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Glossalre



GLOSSAIRE

Alzheimer : Est une maladie neurodégénérative incurable du tissu cérébral qui
entraine la perte progressive et irréversible des fonctions mentales et notamment de la
mémoire.
Antiseptiques : Sont des médicaments ayant pour but de détruire les germes
pathogénes ou d’empécher leur multiplication sur la peau et les muqueuses.
Lipoxygénase : Est un type de protéine enzymatique qui catalyse I’oxydation des
acides gras.
Métalloprotéine : Est un terme générique pour toute protéine qui comporte un
cofacteur métallique.

Parkinson : Est une maladie neurologique chronique affectant le systéme nerveux
central responsable de troubles essentiellement moteurs d’évolution progressive.
Phytothérapie : D’un point de vue étymologique, le terme « phyto »dérive du grec
ancien qui veut dire « végétal ». La phytothérapie est donc « la thérapie par le végétal
ou par le monde végétal ».
Xanthine oxydase : Est une enzyme qui catalyse 1’oxydation de I’hypoxanthine en
xanthine et qui de plus catalyse I’oxydation de la xanthine en acide urique.
L’apoptose : Est un processus par le quel les cellules déclenchent leur auto-
destructions en repense a un signal.
Rétrovirus : Groupe de virus a acide ribonucléique, dont fait partie le virus du SIDA.
a la différence des autres virus I’ARN des rétrovirus se réplique comme I’ADN.
Transcriptase réverse : Enzyme permettant la synthese de I’ADN a partir de ’ARN
Phagocytoses : Est le procédé par le quel les microbes sont détruits par certains
globules blancs ou leucocytes.

In vivo : Se dit d’une opération biologique effectuée dans 1’organisme.

In vitro : Se dit d’une opération biologique effectuée hors de I’organisme.
L’angiotensine : Substrat protidique qui résulte de D’action de la rénine sur
I’angiotonsinogéne. Elle provoque une vasoconstriction des artérioles des reins et une
hypertension.
Protéine globulaire : Egalement appelée globuline ou sphéroprotéine est 1'une des
deux principales classes de protéines, comprenant des protéines de forme globulaire
qui sont plus ou moins solubles en milieu aqueux (dans lequel elles forment des

solutions colloidales).



Phosphodiestérase : Est une enzyme hydrolysant les liaisons phosphodiester, un
groupe de liaisons riche en énergie reliant entre eux des atomes de phosphore dans un
groupement phosphate et deux autres molécules via deux liaisons ester.

L’élastase : Désigne une enzyme digestive de la famille des serine protéases qui
catalyse I'hydrolyse des liaisons peptidiques au niveau des acides aminés neutres.
La protéine kinase : Est une enzymes qui catalyse le transfert d'un groupe
phosphate de l'adénosine triphosphate (ATP) sur I'hydroxyle (groupe -OH) des
chaines latérales des acides aminés ayant une fonction alcool : sérine, thréonine et
tyrosine.

Topoisomérase : Sont des enzymes qui contrdlent la structure topologique de I’ADN en
générant des coupures transitoires dans celui-ci et en catalysant le passage des segments
d’ADN a travers ces coupures avant de les refermer. Elles permettent notamment d'ajouter et
d'enlever des supertours dans les molécules d'ADN. Elles jouent un role essentiel lors de
nombreuses ¢tapes de la vie cellulaire (réplication, transcription, séparation des
chromosomes, etc.).

La cycloxygénase : Est une enzyme qui permet la formation de prostaglandines a partir de
l'acide arachidonique. Son action est inhibée par les comme ['aspirine.

Peroxysome : Est un organite cellulaire entouré par une membrane simple, Il est
chargé de la détoxification de la cellule par dégradation du peroxyde d'hydrogéne .
Maladie de Wilson : Est une maladie génétique secondaire liée a une accumulation de

cuivre dans 'organisme en se manifestant par des atteintes du foie et du systéme nerveux.



Introduction



Depuis la nuit des temps, les hommes apprécient les vértus apaisantes et
analgesiques des plantes. Aujourd’hui encore, les deux tiers de la pharmacopée ont
recours a leurs propriétés curatives. A travers les siecles, les traditions humaines ont

su développer la connaissance et 1’utilisation des plantes médicinales (Iserin, 2001).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intérets multioles mis a profit
dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces
composés, on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se
caractérisent par une grande diversité de structure chimique et un trés large éventail
d’activités biologiques (Wills et Morgan, 2000) et demeurent 1’objet de nombreuses
recherches in vivo et in vitro, notamment la recherche de nouveaux constituants

naturels (Marc et al., 2004 ; Huang et al., 2005 ; Popovici et al., 2009).

Ce travail est motivé par la volonté de valoriser les plantes aromatiques et
médicinales locales de la wilaya de Bejaia qui passe par une connaissance des
¢léments chimiques présents dans les plantes, [’évaluation du potentiel de ces

résultats et la détermination des modalités d’utilisation futures.

C’est dans ce cadre que s’inscrit notre travail. Il porte d’une part sur I’extraction et
la quantification des composés phénoliques des feuilles de cinqg plantes aromatiques et
médicinales locales largement utilisées par la population : le Romarin (Rosmarinus
officinalis L.), le Myrte commun (Myrtus communis L.), le Genevrier commun
(Juniperus communis L.), I’ Arbousier (Arbutus unedo L.) et le Globulaire (Globularia
alypum L.) et d’autre part sur I’activité antioxydante des différents extraits obtenus a

partir de ces plantes.
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Les métabolites primaires interviennent dans différentes fonctions de la vie : la division
cellulaire, la croissance, la respiration, stockage des substances et la reproduction. En
biologie, ces métabolites s’opposent aux métabolites secondaires (Bourgoud et al., 2001).
Ces derniers sont synthétisés par les cellules végétales et font 1’objet de plusieurs recherches.
Les métabolites secondaires sont généralement présents dans toutes les plantes a des quantités
et qualités différentes (Dorninburg et Knorr, 1995 ; Castellanos et Espinosa-Garecia,
1997).

I-1-Les alcaloides

Les alcaloides sont des substances azotées, basiques, d’origine naturelle et de distribution
restreinte ; ils ont une structure complexe (Bruneton, 1999). A I’état naturel ils sont salifiés
par des acides organiques ou combinés a des tanins. Les alcaloides ne se rencontrent pas chez
toutes les plantes (Guignard, 1979). Plus de 200 alcaloides sont identifiés dans 300 plantes
différentes, dont les principales sources sont selon Prakash et al. (1999) les 1égumineuses et

la famille des Borraginacées.

I-2-Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des produits de composition assez complexe qui renferment
les principes volatils contenus dans les végétaux. Leur volatilit¢ les différencie des huiles
fixes (Bruneton, 1999). Se sont des mélanges de deux groupes: les térpenoides et les
composés aromatiques dérivés du phénylpropanes. Les huiles essentielles n’existent
quasiment que chez les végétaux supérieurs et ils peuvent étre stockés dans tous les organes
végétaux (Bruneton, 2009).
I-3-Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires (Balasundram et al., 2006),
ils sont synthétisés par les plantes durant la croissance et pour répondre a différentes
situations  (stress, UV, radiation...) (Hurtado-Fernandez et al., 2010). Plus de 8000
structures ont été¢ identifiées (Macheix et al ., 2005 ; Hurtado-Fernandez et al., 2010). Les
composés phénoliques appartiennent a la famille des composés aromatiques (Guignard,
1979). IIs se reconnaissent par la présence d’un ou plusieurs groupes hydroxyles modifiés ou
pas ; attachés a une structure aromatique (Richter, 1993). Les composés phénoliques sont
I’'un des groupes bioactifs des fruits, légumes et graines; ils sont localisés au niveau des

tissus des plantes (Li et al., 2011).



I-3-1-classification
Les composés phénoliques peuvent étre classés (Figure 1) en se basant sur :
e Le nombre de carbones

e La structure de base du phénol (Hurtado-Fernandez et al., 2010).

Les composés phénoliques

Les phénols simples Les polypheénols
Acides phénoliques Coumarines Tl Flavonoides
Acide )
) Acide cinnamique Hydrolysables Condensés
benzoique
Flavones Isoflavones Flavanone Flavonols Anthocyanidines
Flavanols

Figure 1: Classification des composés phénoliques
(Hurtado-fernandez et al., 2010)




I-3-1-1) Les acides phénoliques

Ce sont des acides phénoliques simples (Hurtado-Fernandez et al., 2010 ), largement
retrouvés dans la nature (Lee, 2011) ; ils sont composés d’un noyau aromatique substitu¢ de
groupements hydroxyles et d’une fonction acide et parfois de groupements méthyles
(Richter, 1993). Les acides phénoliques sont rarement présents a I’état libre ; ils sont
généralement liés avec des molécules organiques donnant des esters avec les sucres et les
alcools acides, et donnant les phénolamides avec les mono ou diamines (Machaix et al.,
2005). Les acides phénoliques (libres ou liés a d’autres molécules) représentent environ un

tiers des composés phénoliques (Zadernowski et al., 2009).
I-3-1-2) Les flavonoides

Le terme flavonoide dérive du latin (flavus=jaune) (Richter, 1993). Les flavonoides ont
une structure générale de C15 (C6-C3-C6) (Machaix et al., 2005 ; Balasundram et al.,
2006 ; Ghasenmnezhad et al., 2011). IIs se composent de deux noyaux benzéniques
(Figure2) désignés par A et B réunis par une chaine a trois carbones qui forme un anneau
hétérocyclique oxygéné appelé anneau C (Guignard, 1979). La plus part des flavonoides se
trouvent sous forme d’aglycone li¢ avec des glycosides, des constituants glucidiques
différents peuvent se fixer aux groupements hydroxyles du cycle A ou plus fréquemment a la
position C3 de I’hétérocycle C (Richter, 1993). Les flavonoides représentent la plus grande
classe des polyphénols (Heim et al., 2002 ;Valls et al., 2009) et sont largement distribués
dans les feuilles, les graines, les écorces et les fleurs des plantes . Plus de 4000 flavonoides
ont ¢été identifiés jusqu’ici. Ils protégent la plante des UV, microorganismes pathogenes et des

herbivores (Heim et al., 2002 ).

Figure 2: Structure de base des flavonoides

(Rackova et al., 2005)




La classification (Tableau I) des flavonoides selon Valls et al. (2009) est basée sur :

e le degré d’hydroxylation des différents cycles

¢ le niveau de méthylation

e le niveau de glycosilation.

a) Flavones et isoflavones
La structure des flavones et isoflavones est composée de deux anneaux aromatiques A
et B liés a I’anneau hétérocycle oxygéné C (Luthria et al., 2007 ;Valls et al., 2009)
ayant une double liaison entre C2 et C3 de I’anneau hétérocyclique (Fliegmann et
al.,2010). La position de I’anneau B est a ’origine de la différenciation de ces deux
classes de flavonoides : Clde ’anneau B est 1ié a C2 de ’anneau C dans les flavones ;
alors qu’il est li¢ & C3 de I’anneau C dans les isoflavones (Valls et al., 2009).
Des études bibliographiques ont montré que les isoflavones possedent des propriétés
antivirales importantes (Andres et al., 2009).

b) Flavanones
Ils ont une double liaison de moins dans leurs hétérocycles que les flavones et les
isoflavones (Richter, 1993). Incolores, ils absorbent fortement dans I’ultraviolet
(Guignard, 1979).

¢) Flavanols et flavanidiol
Ils composent le groupe des tanins condensés peu ou pas du tous hydrolysables, les
flavanols appelés également flavane -3-ols ils se forment a partir de flavanediols par
une seule réaction non enzymatique en une seule étape (Richter, 1993).
Les flavanediols ou flavane-3,4-diol appelés également leuco-anthocyanes sont
incolores et portent deux groupements hydroxyles sur la chaine réunissant les deux
noyaux benzéniques (en position 3,4) (Guignard, 1979).

d) Flavonols
Ils dérivent des flavones par addition d’un groupement hydroxyle en position 3 de
I’hétérocycle C (Guignard, 1979) ; ils colorient certaines fleurs en jaunes (Richter,
1993).

e) Anthocyanine
Ils dérivent du grec (antho : fleur, cyan : bleu) (Valls et al., 2009). L’anthocyanine est
un pigment vacuolaire responsable de la couleur rouge ou bleue de beaucoup de fruits et

légumes comme les framboises, cassis, aubergines, betterave ... (Richter, 1993).



Il est également utilis¢é comme colorant alimentaire en plus de ses propriétés anti
oxydantes, anti-inflammatoires et anti cancérigenes. Ce sont des hétérosides d’unités
d’aglycone (anthocyanidine) dérivés de I’ion flavylium. Les propriétés chimiques, la
stabilité et la couleur sont influencées par le nombre de groupements hydroxyles, le
nombre et la nature du sucre lié a I’anthocyanidine (Valls et al., 2009) .

Tableau I: Les structures des principaux composés phénoliques (Valls et al.,2009)

Classes Structure Exemples Aliments
Acide Phénolique COOH | Acide Gallique -Café
Acide Acide Caféique -Raisins
hydroxycinnamique Acide Coumarique -vin
Stilbenes Resveratrol -Vin rouge
‘ o Piceid - raisins
‘ Viniferine
Flavones Apigenine -Celeri
o) ‘ Luteoline -Persil
‘ | -Vin banc
o}
Flavonols Quercétine -oignon
o) O Myricetine -cerise
‘ | Kaempferol -pomme
Rutine
OH
(0]
Flavanones Naringenine -Orange
o ‘ Hesperidine -Citron
‘ Eriodictiol
O
Flavanols Catéchine - Cacao
Proanthocyanidines o) ‘ Epicatéchine - chocolat
Tannins ‘ Epigallocatéchine - vin
o Procyanidine - thé
- pommes
Isoflavones © Genisteine - Soja
‘ | Daidzeine
‘ Glyciteine
o]
Anthocyanines Malvidine -raisin
ot ‘ Cyanidine - cerise
‘ = Malvidin-3-glucoside | - aubergine
~ o - betteraves




I-3-1-3 Les tanins

D’aprés Macheix et al. (2005) ; Valls et al. (2009) ils sont responsables du goit astringent et
amer des vins et de certains fruits et légumes (cacao, thé...). Ce phénomene varie et dépend
largement de leur degré de polymérisation et de leur structure (Valls et al., 2009). Les tanins
sont considérés comme une forme phénolique condensée capable de se lier aux protéines en
solution et de provoquer leur précipitation. Classiquement, on distingue deux groupes de
tanins qui difféerent par leurs propriétés chimiques et leurs compositions (Macheix et al.,
2005).

Les tanins hydrolysables

Tres répandus chez les dicotylédones, ils se caractérisent par le fait qu’ils peuvent se dégrader
par hydrolyse chimique (acide ou alcaline) ou enzymatique libérant alors une partie

phénolique (I’acide gallique ou I’acide ellagique) (Macheix et al., 2005).

Les tanins condensés

Se sont des oligo ou polymeres de flavane -3-ols et éventuellement de flavane-3,4-diols
(Figure3) (Richter, 1993). Contrairement aux tanins hydrolysables ils résistent a I’hydrolyse
et seules les attaques chimiques fortes permettent de les dégrader ; ils se transforment en
pigment rouge par un traitement acide a chaud ; c’est pour cette raison que la forme dimére ou

oligomeére est appelée proanthocyanidine (Macheix et al., 2005 ;Valls et al.,2009).

.—t"--.
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Figure 3 : Exemple de structure d’un tanin condensé
(Macheix et al., 2005)




I-3-1-4) Les stilbénes
Les stilbénes sont des phytoalexines (Sun et al ., 2006), des dérivés de phénylpropanoides,
produits par les plantes (Goodwin et al., 2000). D’aprés Serazedinova et al. (2005) leur

squelette est basé sur la structure des résveratroles (Figure 4).

Figure 4 : La structure des stilbénes
(Aslam et al., 2009)
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I-3-1-5) Lignines
Les lignines sont des composés phénoliques issues de la polymérisation des molécules de

phénylpropane (Jolivet et al., 2001). Se sont des mélanges de trois constituants
fondamentaux ; les alcools hydroxycinnamiques, coniféryliques et sinapyliques (Richter,
1993). Les lignines constituent 15 a 35% du bois des angiospermes et des gymnospermes
(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). Ils sont présents dans la paroi cellulaire associé avec
les celluloses et I’hémicellulose (Terashima et al., 2004).
I-3-2-Biosynthése des composés phénoliques
Les composés phénoliques sont synthétisés (figure 5) par plusieurs voies

a- Voie de shikimate
L’acide cinnamique se forme par I’intermédiaire de I’acide shikimique, autrement dit par la
voie de shikimate. Cette voie est aussi responsable de la synthése des acides aminés, parmi
lesquels, la phénylalanine (Richter, 1993), puis par désamination, aux acides cinnamiques et
a de trés nombreux dérivés : acide benzoique, lignane, coumarine, etc (Bruneton, 1993).

b- Voie des poly acétates
L’acide acétique occupe une position centrale dans la biosynthése des molécules complexes :
une série de condensation entre unités dicarbonées aboutit a des chaines
polycétométhyléniques qui conduisent a une variété de composés aromatiques (Bruneton,
2009). La diversité structurale des polyphénols est due a cette double origine biosynthétique

(Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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Figure 5 : les grandes lignes de biosynthése de quelques classes de composés phénoliques.

(Macheix et al., 2005)




Chapitre |1
Proprietes
biologiques des
COMPOSES
phenoligues



Les activités biologiques des plantes sont en relation directe avec la présence des métabolites
secondaires (Kamatou et al., 2008). Certaines de ces activités sont résumées dans
les paragraphes suivants

II-1-Action sur les végétaux

Les pigments de nature phénolique (anthocyanes, flavonols) participent a la coloration des
organes végétaux. Les insectes et les oiseaux sont attirés par certaines couleurs et peuvent de
ce fait assurer la pollinisation des graines (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Tous les composés phénoliques absorbent les rayonnements UV et participent a la
protection des végétaux contre les rayonnements solaires. Les lignines sont responsables de la
rigidité des fibres végétales (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006) et les stilbénes permettent
aux végétaux la résistance aux maladies fongiques (Sun et al., 2006).

II-2-Fonction organoleptique

Les composés phénoliques jouent un role important dans la qualité sensorielle
des fruits et 1égumes et autres plantes (Abu-Reidah et al., 2012).

Les polyphénols peuvent contribuer aux saveurs acides grace a la présence d’une fonction
carboxylique ; mais leur contribution est négligeable dans les milieux fortement tamponnés
comme les produits alimentaires d’origine végétale (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Les tanins sont responsables du gofit astringent et amer des vins et de certains fruits et
Iégumes (cacao, thé...) (Macheix et al., 2005 ;Valls et al., 2009) .Cette astringence dépend
largement du degré de polymérisation et de la structure de ces composés ( Valls et al.,2009).

I1-3- Interaction protéines- polyphénols

Le noyau phénolique est une unité structurale trés favorable a 1’interaction avec certaines
protéines par formation de liaisons hydrogénes et hydrophobes entrainant 1’inhibition de
certaines enzymes (Almajano et al., 2008).

D’apres Freitas et al. (2003) les polyphénols peuvent se lier a la protéine globulaire
(sérum albumine bovine) en plusieurs points de surface de leurs résidus aromatiques. Certains
polyphénols inhibent la phosphodiestérase de I’AMP, et 1’aldose réductase. D’apres
Bruneton (2009) les flavonoides inhibent certaines enzymes telles que 1’¢lastase.

La protéine kinase C et la phospho-inositide 3-kinase sont des enzymes impliquées dans
la régulation de la multiplication cellulaire et de 1’apoptose, sont efficacement inhibées par les

flavones et les flavonols (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).



I1-4- Activité antinutritionnelle
Les tanins ont le pouvoir de former des complexes avec les macromolécules, en particulier
avec les protéines (Bruneton, 2009). De ce fait, ils inhibent les enzymes digestives entrainant
la diminution de la digestibilité (Duenas et al., 2006).
I1-5-Activité antimicrobienne
I1-5-1- Activité antivirale
Les flavonoides et principalement les flavones et isoflavones possédent des propriétés
antivirales importantes mises en évidence « In Vivo» et« in Vitro» sur une gamme
importantes de virus ; aussi bien sur les virus a un brin que sur les virus a double brins
d’ADN ou d’ARN.
Les flavonoides affectent la machinerie métabolique du virus a différent niveaux (Figure 6)
v" La pénétration du virus dans la cellule hote
v’ Laréplication
v’ La traduction et la synthése des protéines impliquées dans la formation de 1’enveloppe
virale.
Des ¢études récentes ont montré 1I’impact des flavonoides sur le rétrovirus HIV responsable du
syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA); les flavones et isoflavones inhibent la
réplication du rétrovirus et la transcriptase réverse, comme ils peuvent agir sur les
glycoprotéines de surface en empéchant ainsi la liaison du virus sur la cellule hote (Andes et
al., 2009).
I1-5-2- Activité antibactérienne
Le phénol fut le premier antiseptique et désinfectant largement utilisé pour réduire le risque
d’infections durant les interventions chirurgicales .Il agit par dénaturation des protéines et
altération des membranes cellulaires des bactéries (Prescott et al., 2003).
Les flavonoides peuvent affecter la croissance et le métabolisme bactérien par inhibition de la
synthese de I’acide nucléique, inhibition des fonctions liées aux membranes cytoplasmiques et
du métabolisme énergétique.
Des études effectuées par Rodriguez vaquero et al. (2006) ont montré 1’effet bactéricide de

I’acide hydrocynamique sur Listeria monocytogenes. Cela est du
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Figure 6 : Mécanisme d’action des isoflavones sur le métabolisme du virus

(Andes et al., 2009)




a la propriété de la chaine latérale de 1’acide hydrocynamique qui est moins polaire comparée
aux autres composés phénoliques et peut ainsi facilement traverser la membrane cellulaire de
la bactérie et se lier aux constituants cellulaires perturbant ainsi le métabolisme bactérien.
D’autres études sur Escherichia coli et Salmonella enterica ont montré que  1’acide
coumarique, 1’acide cinnamique, 1’acide caféique, et I’acide ferulique provoquaient une
inhibition a une concentration ¢levée (10mg/ml).

I1-6- Activité neuroprotectrice

Selon les travaux de Boudet (2007) les composés phénoliques ont un effet protecteur
contre les maladies neuro-dégénératives telles que 1’ Alzheimer et la maladie de parkinson qui
sont associées au stress oxydatif.

II-7-Activité anticancérigéne

D’aprés Hale (2003) I’acide caf€ique et ’acide ferulique empéchent la formation du
cancer des poumons chez les souris. L’acide gallique inhibe la formation du cancer
cesophagien chez les rats.

Certains flavonoides sont anti cancérigeénes et inhibiteurs de la croissance des cellules
tumorales (Bruneton, 2009). Ils favorisent la génération de la prostaglandine a partir de
I’acide arrachidonique retardant ainsi la phase promotionnelle de la cancérogénése (De Majia
et al., 2010).

Les polyphénols inhibent la topoisomérase nécessaire a la division cellulaire, ainsi que
la prolifération des cellules cancéreuses (De Majia et al., 2010). Cette activité antitumorale
des polyphénols est due, d’aprés Shi et al. (2009) aux propriétés des tanins a se complexer
avec les protéines.

I1-8- L’activité antihypertensive

Selon Park et Jhon (2009) des études effectuées in vitro ont montré que les composés
phénoliques inhibent 1’enzyme responsable de la formation de I’angiotensine qui est a
I’origine de 1’augmentation de la tension artérielle.

I1-9- L’activité anti inflammatoire

Les composés phénoliques et précisément les anthocyanidines inhibent la lipoxygénase et
la cycloxygénase. Ces derniéres sont impliquées dans la biosynthése des médiateurs
inflammatoires lipidiques comme la leukotriene et la prostaglandine. L’inhibition de ces deux
enzymes prévient les maladies liées a I’inflammation (Xanthopoulou et al., 2009 ;

Sreerama et al., 2012).



II-10- Activité antioxydante

Plusieurs composés phénoliques extraits a partir de plantes sont des antioxydants
puissants (Shikanga et al., 2010). Les forts caractéres réducteurs et donneurs d’atome
hydrogéne des polyphénols se manifestent par des réactions rapides avec les espeéces
oxygénées réactives (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

D’apres Bruneton (2009) les acides-phénols sont des piégeurs de radicaux libres. Ils ont la
capacité¢ de réduire I’oxydation qui est a 1’origine de plusieurs maladies (Siddhuraju et
Manian, 2007).

Le groupe de composés naturels le plus exploré quant a leur activité antioxydante est celui
des flavonoides qui ont, selon Fotti et Ruberto (2001), des principes actifs capteurs de
radicaux libres oxygénés.

Les composés phénoliques peuvent défendre contre le stress oxydatif et les espéces
réactives de ’oxygene (Heo et al., 2006). IIs sont des chélateurs de métaux (Hayouni et al.,
2007).

Grace a cette activité biologique, les composés phénoliques sont utilisés comme des

ingrédients fonctionnels dans les produits alimentaires (Hayouni et al., 2007).
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III-1- Les radicaux libres

Un radical libre est une molécule ou espéce chimique instable (Cesarini, 2004 ;
Ratnam et al., 2006). Il a un ou plusicurs électron(s) non apparié(s), Il peut réagir
avec les molécules les plus stables pour apparier son électron (Demoffarts et al.,
2005), sa durée de vie est trés courte et les réactions induites se font généralement en
chaine conduisant a des I¢ésions cellulaires importantes (Cesarini, 2004).

II1-1-1-Les sources des radicaux libres

D’aprés Thomas et al. (2010), les radicaux libres sont des espéces réactives de
I’oxygene, produits dans le corps comme sous produits de la respiration cellulaire
aérobie. Plusieurs tissus peuvent synthétiser les ERO durant I’exercice (Powers et
al., 2011 ). Ces espéces peuvent se former lors de la synthése de I’ATP mitochondrial
et le métabolisme oxydatif (Poston et Raijmakers, 2004). Les conditions
pathologiques ou I’exposition aux différents facteurs exogénes favorisent la formation
des ces radicaux (Jayaprakasha et al., 2006).
Les principales sources des radicaux libres peuvent €tre nombreuses et variées ; elles
sont résumées dans le tableau I11

Tableau II : Les principales sources des radicaux libres
(Poortmans et Boisseau, 2003)

Endogénes

Exogénes

% Mitochondries

% Phagocytoses

<+ Métaux de transition
% Peroxysomes

< Inflammation

% Choc

Cigarette

Radiation ionisantes
Pollution diverses
Rayonnement UV
Produits chimiques
Ozone

ITI-1-2-Les cibles des radicaux libres
III-1-2-1- Les lipides
Selon Cherubini et al. (2005) la peroxydation des lipides est 1’une des principales
conséquences des radicaux libres, c’est une réaction en chaine qui continue jusqu'a
I’épuisement du substrat ou 1’arrét de la réaction par I’intervention des antioxydants.
La peroxydation des phospholipides membranaires provoque des dommages
cellulaires importants qui sont dus a la fragmentation de la chaine lipidique,
réticulation des lipides et I’endocyclisation, donnant des esters d’acides gras

provoquant le changement de la fluidité et la perméabilité des membranes cellulaires



induisant D’altération des propriétés fonctionnelles des cellules, a I’origine de
plusieurs maladies (Poston et Raijmakers, 2004).
II1-1-2-2- Les protéines

Les ERO peuvent attaquer les protéines (Agostinho, 1996), provoquant leur
dénaturation et inactivation par oxydation des acides aminés, désamination en dérivés
carbonylés et fragmentation des chaines polypeptidiques (Cherubini et al., 2005).
I11-1-2-3-L’ADN

Les bases de I’ADN sont en effet trés sensibles aux attaques par les radicaux libres,
qui induisent la formation de nombreux dérivés, par oxydation ou fragmentation.
(Cherubini et al., 2005).

Les ERO peuvent causer la rupture de ’ADN (Deaton et Marlin, 2003) en
provoquant des lésions au niveau des di nucléotides mono phosphate (Box et al.,
2001) ce qui induit des mutations qui contribuent a la cancérogénése (Jayaprakasha
et al .,2006). IIs peuvent aussi provoquer directement 1’altération de 1’expression des

genes (Fu et al., 2011).
III-2- Stress oxydatif

L’augmentation de la production des radicaux libres dans la cellule provoque le stress
oxydatif (Powers et al., 2011) qui est un déséquilibre de la balance physiologique
entre les oxydants et les antioxydants (Deaton et al., 2003 ; Jearamraja, 2005). Il se
produit lorsque la génération des radicaux libres excéde la capacité du mécanisme de
défense des antioxydants (Poston et Raijmakers, 2004).
ITI-2-1-Origine du stress oxydatif

Le stress oxydatif est un événement important dans la cellule (Theriault et al.,
2006). Les effets de ce stress sont les conséquences de 1’oxydation des molécules
importantes (Jearamraja, 2005), tels que les lipides, les protéines et I’ADN (Thomas
et al., 2010).
I1I-2-2-Maladies li¢es au stress oxydatif

Le stress oxydatif provoqué par les ERO jouent un rdle important dans
I’apparition de plusieurs maladies chroniques et dégénératives (Fu et al., 2011 ; Nair
et al., 2012). Le stress oxydatif provoque 1I’oxydation des lipides de la membrane
cellulaire (Sun et al., 2011) et affecte les fonctions physiologiques et mentales (Miwa
et Fujita, 2008).

Certaines maladies liées aux stress oxydatif sont résumées dans le tableau suivant



D’apres Miwa et Fujita (2008) le stress oxydatif augmente par la présence de
divers facteurs de risques tels que: le tabagisme I’hypertension, le diabéte et
I’obésité.

I1I-3-Les antioxydants

Un antioxydant est défini comme une substance qui retarde ou empéche
l'oxydation d’un substrat oxydable (Deaton et Marlin, 2003). Les antioxydants
peuvent empécher ou retarder le processus d'oxydation causé par les radicaux libres et
les espeéces réactives de l'oxygene (Heo et al., 2006 ; Vannucchi et al.,2007).
D’origine diverses, ils peuvent étre produits dans I’organisme, ou étre apportés par
I’alimentation ou bien issus d’une synthése chimique (Tamimi et al., 2002). Les

antioxydants des plantes sont hydrosolubles (Hayouni et al., 2007).

III-3-2-Classification des antioxydants

On distingue deux grandes classe d’antioxydants ; enzymatiques et non enzymatiques.
Les principaux antioxydants sont résumés dans la figure 7.

II1-3-3-Systéme de défense des antioxydants

Le systeme de défense des antioxydants est composé de molécules de faible poids
moléculaire ; enzymes intracellulaires, les vitamines (A, E, C...), les composés
phénoliques et certain minéraux tels que le Zinc et Magnésium qui jouent le role de
cofacteurs pour 1’action des enzymes antioxydantes (Vannucchi et al., 2007).
II1-3-3-1-Systéme de défense enzymatique
Les enzymes constituent la premicre ligne de défense contre les radicaux libres
(Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin, 2011).

» Superoxide dismutase (SOD)

Elle est la premicre ligne de défense contre les radicaux libres (Gaté et al.,
1999) ; c’est une métalloprotéine possédant du fer et zinc dans son site actif
(Poortmans et Boisseau, 2003). Elle catalyse la conversion de 1’anion superoxyde
(O27) en peroxyde d’hydrogéne (H,O,) (Gaté et al., 1999 ;Ratnam et al., 2006 ;
Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin,2011).
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Figure 7 : Classification des antioxydants
(Ratnam et al., 2006)




» Catalase (CAT)

C’est une enzyme qui nécessite un cofacteur (Cu) pour sont fonctionnement
(Poortmans et  Boisseau,2003). Elle catalyse la décomposition de peroxyde
d’hydrogéne (H,O, ) en H,O et O, (Gaté et al., 1999 ;Ratnam et al., 2006 ;
Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin, 2011).

» Glutathion peroxidase(GPX)
C’est une selénoenzyme (Poortmans et Boisseau, 2003) qui détruit le peroxyde
d’hydrogene et I’ hydroperoxyde organique (Parrilla-Taylor et Zenteno-Savin,
2011).
I11-3-3-2- Systeme de défense non enzymatique
» Lavitamine E

La vitamine E ou a tocophérol (Figure 8) est un antioxydant lipophile (Gaté et
al., 1999 ; Alzoubi et al., 2012). Elle agit sur les membranes cellulaires en inhibant
I’oxydation des acides gras polyinsaturés (Fardet et al., 2008) et clle réduit la
formation des radicaux libres tels que les lipoperoxydes et les radicaux d’oxygene
(Gaté et al, 1999). Cette vitamine inhibe la propagation de la réaction de
peroxydation (Gouttebel et al., 1996).

Des études récentes ont montré que la vitamine E prévient certaines maladies comme

1'Alzheimer et retarde le vieillissement cellulaire ( Alzoubi et al., 2012).

Figure 8 : Structure de la vitamine E

(Bast et Haenen, 2002)




» La vitamine C
La vitamine C ou I’acide ascorbique (Figure 9) est un antioxydant hydrosoluble,

connu pour son pouvoir réducteur important. Il inhibe la peroxydation des lipides
dans le plasma (Gaté et al., 1999) et piége le radical (O,") par formation du radical

semi dehydroascorbate qui est réduit par le glutathion (Ratnam et al., 2006).

Figure 9 : Structure de la vitamine C
(Gaté et al., 1999)

» La vitamine A
D’apres Gaté et al. (1999) la vitamine A ou rétinol (Figure 10) est un antioxydant
lipophile qui protege les membranes biologiques et le LDL contre le stress oxydatif, et

agit en synergie avec la vitamine E pour mieux combattre 1’oxydation.

CHa CHs CHg
CH
CHs

Figure 10 : Structure de la vitamine A
(Gaté et al., 1999)

> .Les composés phénoliques
Ils peuvent servir comme antioxydants (Falleh et al., 2011 ). IIs répriment la
formation des especes radicalaires par inhibition d’enzymes intervenant lors de la
formation des radicaux libres (xanthine oxydase, protéine kinase C), par chélation de
métaux lourds ou encore comme des donneurs d’hydrogeéne en phases aqueuses ou

lipidiques (Rocha-Guzman et al., 2007).
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Les principes actifs des plantes sont des composants essentiels d'une grande partie de
nos médicaments et produits de soins ; grace a la présence de métabolite actifs qui agissent
directement sur I’organisme (Zeghad, 2009).

IV-1-Romarin ( Rosmarinus officinalis)

Il appartient a la famille des Lamiaceaes, il est trés commun dans tous le bassin
méditerranéen (Bruneton, 1999). Sclon Gonzalez-Trujano et al. (2007) le romarin
(figure 11) est un petit arbuste aromatique, mesurant environ 0,8- 2m, ces fleurs sont violettes
avec des bouts violet-bleus. Cette plante possede des feuilles touffus, persistantes et qui sont
sessiles, opposées, lin€aires et coriaces, enroulées sur les bords  (Bruneton, 1999 ; Zegura
et al., 2011). Elle est riche en métabolites actives, et utilisée en médecine traditionnelle

(Abutbul et al., 2004).

Figure 11: Rosmarinus officinalis dans son milieu naturel

IV-2-Myrte (Myrtus communis)

Le myrte (figure 12) est connue comme une plante médicinale (Aidi Wannes et al., 2009)
appartient a la famille des Myrtaceae (Aidi Wannes et al., 2010). C’est un arbuste annuel, il
se développe dans plusieurs régions partout dans le monde (Aydin et Ozcan, 2007). C’est
une plante aromatique trés odorante, le myrte est diploide (Messaoud et al., 2011), il a des
fleurs blanches. Ses fruits sont sphériques rouge-pourpres foncées (Montoro et al., 2006) de
diamétre 5 millimétre avec de nombreuses graines (Barboni et al., 2010). Ces feuilles sont
ové-lanceolées aigu, coriace, ponctuer (Messaoud et al., 2011) et sclon Hayder et al. (2004)

elles sont riches en huiles essentielles.



Figure 12: Myrtus communis dans son milieu naturel

IV-3-Genévrier (Juniperus communis)

Le genévrier (figure 13) est un gymnosperme (Garcia et al., 1999) de la famille des
Cupressaceae. C’est un arbrisseau buissonnant a ramure serrée, il est commun dans les
régions montagneuses et les landes de I’hémisphere nord (Bruneton, 1999). Cette arbuste est
un conifére (Gordiena et al., 2009). Les feuilles, étroites, lin¢aires et verticillées par trois,
sont effilées en une pointe piquante (Bruneton, 1999). Les fruits sont bleuatres et glauques a

maturité (Mansouri et al., 2011).
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Figure 13: Juniperus communis dans son milieu naturel



I'V-1-4-Arbousier (Arbutus unedo L.)

L’arbousier (figure 14) est une plante médicinale (Afkir et al., 2008) de la famille des
Ericaceae ( Fiorentino et al., 2007). D’apreés Oliveira et al. (2009) elle est fréquente dans les
régions méditerranéennes. C'est un arbuste touffu de 1,5 a 3 m de grandeur (Celikel et al.,
2008), il produit des fruits sphériques rouges (Oliveira et al., 2011) de 2 a 3 cm de diamétre.
Ces feuilles sont persistantes (Celikel et al., 2008), ovales, a bordure dentée d’une dizaine de
centimetres de long, ils sont vert foncé au-dessus, vert pale dessous (Soufleros et al.,2005).
L’arbousier est rarement consommé a ’état frais mais il est utilisé lors de la fabrication de

boissons alcooliques, confitures et gelées (Mendes et al., 2011).

Figure 14 : Arbutus unedo dans son milieu naturel
IV-5-Globulaire (Globularia alypum L.)
Globularia alypum L appelée communément Tasselgha (figure 15) est une plante médicinale
(Taleb-Dida et al., 2011) de la famille des Globulariaceae (Es-Safi et al., 2007). C’est un
arbuste rameux d’environ 60 cm de hauteur. Les feuilles du globulaire sont coriaces,
glauques, de forme ovale, se terminant en une petite pointe. Ces fleurs sont petites bleus et

odorantes (Katz et al., 2003), atteignent pr

¢s de 2 cm de diamétre (Boutiti, 2005).

Figure 15: Globularia alypum L. dans son milieu naturel
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Chapitre V

Mateériel et
Meéthodes



V-1-Matériels végétals
Cette étude a été réalisée sur différentes échantillons de poudre de feuilles de cinq plantes,
disponibles au laboratoire d’alimentation et nutrition. Elles sont obtenues aprés séchage,
broyage et délipidage des échantillons récoltés.
Ce délipidage est rendu nécessaire en raison des teneurs en maticres grasses enregistrés et de
la présence de pigments chlorophylliens.
Nous disposons ainsi des poudres de feuilles de :

e Romarin ( Rosmarinus officinalis)

e Myrte (Myrtus communis)

e Genévrier (Juniperus communis)

e Arbousier (Arbutus unedo L)

e Globulaire (Globularia alypum L)
V-2-Méthodes
V-2-1-Extraction des polyphénols
Principe
L’extraction se présente comme une interaction solide/liquide (Ben amor, 2008).
Le transfert de molécules actives recherchées, vers le milieu extérieur, a lieu grace a une
diffusion ayant pour ¢lément moteur le gradient de concentration en soluté entre la solution au
voisinage intime de la phase solide (plus concentrée) et la phase liquide. La diffusion se
poursuit jusqu'a I’épuisement de la phase solide (Lapornik et al., 2005).
Mode opératoire
L’extraction des composés phénoliques (Figure 16) contenus dans nos échantillons a été
réalisée selon la méthode de Ranalli et al. (2006) rapportée par Zaidi et al. (2009). Nous
avons utilis€¢ trois solvants: acétone/eau (70/30), éthanol/eau (70/30) et méthanol /eau
(70/30). Une extraction avec une solution de NaOH (1N) est réalisée sur les résidus solides

d’échantillon pour doser les acides phénoliques attachés a la paroi cellulaire (Scehovic, 1990).
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Figure 16: Protocole d’extraction des composés phénoliques
(Ranalli et al., 2006)

V-2-2-Analyses phytochimiques
Les phénols totaux solubles, les phénols totaux attachés a la paroi et les phénols non attachés

a la protéine sont dosés (Figure 17) selon la méthode de Singleton et al. (1999). Les teneurs



en flavonoides sont évalués (Figure 18) selon la méthode décrite par Lamaison et Carnet
(1990). Pour les phénols polymérisés (Figure 19) nous avons utilis¢ la méthode de
Hagerman et Butler (1978).

V-2-2-1-Dosage des polyphénols totaux solubles et les phénols attachés a la paroi
Principe

Le réactif de folin-ciocalteu (mélange d’acide phosphotungstique et phosphomolibdique)
oxyde les phénolate induisant ainsi a la formation d’un complexe bleu de molybdéne-
tungsténe (Blouin et al., 1998 ; Carrasco et al., 2005). La coloration produite absorbe
fortement a une longueur d’onde 760 nm. (Ribereau-Gayon, 1968).

Mode opératoire

Extraits acétonique(70%) ou éthanoliques(70%) ou
méthanoliaues(70%) ou I’extraits a NaOH

v v v v v
Romarin Myvrte Genévrier Arbousier Globulaire Blanc
gog 000 000 000000 O
50 ul de chaaue extrait [ 50 ul d’acétone ou d’éthanol ou du méthanol ou NaOH D
N —
250 ul du réactif Folin ciocalteu
A 4
3000 ul d’eau distillée
Y
Agitation au vortex et laisser Smin
v
750 ul de la solution Na,COs (20%)
L 2
950 ul d’eau distillée
4

Incubation 2h a 1’obscurité
Y

Lecture de ’absorbance a 760 nm

Figure 17 : protocole de dosage des composés phénoliques totaux solubles et les I
ique

phénols attachés a la paroi

(Singleton et al., 1999)

Principe



Le dosage repose sur la capacit¢ des flavonoides a former des complexes flavonoide-
aluminium qui donnent une couleur jaune (Ribéreau-Gayon, 1968).

Mode opératoire

Extraits acétonique(70%)ou éthanoliques(70%)ou méthanoliques(70%)

v v v v v

Romarin Myrte Genévrier = Arbousier Globulaire Blanc
2 ml de chaque extrait 2 ml d’acétone (70%) ou d’éthanol (70%)
ou de méthanol (70%)
S~—
————
2 ml de AICl;a (2%)
y
Agitation au vortex
4
Incubation 15 min a I’obscurité
A 4

Lecture de 1’absorbance a 430 nm

Figure 18 : Protocole de dosage des flavonoides
(Lamaison et Carnet, 1990)

Les résultats sont rapportés a une courbe d’étalonnage (annexe 02) avec la quercétine

comme standard.

V-2-2-3-Dosage des phénols polymérisés et des phénols simples non attachés a la
protéine

Principe

L’utilisation de la BSA permet de précipiter les tanins contenus dans I’extrait en formant un
complexe avec eux. La mise en évidence des tanins se fait par leur couplage a ’ion ferrique
dans une solution alcaline contenant le détergent SDS donnant une couleur violacée
(Scehovic, 1990).

Mode opératoire

Extraits acétonique(70%)ou éthanoliques(70%)ou méthanoliques(70%)
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Figure 19 : Protocole de dosage des phénols polymérisés et des phénols simples non

attachés a la protéine

( Hagerman et Butler, 1978)

Les résultats sont rapportés a une courbe d’étalonnage (Annexe 03) avec de I’acide tannique

comme standard.

V-2-3-Détermination de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante a été évaluée par deux méthodes :

e L’inhibition de la peroxydation de I’acide linoléique (Figure 21) selon Osawa et

Namiki (1981).

e L’activité antiradicalaire (Figure 21) rapportée par Turkmen et al. (2006).




V-2-3-1-Inhibition de la peroxydation de I’acide linoléique
Principe

Elle évalue le taux de peroxydes présents dans le milieu réactionnel par le FeCl, et le
thiocyanate d’ammonium. Durant I’oxydation de 1’acide linol¢ique il ya formation du
peroxyde qui a son tour assure ’oxydation du Fe*" en Fe’* (rouge brique). Ce dernier se lie
avec le thiocyanate d’ammonium pour former un complexe ayant un maximum d’absorbance
a 500 a nm (Osawa et Namiki, 1981).

Mode opératoire

Extraits acétonique (70%) ou éthanoliques (70%) ou méthanoliques(70%)

v v v v v
Romarin Myrte Genévrier Arbousier Globulaire Blanc

goo0 000 000 000 000§

AN I
—

2.05ml d’acide linoléique (2.51%)
4

4ml de tampon phosphate (0,05M, PH 7)
Y
1,95ml d’eau distillée

4

Incubation a 40°C
vy

Chaque 24h, 50ul du mélange est prélevé

vy
4,85ml d’éthanol (75%) +50ul de thiocyanate d’ammonium

— -

Lecture de I’absorbance a 500nm 3min apres 1’addition de 50ul

jusqu'a ce que I’ Abs atteigne sa
valeur maximale au bout de 96h

Cette procédure est répétée

de FeCl, (0,02M)
N
’sultats ant AxvaarisnAc anmaman cuaat .
Figure 20 : Inhibition de la peroxydation de 1’acide linoléique
% d’inhibitio (Osawa et Namiki, 1981) rait
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V-2-3-2- Mesure de ’activité antiradicalaire contre le DPPH

Principe



Elle permet d’exprimer la capacité a piéger le radical libre (DPPH). Les antioxydants présents
dans les extraits des plantes peuvent donner un hydrogéne en réduisant le DPPH
(Mohammedi, 2006).

La solution méthanolique de DPPH présente une coloration violette sombre ; en présence d'un
antioxydant (Figure 21), la forme réduite de DPPH-H confére a la solution une coloration

jaune et par conséquent une diminution de 1'absorbance (Zaghad, 2009).

. e " T
O2N N—N + ROH — O2N N—N: o
ph en

NO2 NO2

DPPHH (Jaune) Flavonoide radical

DPPH (Violet) Flavonoide < ‘
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Figure 21 : Piégeage de DPPH par les flavonoides

(Zaghad, 2009)

Mode opératoire

L’activité antiradicalaire contre le radical DPPH est évaluée selon le protocole de
Turkmen et al. (2006).
Cette activité est estimée par le pourcentage de décoloration du DPPH selon la formule :
AA (%) = (Abs contréle —Abs test)/Abs controle*100
AA (%) : Activité antiradicalire (%)
Abs contrdle : Absorbance de la solution de DPPH
Abs test : Absorbance de la solution de DPPH plus I’extrait.

Extraits acétonique(70%)ou ethanoliques(70%)ou méthanoliques(70%)
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Figure 22 : Activité scavenger du radical DPPH
(Turkmen et al., 2006)

V-2-4- Analyse statistique
Toutes les déterminations ont été réalisées en triple. Les résultats ont fait 1’objet d’une analyse

statistique (ANOVA et comparaison des moyennes) au moyen du logiciel STATISTIX7. Ces

résultats sont considérés significatifs a P<0,05.



Chapitre VI

Résultats et
discussions



VI-1-Résultats

VI-1-1-Teneurs en phénols totaux (solubles et attachés a la paroi)

La teneur en phénols totaux solubles (Figure 23) varie en fonction du solvant utilisé
(P<0,05) et du substrat végétal. Des différences significatives de teneurs sont relevées.
Pour les extraits a 1’acétone, le myrte est le substrat le plus riche (p<0,05) en phénols totaux
solubles (176,02 mg EAG/g) suivi du I’arbousier (130,67 mg EAG/ g) puis du globulaire
(94,93mg EAG/g) ; le romarin et le genévrier enregistrent les teneurs en phénols totaux

solubles les plus faibles (42,55 et 29,59 mg EAG/ g respectivement).

mg EAG/g
200 -
180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0 -

Substrats

Romarin Myrte Genevrier Arbousier Globulaire

M Acetone70% ® Ethanol70% 1 Methanol70%

Figure 23 : Teneurs en polyphénols totaux solubles des feuilles des plantes (en mgEAG/g )
Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement differentes entre elles (p>0.05)

La plus grande teneur (p<0,05) en phénols totaux solubles pour les extraits a 1’é¢thanol
est notée chez 1’arbousier (129,18 mg EAG/ g) suivi du myrte (82,23 mg EAG/ g) puis du
globulaire et du romarin (64,16 et 67,54mg EAG/ g respectivement). Les deux derniers ne
présentent pas de différences significatives entre eux (p>0,05).

Le genévrier affiche la plus faible teneur (p>0,05) en phénols totaux solubles (27,53 mg
EAG/g).

Le myrte et I’arbousier extraits par le méthanol sont les substrats les plus riches en PTS
(88,15 et 85,01 mg EAG/ g respectivement ; DNS a Py 0,05). Les faibles teneurs en PTS sont

enregistrées pour le globulaire et le romarin (22,07 et 20,11 mg EAG/ g respectivement).



La mise en évidence de phénols attachés a la paroi cellulaire (figure24) montre qu’aucun
des solvants n’a pu extraire la totalit¢ des phénols présents dans les feuilles des plantes
utilisés.

Nos données analytiques montrent que la fraction en phénols attachés a la paroi est plus
faible aprés extraction a 1’acétone (8,5 a 29,6 mg EAG /g contre 22,5 a 29,68 mg EAG/g pour
I’éthanol et 25,4 a 64,7mg EAG /g pour le méthanol).
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Figure 24: Teneurs en acides phénoliques attachés a la paroi cellulaire des feuilles de plantes (en mg
EAG!/ g d'échantillon)
Les valeurs suivies la méme lettre ne sont pas significativement differentes entre elles p>0.05

Compar¢ aux autres plantes et pour un méme solvant, le romarin présente les plus faibles
teneurs en phénols attachés a la paroi (8,5 pour I’extrait acétonique a 25,4 mg EAG /g pour
I’extrait méthanolique).

Les analyses statistiques montrent que la teneur en acides phénoliques (figure 24) varie en
fonction du solvant utilisé et du substrat végétal.

La comparaison des moyennes classe les différents extraits en 7 groupes homogenes (annexe
04)

La figure (25) montre qu’a I’opposé du méthanol, 1’acétone solubilise une plus forte
proportion de phénols des feuilles du myrte (88,34 %), de I’arbousier (88,52%), du globulaire
(86,76%) et du romarin (83,22%).
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Figure 25: Proportion en phénols totaux solubles et phénols attachés a la paroi des
feuilles de plantes (en % de phénols totaux)

VI-1-2-Teneurs en flavonoides

D’apres les résultats analytiques qui sont traduits sous forme d’histogramme on constate
que la teneur en flavonoides dépend du solvant utilisé et du substrat végétal auquel il est
appliqué (figure 26).

L’¢éthanol s’avére le solvant le plus efficace pour 1’extraction des flavonoides lorsqu’il est
appliqué au romarin, genévrier et globulaire; pour les autres plantes (myrte et arbousier)
I’acétone est meilleur extracteur des flavonoides.

Pour le méme solvant (I’acétone), 1’extrait de I’arbousier est le plus riche (p<0,05) en
flavonoides (4,65mg EQ/g); il est suivi du myrte (4,41mg EQ/g), puis du globulaire et
genévrier (2,35 et 0,99 mg EQ/g respectivement). La faible teneur est notée pour le romarin.

(p<0,05) (0,55 mg EQ /g).
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Figure 26 : Teneurs en flavonoides des feuilles de plantes ( en mg EQ/g d'echantillon)
Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement differentes entre elles(p>0.05)

Pour les extraits éthanoliques, la plus fort teneur en flavonoides est enregistrée pour
I’arbousier (p<0,05) (4,42mg EQ /g). Le globulaire et le myrte suivent avec 3,79 et 2,99 mg
EQ/g respectivement. Les plus faibles teneurs en flavonoides sont notées pour le romarin
(1,84 mg EQ /g) et le genévrier (1,17 mg EQ/g).

Pour les extraits a méthanol le globulaire est le substrat végétal contenant la teneur la plus

importante en flavonoides (p<0,05) (3,32mg EQ/g) suivi du myrte et de 1’arbousier (3,24 et
3,15 mg EQ/g respectivement) ; ces derniers ne présentent pas de DS entres eux (p>0,05). Les

faibles teneurs sont observées chez le genévrier et le romarin (0,88 et 0,84 mg EQ /g

respectivement).

VI-1-3-Teneurs en phénols polymérisés
D’apres les résultats obtenus dans la figure 27, la teneur en phénols polymérisés varie
en fonction du solvant utilisé¢ et du substrat végétal auquel il est appliqué.
Le dosage des phénols polymérisés indique que 1’extrait de 1’arbousier par le méthanol
est le plus riche (p<0,05) en ces composés (13,75 mg EAT /g) ; il est suivi du myrte (12,66
mg EAT /g) puis du genévrier et globulaire (4,66 et 4,78 mg EAT /g respectivement). La

faible teneur est enregistrée chez le romarin (2,26 mg EAT/ g).
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Figure27 :Teneurs en phénols polymérisés des feuilles des plantes (en mg EAT/g)

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes entre elles (P>0,05)

Le myrte lorsqu’il extrait par 1’éthanol affiche la plus grande teneur (p<0,05) en phénols
polymérisés (7,73 mg EAT/ g) suivi de I’arbousier (5,39 mg EAT/ g) puis du genévrier (4,85
et 0,07 mg EAT / g). Le romarin (4,08 mg EAT/g) et le globulaire (2,66 mg EAT / g) sont les
substrats les plus pauvres en phénols polymérisés.

Appliqué sur le myrte et ’arbousier, 1’acétone permet d’extraire les mémes teneurs en PP
(7,60 et 7,86 mg EAT/ g respectivement) ; elles sont comparables (p»0,05) a celles affichés
chez le myrte lorsqu’il est extrait par I’éthanol (7,7 mg EAT/ g).

Le méthanol s’avere le solvant le plus efficace pour I’extraction des phénols polymérisés
lorsqu’il est appliqué sur le myrte et ’arbousier. Il a le méme pouvoir d’extraction des
phénols polymérisés que 1’éthanol lorsqu’il est appliqué sur le genévrier.

L’aptitude des phénols totaux solubilisés (figure 28) par les différents solvants varie d’une
plantes a une autre.

A I’exception du genévrier et myrte, les extraits a I’acétone des autres plantes affichent une
plus forte affinité aux protéines (87 a 98%). Dans une moindre mesure le méme
comportement est noté pour les extraits a I’éthanol : 66% pour genévrier et 76,2% pour le
globulaire ; les extraits de myrte, romarin et arbousier sont intermédiaires entres les deux

(71,5 a 74, 8 respectivement).
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Figure 28: Proportion en phénols attachés a la proteine des feuilles des plantes (en % des
phénols totaux solubles)

Les extraits aux méthanols affichent une différence de comportement en présence de BSA ;
pour le genévrier, nous observons que 87,1% des PTS se lient a la protéine ; cette aptitude
diminue pour atteindre 60 et 64% (myrte et arbousier respectivement) et 40% pour le
globulaire.

C’est I’extrait au méthanol de romarin qui se lie le moins a la BSA (21,26%).

VI-1-4-Inhibition de la peroxydation de I’acide linoléique

L’inhibition de la peroxydation de I’acide linoléique (figure 29) varie fortement (51,77 a
96,6 %) d’un extrait a un autre.
Quelque soit le solvant utilisé, ce sont les extraits de globulaire qui inhibent le plus la
peroxydation (90,7 a 96,6 %). Nous notons que les extraits acétoniques des différentes plantes
présentent la plus faible activité comparativement aux extraits a éthanol et méthanol
correspondants. Selon nos résultats, le classement des extraits a 1’acétone s’établie comme
suit :

Globulaire > Genévrier > Myrte > Arbousier > Romarin.
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Figure 29 : Inhibition de la peroxydation de I'acide linoléique

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativemenet différentes

La substitution de I’acétone par 1’éthanol s’accompagne d’une amélioration systématique
de cette activité inhibitrice. La plus forte augmentation est relevée pour le romarin (40 %)
contre 2,18 % pour le globulaire ; le genévrier, le myrte et I’arbousier sont intermédiaires avec
des améliorations respectives de 6,5, 12,4, 13,8 %.

Le méme phénomene est observé lorsque le méthanol est utilisé. L’inhibition de la
peroxydation de I’acide linoléique s’établi entre 79,6 et 96,64 % , avec une amélioration de

6,5 % (globulaire) et 78,8 % (romarin) par rapport a I’acétone.

VI-1-5-Activité antiradicalaire des extraits de plantes

La figure (30) montre une grande variabilité d’activité antiradicalaire des différents extraits
des plantes testés.

Globalement, les extraits de myrte manifestent une grande activité que les extraits
correspondant des autres plantes.

Lorsque ’acétone est substituée de méthanol, nous observons une variation de la réponse
qui dépend de la plante utilisé : pour le romarin, I’arbousier et le globulaire nous notons des
améliorations de I’inhibition de DPPH de 1,59, 3,43 et 2,02 % alors que pour le genévrier

nous notons une baisse de 1,7 % ; ’activité de myrte est maintenue constante.
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Figure 30 : Activité antiradicalaire des extraits des feuilles de plantes (en % de réduction des feuilles
des plantes)
Les valeurs suivis de 1la méme léttre ne sont pas significativement differentes entre elles p>0.05

Dans le cas de I'utilisation de 1’éthanol a la place de I’acétone seuls les activités de trois
plantes sont modifiées : une augmentation de 4,35 et 1,65% respectivement pour I’arbousier et

globulaire alors que I’activité de 1’extrait de genévrier diminue de 23,84 %.



VI-2- Discussion générale

De nombreux auteurs attribuent diverse propriétés biologiques des plantes a leurs
métabolites secondaires particulierement les composés phénoliques. La mise en évidence de
tels composés (phénols totaux, flavonoides, tanins) dans les feuilles des plantes étudiées est en
accord avec les données de nombreux auteurs (Oliveira et al., 2009 ; Trabelsi et al., 2010 ;

Tuberoso et al ., 2010) travaillant sur différentes plantes.

Nos données analytiques montrent que les teneurs varient de 20,11 a 176, 06 mg EAG/g
pour les phénols totaux solubles, de 0,55 a 4,65 mg EQ/g pour les flavonoides et de 1,18 a
13,95 mg EAT/g pour les tanins. Une comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature
est difficile en raison de l’influence de divers facteurs propres a la plantes (les facteurs
génétique liés au cultivar, le degré de maturation et 1’age des feuilles ...), les condition
climatiques et environnementales (site de croissance, température...) et des méthodes
d’extraction et de dosages (type de solvant et sa concentration, méthodes et température
d’extraction, temps et nombres d’étapes de macération...) des composés phénoliques
(Makkar, 2003; Nazck et Shahidi, 2004).

Globalement, nos données analytiques de dosage des composés phénoliques s’intégrent
dans D’intervalle des données rapporté par la bibliographie (Gardeli et al., 2007; Aidi
Wannes et al.,2010 ;Tuberoso et al., 2010) pour les plantes étudiées.

Nous avons observé que l’acétone /eau est plus efficace que 1’éthanol/eau et le
méthanol/eau avec des différences allant de 25,77 a 88,58 % pour les phénols totaux solubles,

de 4,94 a 88,17% pour les flavonoides et de 9,24 a 91,54% pour les tanins.

Des résultats similaires sont rapportés par Tabart et al. (2007) dans le cas des feuilles de
raisins noirs ; Zaidi et al. (2009) et Alarcon Flores et al. (2012) dans le cas de l'olivier ;
Turkmen et al. (2006); Wijekoon et al. (2011) ; Spignon et al. (2007) travaillant sur le thé
noir et vert, Etlingera elatior et les raisins confirment cette variabilité de teneurs des extraits

en fonction du solvant utilisé.

Selon Tabart et al. (2007), le choix du solvant affecte la quantité et le taux des
polyphénoles extraits grace a la polarité du solvant et la solubilité des composés phénoliques
dans ce dernier. Le méthanol 70% est le meilleur solvant pour extraire les catéchines alors que
I'acétone 70% est meilleure pour extraire les procyanidines et les phénols attachés aux
protéines puisque il dégrade le complexe polyphénoles-protéines. Le méthanol par sa

polarité est plus efficace pour extraire les phénols attachés a la matrice fibreuse.



La présence de phénols attachés a la protéine est mise en évidence dans le présent travail ; ces

derniers sont libérés apres traitement a la soude.

Nous avons observé que chacun des quinze extraits de plantes exerce une activité
antioxydantes mesurée par I’inhibition de ’acide linoléique et I’activité antiradicalaire. Cette
derni¢re contre le radical DPPH varie de 75,11 a 95,41% ; DP’activité inhibitrice de la
peroxydation de I’acide linoléique varie de 51,77% (romarin) a 96,64 % (globulaire). Nos
résultats sont en accord avec les données de nombreux auteurs (Yesil-Celiktas et al., 2007 ;

Brétta et al., 2011) travaillant sur divers extraits de plantes .

Djeridane et al. (2006) et Popovici et al. (2009) attribuent cette activité aux composés
phénoliques des plantes et a leurs propriétés redox qui agissent comme réducteurs, donneurs

d'hydrogene et trompeur de 'O, singulet.

Selon Pabuccuoglu et al. (2003) les polyphénols, les tanins et les flavonoides ont une action
antiradicalaire due a leurs groupements phénoliques hydroxyles. Madi (2010) affirment que
I’activité¢ antioxydante dépend essentiellement de nombre de groupement hydroxyle, leur
position, et les radicaux liés au squelette moléculaire. Les différences d’activités antioxydant
relevées dans notre cas seraient liées aux différences de composition (qualitatives et

quantitatives) de nos extraits.



Conclusion



Le dosage des composés phénoliques dans nos extraits a révélé des teneurs €levées en
phénols totaux solubles pour le Myrte acétonique (176,02 mg EAG /g) ; en flavonoides pour
I’arbousier (4,65 et 4,42 mg EQ/g pour I’extrait acétonique et éthanolique respectivement) ; le
dosage des phénols polymérisés a montré que 1’arbousier a méthanol est le substrat végétal le

plus riche (13,95 mg EAT /g)

L’¢tude de I’activité antiradicalaire contre le radical DPPH et I’inhibition de la
peroxydation de 1’acide linoléique ont confirmé les propriétés antioxydantes des plantes
¢tudiées ; les activités antiradicalaires sont supérieures a 91% pour tous les extraits a
I’exception de genévrier a I’éthanol (75,11%) ; le pourcentage d’inhibition de la peroxydation

de I’acide linoléique est en faveur des extraits de globulaire.

L’ensemble des résultats obtenus ne constitue qu’une premiere étape dans la recherche des
substances biologiquement actives. Des essais complémentaires et approfondis sont

nécessaires pour confirmer les performances mises en évidences :

v' L’utilisation de techniques plus performantes (HPLC, RMN...) pour identifier les
molécules de ces plantes ;

v' L’extraction et le dosage d’autres métabolites secondaires tels que les alcaloides et
les huiles essentielles ;

v" Développer d’autres tests (antioxydants, antimicrobiens...) ;

<\

Purification des extraits et identification des molécules actives ;
v 1l est aussi important de suivre cette études par des applications in vivo afin d’évaluer

I’effet des ces plantes sur I’organisme vivant.



AnNnexes



Annexe 01 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Abs
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Annexe 02 : Courbe d’étalonnage de la quercetine
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Annexe 03 : Courbe d’étalonnage de ’acide tannique
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Annexe 04 : Tableau de comparaison des moyennes des PSAP

Plantes | moy | Groupe homogéne
p015 62.092| |
p012 41.980] .. |
p013 38.594| .. 1
p014 35.738] .. |
p003 28.211| .... 1
p010 27.199| .... |
p011 26.515( .... I
p007 25.984| ... 11
p009 25.013( .... I
p008 24.036] .... 111
p002 23.214| ... 111
p006 19.609| ...... (11
p004 16.946| ........ [
p005 14.478| .......... I
p001 8.2083 ............ I

POO1:
P002:
P003:
P004:

P005:
P006:
P007:
POO0S:
P009:
PO10:
PO11:
PO12:
PO13:
P014:
PO15:

Romarin acétonique
Myrte acétonique
Genévrier acétonique
Arbousier acétonique
Globulaire acétonique
Romarin éthanolique
Myrte éthanolique
Genévrier éthanolique
Arbousier éthanolique
Globulaire éthanolique
Romarin méthanolique
Myrte méthanolique
Genevrier méthanolique
Arbousier métanolique
Globulaire méthanolique



Annexe 05 : Préparation des réactifs et solutions utilisées

1) Acétone 70% : 70 ml d’acétone + 30 ml d’eau distillée
2) Ethanol 70% : 70 ml d’éthanol + 30 ml d’eau distillée
3) Méthanol 70% : 70 ml de méthanol + 30 ml d’eau distillée
4) Hydroxyde de sodium NaOH (1N) : 2g NaOH dans 50 ml d’eau distillée
5) Folin ciocalteu (solution préparée)
6) Carbonate de sodium Na,COj3 (20%) : 30g de Na,CO; dans 150 ml d’eau distillée
7) Chlorure d’aluminium AICl; (2%) : 2g d’AICl; dans 100 ml de methanol pur
8) Acide chlorhydrique HCI (1N) : 8,29 ml d’HCI a 37% ajusté a 100 ml avec de I’eau
distillée
9) BSA (Serum Albumine Bovine)
e Tampon acétate a pH 5
* 11,55 ml d’acide acétique dans 1000 ml d’eau distillée
o 27,2 g d’acétate de sodium dans 1000 ml d’eau distillée

De ces deux solutions, prendre 14,8 ml de la solution acide acétique + 35,2 ml
d’acétate de sodium et ajuster a 100 ml avec de 1’eau distillée

e Lasolution BSA : 100 mg de BSA dans 100 ml de tampon acétate a pH 5

10) SDS/TEA
e 50mlde TEA, 10g SDS et ajuster a 11 d’eau distillée

11) FeCl; (0,1%) : 100 mg de FeCl; dans 100 ml d’eau distillée

12) Tampon phosphate (0,05M- pH 7) : 0.68g de KH,PO4 dans 100 ml d’eau distillée.
0.87 g de K;HPO4 dans 100 ml d’eau distillée ; ajuster la solution acide avec la
solution basique jusqu'a I’obtention d’un pH 7

13) Solution DPPH : 2.4 mg de DPPH dans 100ml du méthanol pure

14) Solution d’acide linoléique : 2,51ml d’acide linoléique sont ajustés a 100ml avec de
1’éthanol pur.

15) Solution de Chloride ferrique (FeCl,) : dissoudre 253.6 mg de FeCl, dans100 ml
I’HCI a 3,5%.

16) Solution de Thiocyanate d’ammonium: 30g de poudre de Thiocyanate
d’ammonium sont dissout dans 100ml d’eau distillée.
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Résumé :

Dans le rapport que nous avons ¢laboré¢; la recherche a été principalement orientée sur
I’étude de cingq plantes locales (Rosmarinus officinalis, Myrtus communis, Juniperus
communis, Arbutus unedo et Globularia alypum). L’objectif recherché est 1’extraction des
composés phénoliques en utilisant trois solvants (acétone 70%, éthanol 70%, méthanol
70%) ; ce qui nous donne d’une part un état comparatif des teneurs en composés phénoliques
des extraits des feuilles des cinq plantes et d’autre part entre les trois solvants, ainsi que
I’évaluation de leurs activités antioxydantes ( activité antiradicalaire « radical
DPPH », Inhibition de la peroxydation de I’acide linoléique).

L’extrait du Myrtus communis a 1’acétone se caractérise par la plus grande teneur en
phénols totaux solubles (176.02 mg EAG/ g), la plus faible teneur a été obtenue pour les
extraits méthanoliques du Rosmarinus officinalis et du Globularia alypum (20,11, 22,07 mg
EAG/g) ainsi que I’extrait éthanolique du Juniperus communis (27,53 mg EAG/ g).

L’inhibition de la peroxydation de I’acide linoléique varie fortement (51,77 a 96,6%) d’un
extrait a un autre, la plus faible est enregistrée chez Rosmarinus officinalis (51,77%) extraits a
I’acétone. Concernant 1’activité antiradicalaire, globalement c’est les extraits du Myrtus

communis qui manifestent une grande activité que I’extrait correspondant des autres plantes.

Mots clés : Rosmarinus officinalis, Myrtus communis, Juniperus communis, Arbutus unedo et
Globularia alypum, acetone 70%, éthanol 70%, méthanol 70%, composés phénoliques,

activité antioxydante, radical DPPH, peroxydation de I’acide linoléique.
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