentent les teneurs les plus élevées. Les atsultl dosage des
polyphénols polaires sont marqués par les faildegurs, laissant ainsi apparaitre les
polyphénols apolaires qui représentent plus de f@&afaapport aux polyphénols totaux.
Globularia alypumet Rhamnus alaternusont les plantes les plus riches en flavonoides
Les teneurs moyennes en tanins varient signifieatent entre les planteRetama
sphaerocarpgrésente une quantité de tanin trés négligeablent®lyrtus communisjui

a la teneur la plus élevée.

Les pourcentages d’inhibition de I'oxydation de clide linoléique par les
échantillons varient de 40 a 48 % d’ou les extrsatst tous des inhibiteurs efficaces de la
peroxydation lipidique et leur pouvoir d’inhibitiomst comparable a celui du BHA. Les
industries agroalimentaires et pharmaceutiques geuwettre a profit la propriété
antioxydante de ces extraits de plantes pour assure meilleure conservation des
aliments, de produire de meilleurs médicamentseesubstituer I'agent de conservation
chimique, le BHA qui est suspecté d’avoir des sftetrcinogenes.
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Les résultats de l'activité antiradicalaire et cawyoir réducteur ont fait ressortir,
par ordre décroissant, les plantes ayant une éatteité : M. communis, G. alypurt P.
lentiscus CependantRR. alaternuset R. sphaerocarpae présentent qu’un faible pouvoir

réducteur.

Un coefficient de corrélation linéaire élevé esbutré entre les teneurs en
polyphénols totaux et les tests du pouvoir antgadire (r = 0,90) et du pouvoir réducteur
(r = 0,87). L’étude des interactions polyphénolst@ines a montré que la turbidité est
fortement influencée par la concentration des @gtrR'interaction entre les extraits &
alypum, R. alaternus, P. lentiscatla protéine BSA a révélé que la présence duwatdo
de sodium n’a aucun effet sur la formation des dergs polyphénols-protéines BSA et
que l'interaction entre ces complexes est indépetiedde la force ionique. Cependait,
communietR. sphaerocarpant montré une sensibilité & des fourchettes deefamique

plus ou moins variable.

A la lueur de ces résultats, il n'est donc pasrditede penser qu’'un apport
d’antioxydants puisse se révéler bénéfique pourenmganisme. Toutefois, il faut garder
a l'esprit que l'utilisation massive d’antioxydanigeut entrainer des effets contraires a
ceux espérés. Néanmoins, de nombreuses lacunesiéamdans I'arsenal thérapeutique
contre le stress oxydant et les maladies engendhéest donc capital d’enrichir les
banques de données de référence sur les plantésmaés. L'idéal serait d’aboutir a une
prospection de nouvelles plantes. En effet, il fassayer de collecter 'ensemble des
plantes, s’assurer que le peuplement de la plasteseffisant pour permettre un
ravitaillement important ; mais aussi de recenseiess les informations sur les usages

traditionnels en vue de mieux les connaitre.

Ce travail doit étre complété par d’autres étudesdiétayer les connaissances au
sujet des antioxydants. Il serait donc intéressant
- d'établir un protocole d’extraction plus sélectiiivd d’'un lavage des extraits
par des solvants organiques en vue d'éliminer ditaales substances
interférentes ;
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d’étendre I'étude sur d’autres parties des plariss que les tiges, les fruits et les
racines ;

d’identifier les molécules responsables de l'attiantioxydante et de tester leur
pouvoir antioxydant sur d’autres espéces radiczdair

d’identifier les composés phénoliques contenus demsque plante par des
techniques d’analyses fines telles que 'HPLC, R&tNa GC-MS ;

de déterminer la composition en polyphénols de whaplante ;

de réaliser des essais vivo sur les antioxydants de plantes afin de voir leur

eventuel effet dans les milieux biologiques.
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Adduits : En chimie, résultat d'une réaction d'addition.

Angiosperme : Végétal phanérogame dont les organes reproducsemtscondensés en
une fleur et dont les graines fécondées sont eéfesrdans un fruit.

Apoptose :Mort cellulaire programmée.

Athérome : Dép6t de plaques riches en cholestérol sur laipaterne des artéres,
finissant par provoquer I'athérosclérose.

Calice : Ensemble des sépales ou ensemble des pieceadesxptrnes du périanthe.
Capitule : Inflorescence dense regroupée sur I'extrémitégidatu pédoncule.

Cataracte : Opacification partielle ou totale du cristallinued a I'altération du
métabolisme des fibres cristalliniennes et resgaasd'une baisse progressive de la

vision.

Catharre : Inflammation aigué ou chronique d'une muqueusetost dans les voies
aériennes supérieures (nez, pharynx), avec hygétggrnon purulente de ses glandes.

Contusion : Lésion produite par un coup, un choc ou une cosgwa sans plaie des
téguments.

Corolle : Ensemble des pétales d'une fleur.

Dépuratif : Se disait de tisanes et de médications auxquefiesttribuait la propriété de
débarrasser I'organisme de ses toxines et de sbstde

Dicotylédone : Plante a fleurs herbacées ou arborescentes, HBedewiux nervures
ramifiées et dont la graine contient une planti@glus souvent a deux cotylédons.

Diurétique : Se dit d'une substance qui augmente la diuréseigieyt éventuellement
étre utilisée contre I'hypertension artérielle oontce les cedemes et linsuffisance
cardiaque.

Eczéma : Dermatose allergique trés fréquente, caractéssém®ut par une rougeur, de
fines vésicules, des squames ainsi que des démsnigea

Expectorant : Fluidifiant bronchique facilitant I'expectoratiates sécrétions produites
par les voies respiratoires inférieures (trachéandhes, alvéoles pulmonaires).
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Feuille alterne : Chaque feuille s’insére a un niveau différent dertecédente.
Foliole : Chacune des divisions d’une feuille composée.

Furoncle : Infection aigué et suppurée d'un follicule pild»aéé par un staphylocoque

Goutte : Maladie métabolique a manifestations articulairésales, cutanées (tophus),
liée a une surcharge organique en acide urique.

Inflammation : Ensemble de phénoménes réactionnels se prodwsisdeta la réponse
des tissus conjonctifs, vascularisés, a une agregsaumatisme, infection, etc.), pouvant
se manifester par divers signes (douleur, tuméfacthaleur, rougeur, etc.).

Inflorescence :Ensemble des fleurs regroupées sur le méme axauohgzermaphyte. .

Ischémie : Diminution ou arrét de la circulation artérielland une région plus ou moins
étendue d'un organe ou d'un tissu.

Jaunisse :Maladie qui se caractérise par la coloration jadméa peau suite a la présence
d’'un exceés de bilirubine dans le sang.

Lancéolée:En pointe de lance ou de fléche, plus large asa.ba

Laxatif : Se dit d'une substance facilitant I'évacuations#dies, sans irritation locale ou
générale, employée contre la constipation.

Leucémie : Maladie maligne, aigué ou chronique, caracténm@da prolifération dans la
moelle osseuse (leucose), et éventuellement dansud&es organes lymphoides, de
globules blancs ou de leurs précurseurs, qui pewsenépandre dans le sang (leucémie
proprement dite).

Lipofuschine : C’est un pigment jaune constitué par la liaisoripides et de protéines,
liaison qui se forme apres la péroxydation desescgfas membranaires dans des cellules
vieillissantes.

Maladie d’Alzheimer : Trouble neurodégéneératif qui entraine, progressarg, la perte
des fonctions mentales, suite a la détériorationtissu cérébral (perte de neurones
cholinergiquues), conduisant, apres un stade pméedtel a un tableau dEmence

Maladie de Parkinson : C’est une maladie neurodégénérative caractériséene perte
des neurones dopaminergiques de la substancedwuerveau. Parmi les symptoémes, il
y a : transpiration excessive, mouvements invologgaet troubles psychologiques.

Oblongue : Une feuille oblongue est nettement plus longue tuge et ses deux
extrémités sont arrondies.
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Oedémes pulmonaires inondation plus ou moins importante des alvéoldsmpnaires
par passage d'une sérosité albumineuse d'un mii@sculaire vers le milieu
extravasculaire.

Oligurie : Diminution du volume des urines (moins de 500 fiiis par 24 heures).

Paripennées :Se dit des feuilles pennées qui se terminent aursd par deux folioles
opposées.

Purgative : Se dit d'une substance a l'action laxative, quivgque |'évacuation du
contenu des intestins.

Reperfusion : Rétablissement de la conduction de la circulagemguine. Ce phénomene
est initié par la synthése des radicaux libresdibkration des cytokines et conduit a la
mort cellulaire.

Scavenger :Terme anglo-saxon qui signifie piégeur.

Sclérose latérale amyotrophique Affection dégénérative qui touche des patientsagé
La maladie se présente sous deux formes : une foutaire, qui est responsable de
troubles de la déglutition et de la phonation, e forme spinale avec une amyotrophie
des membres inférieurs et/ou supérieurs

Sédatif : Se dit d'une substance qui agit contre la doulBunsomnie ou qui modere
I'activité d'un organe.

Sessile:Se dit d’'une fleure sans pédoncule ou sans pgtioiienait sur la tige ou sur la
branche.

Spermaphyte : Ensemble des gymnospermes et des angiospermesamiesph graines
nues et a graines en close dans un fruit.

Tell : C’est un ensemble des régions humides d’AfriqueNdod dominant les plaines
littorales.

Térébinthacée : Famille d'arbres ou arbustes a feuilles alteraeeurs généralement
unisexuées, au fruit drupacé, tels que le pistaetikanacardier.

Tumeur : Processus pathologique ou la prolifération exagdesecellules aboutit a une
surproduction tissulaire qui persiste et a tenda@ng'accroitre.

Vivace : Se dit d'une plante dont la période de végétatiétersd sur plusieurs années,
méme lorsque les parties souterraines (rhizomdbe ptubercule, etc.) subsistent seules
en hiver.



Annexes



Annexes

Annexe 1 : Matériel et réactifs utilisés

a/ Matériel

Agitateur magnétique (RAYPA AG5)
Bain-marie (MEMMERT)

Balance de précision(BP 310 P)

Balance (SARTORIUS)

Broyeur électrique (A11 BASIC)
Centrifugeuse (SIGMA 2-16 K)

Etuve (BINDER, BD 53)

pH métre (HANNA , pH 210)

Rotavapor (BUCHI R-200)
Spectrophotometre(UV mini 1240, SHIMADZU)
Tamiseur (RHEINISCHE STR 36, de 45 a 500 pum)

b/ Réactifs
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- Acide acétiqueglacial (PROLABO)
- Acide gallique (SIGMA)

- Acide linoléique (PROLABO)

- Acide tannique (SIGMA)

- Acide trichloroacétique (PROLABO)
- Carbonate de sodium (PROLABO)
- Chlorure ferrique FeCk (PROLABO)
- Chlorure ferreux FeC}L(PROLABO)
- DPPH (SIGMA)

- Ethanol 99,5 % (PROLABO)

- Ferricyanure de potassium[ksFe(CN}] (PROLABO)
- Folin-Ciocalteu (2 N) (SIGMA)
- HCI 36 % (PROLABO)

- Méthanol pur (PROLABO)

- NaCl (PROLABO)

- NaH,PO, (PROLABO)

- Na,HPO, (PROLABO)

- Quercetine (SIGMA)

- Sérum Albumine Bovine(FISHER LABOSI)

- SDS(PROLABO)
- Trichlorure d’aluminium (AICI ;) (PROLABO)

- Triéthanolamine (PROLABO)
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Annexe 4 : Résultats du dosage des composés phénatis

Teneurs exprimées en mg/g de poudre

Polyphénols Polyphénols
Polyphénols totaux Flavonoides totaux Tanins polaires apolaires
mg EAG/g mg EQ/g mg EAT/g mg EAG/g mg EAG/g
Pistacia lentiscus 63,78 £ 1,60 8,473 £0,93 73,75 +4,91 10,71 £ 1,05 53,07 £ 0,75
Globularia alypum 187,81 + 11,30 33,686 + 0,06 57,46 £ 0,73 20,3381 167,43 £10,91
Rhamnus alaternus 117,04 + 10,22 25,223 + 0,22 33,92+1,94 21,31880 95,73+9,73
Retama sphaerocarpa 124,63 + 6,47 10,29 + 0,49 24,33+1,31 32,49 615 92,14 £ 5,77
Myrtus communis 171,45+1,78 8,779 £ 0,13 298,9 +6,39 41,49 1,7 129,95 + 0,86




Abstract

Recently, interest in medicinal plants increasedinipadue to their health-promoting
properties. In this study, methanolic extracts fr@iobularia alypum Myrtus communisPistacia
lentiscus Retama sphaerocarpand Rhamnus alaternusvere measured for their different phenol
contents, antioxidant activities using the inhipiti of linoleic acid peroxidation, DPPH radical
scavenging activities and ferric reducing powetsteshe interaction between their polyphenols and
Bovine Serum Albumin protein (BSA) was also studi€de moisture content of leaves ranges from
49 to 55 %. The best results for total phenol castevere obtained favl. communisandG. alypum.
Polar phenolic contents are less important compafddapolar phenolic compounds for all samples
while no significant differences in flavonoid conte betweerP. lentiscusand M. communisThese
latter have the best tannin values. The plant etgriahibited the linoleic acid peroxidation duriig
h and were as effective as BHA. They also exhib#adeffective reducing power and DPPH- free
radical scavenging activity, except fd&k. alaternusand R. sphaerocarpawhich show lower
effectiveness. The interaction between plant etdrand BSA revealed that it is strongly influenced
by the concentration of the extracts. The additbiNaCl to the extracts d®. lentiscus, G. alypum
andR. alaternugdid not influence the polyphenols/protein complexniation. Thus, the interaction
was independent on the ionic strength.

Keywords : Medicinal plants, Phenolic compounds, Antioxidactiities, Polyphenols/BSA protein
interaction.

Résumé

Derniérement, un grand intérét est accordé auxgdanédicinales a cause de leurs propriétés
thérapeutiques démontrées. Dans la présente édsdextraits méthanoliques @dobularia alypum
Myrtus communisPistacia lentiscusRetama sphaerocarpat Rhamnus alaternusont étudiés pour
leurs teneurs en différents composés phénoligaass Activités antioxydantes en utilisant le pouvoi
d’inhibition de I'oxydation de l'acide linoléigud;activité antiradicalaire (DPPH) et le pouvoir
réducteur du fer. L'interaction entre les polyphéret la protéine Sérum Albumine Bovine (BSA) est
aussi étudiée. L’humidité des feuilles varie dea&® %. Les meilleurs résultats en polyphénolatota
sont obtenus pa¥. communiset G. alypum Les teneurs en polyphénols polaires sont trédefai
comparés aux polyphénols apolaires pour toutesplestes. Aucune différence significative des
teneurs en flavonoides entPe lentiscuset M. communisCes derniéres présentent les teneurs les
plus élevées en tanins. Les extraits de plantesbitité I'oxydation de I'acide linoléique durant B2
et sont aussi efficaces que le BHA. lls ont aussntné un pouvoir réducteur important et une forte
activité antiradicalaire (DPP}; exception faite pouR. alaternuset R. sphaerocarpgui sont moins
efficaces. L'interaction entre les extraits desf#a et la protéine BSA a montré qu’elle est foarein
influencée par la concentration des extraits. Litold de NaCl aux extraits deP. lentiscus, G.
alypumet R. alaternugn’a aucun effet sur la formation des complexes godnols/protéines. Ainsi,
l'interaction des polyphénols/protéines est indéaerte de la force ionique.

Mots clés: Plantes médicinales, Composés phénoliques, Adivaé@tioxydantes, Interaction
polyphénols/protéine BSA.
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