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Les antioxydants jouent un réle fondamental dans 1’élimination de I’exceés en especes
réactives de I’oxygene a ’origine de diverses maladies. Ainsi, I’exploitation des molécules
végétales naturelles serait trés bénéfique pour la santé humaine. Par conséquent, on s’est
intéressé a 1’évaluation de I’activité anti-oxydante des composés phénoliques extraits a partir
d’une plante médicinale locale, Camellia sinensis (le thé vert), et cela en faisant deux types de
manipulations, apres, bien évidemment, avoir obtenu les différents extraits des feuilles de la
plante. D’abord, on a effectu¢ le dosage des composés phénoliques (phénols totaux,
flavonoides et tanins condensés), pour pouvoir faire une appréciation quantitative ; puis, on
est passé a la mesure de I’activité anti-oxydante de nos extraits et ceci en réalisant trois tests
différents : ’activité scavenging du radical DPPH, le pouvoir réducteur et la chélation du fer.
Les résultats expérimentaux ont montré que la plante a présenté des teneurs appréciables en
composés phénoliques. Quant aux résultats de 1’activité anti-oxydante, nous constatons que
Camellia sinensis a exhibé un pouvoir antioxydant satisfaisant. En effet les pourcentages de
I’activité scavenging du radical DPPH ont été trés ¢élevés pour tous les extraits de la plante,
dont ils ont donné une 1Csp = 3,94 pg/ml. Par contre 1’activité chélatrice du fer et le pouvoir
réducteurs c’est avéré faibles. Ces constatations nous laissent penser a réaliser des études plus
approfondies sur d'autres composés de cette plante, et d’on exploiter mieux la richesse et
vertus du régne végétal et améliorer leur utilisation thérapeutique.

%Mract

The antioxidants play a fundamental role in the elimination of the excess reactive in cash of
oxygen at the origin of various degenerative diseases. Thus, the exploitation of the natural
vegetable molecules would be very beneficial for human health. Therefore, we were
intereseted by the evaluation of the anti-oxidant activity of the phenolic compounds extracted
from our local medicinal plant, Camellia sinensis (green tea), and that by making two types of
manipulations,of course ,after getting , the various extracts of the sheets of the plant. First,
we quantified the phenolic compouds amounts (total phenolics, flavonoids, and condensed
tannins), in order to make a quantitative assessment. Then, we realized the anti-oxidant
activity assays such as: the DPPH radical scavenging activity, the reducing power and the iron
chelating activity. The experimental results revealed that Camellia sinensis extracts were rich
in total phenolics, showed moderate levels of flavonoids and they exhibited significant levels
of condensed tannins. As for the antioxydant activities of the plant, the extracts were very
good scavengeurs of radical DPPH, (the ICs of the leaves ethanolic extract was 3,94 pug/ml).
On the other hand the chelating activity of iron and the capacity reducers it is proven weak.
These findings suggest conducting further studies on other compounds of this plant, and we
better exploit the wealth and virtues of the vegetable and improve their therapeutic use.
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"C'est la nature qui guérit les malades". Hippocrate Pere fondateur de la médecine
Occidentale




Introduction
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Radicaux libres, antioxydants et stress oxydant, ces termes sont devenus dans un court
laps de temps le sujet de notre ¢re. Du fait de leur haute réactivité, les radicaux libres sont
responsables de nombreux dommages vis-a-vis des constituants cellulaires. La production de ces
espéces est généralement €quilibrée par la consommation a vitesse €gale par le systéme anti-
oxydant endogeéne (Durand et al., 2003). Certes ces espéces radicalaires sont d’une importance
capitale pour 1’organisme puisqu’ils interviennent dans la régulation de la transduction de signaux
et dans 1’attaque bactérienne. Néanmoins, a fort concentration un déséquilibre peut vite s’installé en
faveur des pro-oxydants et on désigne cette rupture d’équilibre par le terme stress oxydant.

A T’heure actuelle, les radicaux libres et leur toxicité cellulaire sont une réalit¢ de plus en plus
[eme

¢tudiée dans les laboratoires biochimiques. En effet, la pharmacologie industrielle du 2 siecle

s’y intéresse de tres prés (Tessier et Marconnet, 1995).

Pour remédier a cela, la recherche scientifique a fait une débouche sur la chimie thérapeutique qui a
apporté une révolution synthétique dans la pharmaceutique. Cependant les interactions qu’elle
engendre, endommagent nos systémes internes par son action peu spécifique. C’est pourquoi les
chercheurs ce sont reconverties vers la phytothérapie. En effet, ces plantes médicinales représentent
un réservoir immense en métabolites secondaires qui ont l'avantage d'étre d'une grande diversité
structurale et qui posseédent un tres large éventail d'activités biologiques capables d’entraver I’action

de ces radicaux libres.

Notre faune est riche en plantes de divers constituants et propriétés thérapeutique. C’est pour cela,
notre travail s’intéresse dans cette optique, a une plante d’une rareté locale et d’excellent vertus. Par
conséquent 1’étude consiste a 1’évaluation de ’activité anti-oxydante des extraits des feuilles de
Camellia sinensis, une plante médicinale couramment nommée le thé, qui est en corrélation avec

son contenu en composés phénoliques.




"Si quelqu'un désire la santé, il faut d'abord lui demander s'il est prét a supprimer les
causes de sa maladie. Alors seulement il est possible de l'avoir". Hippocrate Pere
fondateur de la médecine Occidentale



"La santé, c'est comme la liberté, ¢a n'existe que quand on en manque."
Citation de Georges Perros ; Correspondance (1955-1978)




Synthése bibliographique Camellia sinensis (thé)

I-Généralités sur Camellia sinensis (thé)

I-1- Description

Camellia sinensis, Théa sinensis (Théacées ou
Théier), couramment appelé le Thé, est un arbuste a
feuilles vert foncé persistantes et a fleurs blanches et
odorantes (Iserin et al., 2007).

Cet arbuste peut atteindre 20 m de haut, ¢’est pour
cela qu’on le surnomme 1’arbre a thé mais dont la
plantation ne dépasse pas 1,50 m.

On récolte les jeunes bourgeons pointus et les
feuilles qui produiront le thé. Le théier nécessite
un climat chaud et humide et peut étre cultivé
jusqu'a 3000m d'altitude. Les récoltes débutent

au printemps (début avril) et s'échelonnent
jusqu'en automne (Arnal-Schnebelen et al., 2008 ;

Debuigne et Couplan, 2009).

Figure 1 : Photographie de Camellia sinensis (1)

I-2- Classification classique

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Theales

Famille : Theaceaes

Genre : Camellia

Espece : Camellia sinensis (2)

Figure 2 : Photographie de la plante camellia sinensis (3).




Synthése bibliographique Camellia sinensis (thé)

I-3- Historique

La Chine est le berceau du thé et le pays d'origine de sa culture. D'apres les recherches
botaniques récentes, on évalue l'origine de premiéres plantes de théiers entre 60 et 70 millions
d'années dans le sud-ouest de la Chine. Puis de cette région la culture des théiers s'est propagée dans
d'autres provinces de Chine, puis au Vietnam et en Inde. C'est au IXeéme siecle que le Thé fut
introduit au Japon et dans le monde arabe. L'Europe le découvrit plus tardivement grace a la
Compagnie des Indes Orientales: La hollande en 1610, la France en 1636 et 1'Angleterre en 1650
(Peyrin-Biroulet et al., 2004).

D'aprés Lu Yu qui a écrit le "traité du Thé"(Cha Jing), la découverte du thé est attribuée a
I'Empereur Shen Nung (qui a développé la Médecine Traditionnelle Chinoise). Pour écrire le
"Traité des plantes", Shen Nung golta lui méme une centaine de plantes afin de connaitre leurs
vertus mais il fiit empoisonné par 72 d'entre elles et le thé le sauva a chaque fois. Il apprécia donc le

thé est comme un excellent médicament (Scharbert et Hofmann, 2005).

Tout commence en 2737 avant notre ¢re, en Chine. Selon la Iégende, alors que I'empereur Shen
Nung faisait bouillir de 1'eau a 1'abri d'un arbre pour se désaltérer, une légere brise agita les branches
et détacha quelques feuilles. Elles se méleérent a I'eau et lui donnérent une couleur et un parfum
délicat. L'empereur y gotta, s'en délecta et en repris. L'arbre était un théier sauvage : le thé était né

(Kimura et al., 2007).

Aujourd’hui, le thé est la boisson la plus consommée dans le monde aprés 1’eau. Le thé vert
représente 18 % de la consommation de thé mondiale, et le thé noir, 80 %. La Chine reste le premier

pays producteur, suivie de I’Inde et du Kenya (Guy Rousseau, 2010).

I-4- Catégories du thé

Le thé est probablement une des boissons les plus consommeées au niveau mondial avant
d’étre une plante médicinale. Son utilisation remonte a plus de 4 000 ans en Orient.
La phytothérapie s’est surtout intéressée au thé vert pour ses vertus amaigrissantes. Il entre dans la
composition d’une dizaine de spécialités pharmaceutiques sous différentes formes soit extrait

hydro-alcoolique, extrait aqueux ou poudre de feuille (Peyrin-Biroulet et al., 2004).




Synthése bibliographique Camellia sinensis (thé)

Camellia sinensis peut étre divisé en trois catégories basée sur le processus de fabrication du thé
(fermentation):

» Le thé vert (Non fermenté),

» thé oolong (partiellement fermenté),

» et le thé noir (Entiérement ferment¢).

Le thé vert a été considéré comme une riche source de catéchine et ses dérivés appelé thé catéchines
ou flavan 3-ols comprenant: catéchine (C), épicatéchine (CE), épigallocatéchine (EGC),
Epicatéchine gallate (ECG), Epigallocatéchine gallate (EGCG) et gallocatéchine gallate (GCG) qui
contribuent a la capacité des propriétés anti-oxydantes et organoleptiques (Kim et al., 2011). Une
feuille de thé vert déshydratée contient de 0,5 % a 10 % de caféine et de 15 % a 30 % de catéchines
parmi lesquelles 50 % a 75 % d’EGCG (Guy Rousseau, 2010).

Aujourd'hui, la recherche scientifique fournit la preuve des bienfaits pour la santé associés depuis
longtemps au thé vert, notamment dans la lutte contre le cancer et les maladies cardio-vasculaires.
Le secret du thé vert repose dans sa teneur riche en tanins polyphénols, en particulier celui appelé

EGCG pour Epigallocatechine gallate, un puissant antioxydant (Jacquelin-Ravel, 2008).

Ce qui sépare le thé vert des autres thés est la facon dont il est préparé. Les feuilles de thé vert sont
chauffées a haute température, ce qui empéche le composant EGCG de s'oxyder (Jacquelin-Ravel,

2008).

A Tl'inverse, les thés noirs et oolong sont fabriqués a partir de feuilles déja fermentées, ce qui
neutralise I'EGCG et le transforme en d'autres composants moins efficaces dans la prévention et la

lutte contre de nombreuses maladies (Jacquelin-Ravel, 2008).
I-5- Usage médicinal

Depuis des millénaires, les infusions des feuilles du thé (Camellia sinensis) ont présenté une

palette d’activités médicinales spécifiques (Debuigne et Couplan, 2009), dont on citera :

» Ses effets astringents et stimulants (Arnal-Schnebelen et al., 2008).

» Action sur la diurése et I’asthénie (Arnal-Schnebelen et al., 2008).

» Des vertus anticancéreuses (prostate, pancréas, colon, rectum) par inhibition de 1’enzyme
« I’'urokinase » (Arnal-Schnebelen et al., 2008).

» Le thé est également utilisé pour la prévention des maladies cardiovasculaires,

neurodégénératives, diabete et ostéoporose (Jaulin, 2011).




Synthése bibliographique Camellia sinensis (thé)

YV V VYV V

Il favorise la dépense énergétique surtout dans le cas de surcharge pondérale (Aubert,
2009).

Stimule le systéme nerveux central (SNC) (Debuigne et Couplan, 2009).

Augmente 1’activité intellectuelle avec accroissement de la vigilance et du tonus physique
(Debuigne et Couplan, 2009).

Améliore la capacité a effectuer des associations d’idées dissipées les migraines et les
céphalées (Debuigne et Couplan, 2009).

Facilite et accélere la digestion (Debuigne et Couplan, 2009).

Action sur le systéme cardio-respiratoire (Debuigne et Couplan, 2009).

Effet hypocholestérolémiant (Debuigne et Couplan, 2009).

Par ailleurs, il est réputé pour calmer les irritations des paupicres et des piqires d’insectes,
les cedémes et les coups de soleil (Iserin et al., 2007).

Il peut traiter les hépatites et prévenir la formation des caries (Iserin et al., 2007).




"Ce n'est la que la santé des étres, une bonne hygiene pour bien vivre.
Citation d'Emile Zola ; Travail, Fasquelle — 1901
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I-Les radicaux libres
I-1- Définition des radicaux libres

Un radical libre (RL) est une espece chimique (atome ou molécule) contenant un électron
non apparié€ (figure 1). Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par ’acception d’un autre
¢lectron ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Afonso et al., 2007). Ceci
lui confére une grande réactivité donc une demi-vie trés coutre (10° a 10%) (Tessier et

Marconnet, 1995 ; Goudable et Favier, 1997).

L’oxygene, étant indispensable aux organismes aérobies, représente paradoxalement, pour eux, une
menace permanente (Tessier et Marconnet, 1995). En effet, en biologie, les RL sont formés les
plus souvent par gain d’¢lectron a partir de 1’oxygene (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les especes
pro-oxydantes sont représentées pas les especes réactives de 1’oxygeéne (ERO) et les especes

réactives du nitrogéne (ERN) (Groussard, 2006).

Les RL les plus courants sont le radical superoxyde (O;"), le radical hydroxyle (OH’) et le
monoxyde d’azote (NO’). d’autres molécules, comme le peroxyde d’hydrogeéne (H,O;) et I’ion
peroxynitrite (ONOO") ne sont pas des RL mais ils peuvent en générer par différentes réactions

chimiques (Ré et al., 2005).

Radical libre

tres réactif

Electron célibataire
'-..._____\_\_

L —

Figure 3 : Schéma d’un radical libre (Mallice, 2010).




Synthése bibliographique Les radicaux libres et les anti-oxydants

I-2- Génération des especes réactives de ’oxygéne (ERO) et du nitrogéne (ERN)

I-2-1- Les especes réactives de ’oxygéne (ERO)

La réactivité chimique des ERO est variable selon la molécule considérée, mais ce sont pour

la plupart de puissants oxydants (Goudable et Favier, 1997).

Tableau I : caractéristiques des espeéces actives dérivées de 1’oxygeéne moléculaire (Tessier et Marconnet, 1995).

« O, « Oxygene moléculaire « Bi-radical, stable, faible pouvoir oxydant .
: 0, Radical anion superoxyde Radical peu réactif, mais toxique, oxyde les
. . « catécholamines, peut former OH' .
<10, = Oxygene singulet « Non radical, trés réactif, peut initier =
' ' " lipoperoxydation '
" H,0, " Peroxyde d’hydrogéne “Non radical, stable, faiblement toxique,
. . . diffusible, antiseptique, peut former le OH' .
. OH » Radical hydroxyle . Tres réactif, peu diffusible, initiateur principale ,
’ ’ " de lipoperoxydation altére protéine, ADN. ’
- te (+2 H - = (+H
)y e 0y R H (b, L IH (4 {}H —t HAD
T radical peroxyde radical
e SUpErOn yde d hydrogene hydroxyle

Figure 4: Intermédiaire réduits de I’oxygene. Les quatre étapes de réduction monoélectronique de 1I’oxygene (Gardés-

Albert et al., 2003).
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I-2-2- Les espéces réactives du nitrogene (ERN)

¢ Le radical oxyde nitrique (NO)

Certaines cellules peuvent produire le radical NO". Il est synthétisé lors de 1’oxydation de

I’arginine en citrulline, réaction catalysée par les NO synthases (NOS ou nitric oxide synthases) en

présence de NADPH et d’oxygene (Ré et al., 2005). Selon la réaction (1) suivante :

NOS
» NO' + L- citrulline 6)

L-arginine
NADPH + O,

¢ L’anion peroxynitrite (ONOOQO)

Une production trop importante de NO' peut avoir des effets toxiques, car le NO peut alors se

combiner avec le radical superoxyde pour donner I’anion peroxynitrite. Ce dernier est un puissant

oxydant et agent de nitration, ses effets peuvent €tre soit directs, soit médiés par des radicaux libres

secondaires dont il est a 1’origine (Ré et al., 2005; Huet et Duranteau, 2008).

MO Synthase

Argnine "‘\ | endothéliaie | O,
I b ]
""( Découplage
Cirulline « / P
"NO Q;°
S —_—

~ 7
>
/A N

i~
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sl =

MADPIH axydase | —— Oy

EFfrdrm men mouoeeloede
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daléteres

Figure 5: Activité de la NO synthase endothéliale et formation du peroxynitrite (Beaudeux et al., 2006).

I-3- Roles physiologiques des radicaux libres

Certes, les RL sont trés nocifs pour I’organisme, mais néanmoins la faible réactivité¢ de 1’anion
radicalaire superoxyde (O;") et du monoxyde d’azote (NO’) permet leur utilisation par 1’organisme

comme médiateurs régulant les fonctions biologiques telles que la vasodilatation capillaire, la
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prolifération ou le message de neurone (Fevier, 2003). Ce sont également des messagers

intracellulaires au cours de I’hypoxie (Duranteau et al., 1997).

Les ERO ou ERN, méme réactifs, ne sont pas uniquement toxiques, au contraire, ils sont produits
par divers mécanismes physiologiques afin de détruire les bactéries au sein des cellules
phagocytaires (macrophages, polynucléaires) (Fevier, 2003), ou pour réguler des fonctions
cellulaires létales telle que la mort cellulaire programmée ou apoptose (Curtin et al., 2002),
d’activer des facteurs de transcription, eux — mémes responsables de I’activation de genes
impliqués dans la réponse immunitaire (Owuor et Kong, 2002) et de moduler I’expression de

genes de structure codant pour les enzymes anti-oxydantes (Holgrem, 2003).

I-4- Le stress oxydant

Chez ’'Homme sain, la production et la neutralisation d’ERO s’équilibrent (Zazzo, 2002). En
pathologie, Le stress oxydant, résulte d’un déséquilibre entre les systémes générateurs d’especes
radicalaires oxydantes et les systemes de défense anti-oxydante au profit des premiers (Bonnefout-

Rousselat et al., 2002 ; Durand et al., 2005 ; Baudin, 2006).

La notion de stress est avant tout une réponse a une modification des conditions habituelles de vie
cellulaire (Barouki, 2006).

Cette situation peut résulter d’un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale (ischémie-
reperfusion, vieillissement), d’une activation de systeme enzymatique (xanthine oxydase, NADPH
oxydase, glucose oxydase, monoamine oxydase), d’une libération de fer libre a partir des protéines
chélatrices (ferritine) ou d’une oxydation de certaines molécules (glucose, hémoglobine,
catécholamine, ...). Enfin, une mauvaise alimentation pauvre en anti-oxydants contribuera

¢galement a I’apparition d’un stress oxydant (Pincemail et al., 2002).
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Figure 6 : La production de I’anion superoxyde, lors d’un stress oxydant par la NADPH oxydase, la xanthine oxydase
ou encore la chaine respiratoire mitochondriale. (SOD : superoxyde dismutase ; CAT : catalase ; GPX : glutathion

peroxydase ; NO : monoxyde d’azote ; ONOO : peroxynitrite) (Monteil et al., 2004).

I-5- Les conséquences du stress oxydant

Par diverses attaques au niveau moléculaire et cellulaire, le stress oxydant possede un impact
négatif sur la fonction organique (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
Les ERO ¢étant des dérivés de 1’oxygene, hautement réactifs et instables, participent au
vieillissement des protéines, a la peroxydation lipidique et a I’altération de I’ADN. Elles ont été
longtemps considérées comme des agents toxiques responsables de dysfonctions et de mort

cellulaires (Negre-Salvayre et Salvayre, 2005).

I-5-1- La peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est une conséquence du stress oxydant et aussi un relais pour sa
propagation (Guichardant et al, 2006). La peroxydation lipidique est un phénomene général qui
se produit des la présence de I’oxygene. Tous les lipides contenant des acides gras insaturés quelle
que soit leur origine (huiles végétales, huiles de poissons, graisses animales, membranes cellulaires,

lipoprotéines) sont concernés (Cillard et Cillard, 2006).

I-5-2- I’oxydation des protéines

Les ERO sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines des

protéines, altérant ainsi leur fonction. Les plus sensibles a leur action sont les acides aminés

E
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aromatiques comme le tryptophane, la tyrosine, I’histidine, sur lesquels le radical OH" s’additionne,
modifiant la conformation de la protéine.

Sur les acides aminés contenant un atome de soufre tels que la cystéine et la méthionine,
I’oxydation par les RL conduit a la formation de ponts disulfures, donc a I’agrégation de plusieurs
molécules de protéines. Les ERO sont aussi capables de couper des liaisons peptidiques et de
former ainsi des fragments protéiques (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques (enzyme, anti-enzyme,
récepteur...) et deviennent beaucoup plus sensible a I’action des protéases et notamment du

protéasome (Favier, 2003).
I-5-3-L’oxydation de ’ADN

Les ERO peuvent provoquer des Iésions des acides nucléiques susceptibles d’entrainer des
mutations ou d’altérer I’expression des genes. Il peut y avoir jusqu’a 70 modifications oxydatives
différentes des acides nucléiques, certaines affectant les bases, d’autres induisant des cassures dans

les brins (Ré et al., 2005).

Le radical OH" est le plus réactif envers les bases azotées et les sucres des acides nucléiques. Par
exemple, la guanine peut étre oxydée en 8-hydroxy-guanine ; les atomes 4 et 5 peuvent aussi étre
touchés et des attaques semblables ont été retrouvées sur les mémes atomes de 1’adénine ainsi que
sur les carbones du noyau ou de groupement méthyle de la thymine, par exemple pour former du

thymidine-glycol. Le ribose et le désoxyribose peuvent étre oxydés en dérivés mono ou

dicarbonylés (Baudin, 2006).
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Figure 7: Effet de I’attaque du radical hydroxyle (OH’) sur la guanine, base constitutive de I’ADN (Pincemail et al.,
1999).
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I-6- Les maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydant apparait aujourd’hui comme un lien unifacteur de différentes composantes
dans la genése et la progression de 1ésion (Beaudeux et al., 2006).
Assimilée pendant longtemps, a un effet de vieillissement, la maladie d’Alzheimer est depuis peu

reconnue comme une vraie pathologie (Etiemble, 2007).

La maladie d’Alzheimer est une pathologie trés fréquente qui apparait habituellement chez les
patients de plus de 50 ans par une atteinte précoce de la mémoire et une perte du jugement
(Wilkinson, 2002).

Les symptomes de cette maladie s’expliquent par la mort des neurones du cerveau, en particulier
dans le cortex et I’hippocampe. L’exposition a des agents oxydants stimule la réparation dans les

cellules normales, elle la diminue dans les cellules produisant la protéine AP (Rachidi, 2012).

Ce ne sont pas les dépdts de protéines mais des globules blancs des cellules microgliales qui sont
responsables de la mort des neurones dans la maladie d’ Alzheimer.
Les chercheurs ont aussi découvert I’enzyme appelée NOX2, qui produit des radicaux libres et dont

se servent les cellules microgliales pour occire les neurones (Ruth, 2006).

Membrane
cellulalre

Callule
,.rn:urnn&h:

Membrane
=, callulaim

Collule
r—"n-a uronale

Figure 8 : Mécanisme d’action de la maladie d’ Alzheimer (Ruth, 2006).
1. Certains segments (en vert) de la protéine APP (amyloid precursor protein) naturelle, ancrée dans la membrane
cellulaire, sont sectionnés.
2. Ces morceaux de protéines s’agglutinent et se déposent autour des cellules neuronales.

3. Les cellules neuronales avec des dépdts de protéines sont attaquées par les cellules microgliales.
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II- Les anti-oxydants

I1-1- Définition des anti-oxydants

Un anti-oxydant (AOX) est une substance qui va s’opposer de maniére plus ou moins
spécifique a des formes radicalaires (Ghibu et al., 2008). Ce sont n’importe quelle substance qui
lorsqu’elle est présente a une concentration faible par rapport a un substrat oxydable, retarde de
fagon significative ou empéche 1’oxydation de ce substrat (Mercan, 2010). Ces AOX sont des
composés qui réagissent avec les RL en arrétant leurs multiplications, devenant ainsi inoffensifs, le

plus souvent parce que la structure des AOX est relativement stable (Coene, 2004).

I1-2- Les différents types d’anti-oxydants

Pour se protéger de cet effet toxique de 1'oxygeéne, des systemes de défense qui permettent de
réguler la production des ERO. Ces systémes sont composés d'anti-oxydants enzymatiques et non
enzymatiques (L hénaff, 2006), énumérés respectivement comme suite :
% Les anti-oxydants enzymatiques : ce sont des systemes de défense naturels a I’intérieur des
cellules, constitués d’enzymes telle la superoxyde-dismutase, mais aussi la catalase et la
glutathion-peroxydase (Jadot, 1988), qui vont s’opposer aux actions radicalaires en
neutralisant les RL formés au niveau de la cellule (Ghibu et al., 2008).

¢ Les anti-oxydants non enzymatiques : ils représentent le deuxiéme recours dont nous
disposons pour lutter contre le stress oxydant, ils incluent ’acide ascorbique (vitamine C),
les tocophérols (vitamine E), les caroténoides, les oligoéléments et il ya aussi certains qui
sont rassemblés dans le grand groupe des polyphénols (Kassab et al, 2003 ; Gardés-
Albeért et al., 2003 ; Berger, 2006).

Il est important de noter que la nature des moyens de défense contre les RL dans les milieux

interstitiels est trés différente de ceux mis en ceuvre dans le milieu intracellulaire (Jadot, 1988).

I1-2-1- Les anti-oxydants enzymatiques

I1-2-1-1- Les superoxydes-dismutases (SOD)

La superoxyde-dismutase appartient au systéme « primaire » de défense anti-radicalaire
(Ghisolfi-Marque, 1996). Elle fait partie de la catégorie des métalloenzymes qui sont

omniprésentes dans les organismes eucaryotes. Elle catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde

5
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(O77) en peroxyde d’hydrogene (H,O,) et oxygene (O;) (Laguerre et al., 2007 ; Parihar et al.,

2008). Décrite comme suite dans la réaction (2)

sSoD
20, + 2H' =—————p H,0,+0, | @

La reprise du H,O,; par la glutathion peroxydase (GPx) ou la catalase est trés importante, évitant et
prévenant ainsi la formation de dérivés plus toxiques comme le peroxynitrite (ONOQO") ou le radical

hydroxyle (OH’) (Afonso et al., 2007 ; Roy, 2008).
I1-2-1-2- Les catalases

Les catalases sont la classe d’enzymes qui catalysent la dismutation du peroxyde d’hydrogene
(H20,) en eau (H,0O) et oxygeéne gazeux (O;) (Nicholls, 2012). La catalase ¢élimine ainsi I’excés du
H,0,, en présence d’ions ferreux, afin que la réaction de Fenton ne puisse pas s’amplifier (Goudeb

et Favier, 1997 ; Nicholls, 2012). Montrée dans la réaction (3) ci-dessous :

Catalase 3)
2H202 — 2H20 + 02

I1-2-1-3- Les glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GR)

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme sélénodépendante dont le cofacteur est le
glutathion (Beani, 1999). Elle peut agir sur de petites quantités d’ERO (Roy, 2008).
La GPx fait partie d’un systéme complet qui joue un role central dans le mécanisme d’élimination
du H,0O,, elle prend aussi en charge des lipides peroxydés (Servais, 2004 ; Valko et al., 2006),

Selon les réactions (4) et (5) :

GPx
[ IGSH+H,0, — ¥ GSSG +2H,0 } @
—
2GSH + ROOH GSSG + ROH + H,0

E
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Figure 9 : Elimination du H,O, par les réactions enzymatiques combinées de la GPx et de la GR (Servais, 2004).

I1-2-2- Les anti-oxydants non enzymatiques

Ces divers anti-oxydants, apportés par 1’alimentation, régulent 1’équilibre redox cellulaire

(Negre-Salvayre et Salvayre, 2005 ; Koechlin- Ramonatxo, 2006).

Tableau II : Principaux anti-oxydants non enzymatiques et sources alimentaire associées (Koechlin- Ramonatxo,

2006).

EE O T T T T T R T T T T

Principaux nutriments Sources alimentaires

. Anti-oxydants . .

Vitamine C * Agrume, melon, brocoli, fraise, kiwi, poivron *

E N T T T T T A T S A E N T T T T T A T S A

. Vitamine E » Huile de tournesol, de soja, de mais, beurre, =

L) L) f 1 L3
aeculs, noix
L I T T T R R T T T T R R R I N 2T T T R R R T R I I T S TR BN R N

[-caroteéne Légumes et fruits orangés et verts foncés

E N T T T T T A T S A E N T T T T T A T S A

Sélénium Poissons, ceufs, céréales, volaille

E N T T T T T A T S A E N T T T T T A T S A

s Zinc » Viande, pain complet, légumes verts, huitres, =

produits laitiers

Flavonoides Fruits, 1égumes, thé vert

E N T T T T T A T S A E N T T T T T A T S A

Acides phénoliques Céréales complets, baies, cerises

E N T T T T T A T S A E N T T T T T A T S A

. Tanins . Lentilles, thé, raisins, vin .

L I T T T T T R O T T T T R T O T T T O T T S Y
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I1-2-2-1- Les vitamines

» La vitamine E ou I’a-tocophérol (vit E)

rS r?
CH, CH,
CH,, H

1 i &

H H

Figure 10: Structure chimique des différents tocols (Pincemail et al., 1998).

Le role essentiel de la vit E est de capter les radicaux peroxyles lipidiques (RO5’), qui propagent les

chaines de peroxydation. La partie active de la molécule étant la fonction phénol réductrice, celle-ci

perd facilement un atome d’hydrogéne et se transforme en radical a-tocophéryle (a-T°), tandis que

le radical peroxyle est réduit en une molécule d’hydroperoxyde. De plus, 1’a-tocophérol capte les

radicaux superoxydes (sous leur forme protonée HO,"), les radicaux hydroxyles OH" ainsi que

I’oxygéne singulet 'O, (Gardés-Albert et al., 2003), montrée dans la réaction (6) ci-dessous

[ RO;: + 0-TH == RO,H + o-T"- ] (6)

» La vitamine C ou I’acide ascorbique (vit C)

HO

HO

HO OH

Figure 11 : structure de I’acide ascorbique (vitamine C) (Adrian et al., 1995).

L'ascorbate capte les radicaux peroxyles RO,. En réagissant avec ces divers oxyradicaux,

l'ascorbate (AscH-) est oxydé en radical ascorbyle (Asc:-) qui est relativement inerte vis-a-vis des

matériaux biologiques. Par conséquent, le radical ascorbyle Asc:-- ne développe pas de réactions

ultérieures dommageables (Gardes-Albert et al., 2003).

E



Synthése bibliographique Les radicaux libres et les anti-oxydants

Figure 12 : Les formes variées de I’acide ascorbique (vitamine C) et sa réaction avec les radicaux R* (Valko et al,

2006).
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Figure 13 : Principaux caroténoides anti-oxydants (Laguerre, 2007).

Les caroténoides participent a la protection des tissus contre 1'agression radicalaire en bloquant les
réactions de peroxydation lipidique en chaine et empéchent ainsi la propagation de la réaction
radicalaire au niveau des membranes cellulaires (Ghisolfi-Marque, 1996). Ce sont, en 1’état actuel
de nos connaissances, les molécules les plus efficaces pour piéger ’oxygene singulet (Gardés-

Albert et al., 2003 ; Judde, 2004 ; Laguerre, 2007), Selon la réaction (7) :

[ 102 + -caroténe m—) 302 + pB-caroténe* } 7

I1-2-2-2- Les oligoéléments

Les « ¢éléments traces » ou oligoéléments sont des matériaux présents en faible quantité¢ dans

un organisme, et sont utiles a son fonctionnement, en raison de leur implication effective dans des

B
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réactions biochimiques ou physico-chimiques (Khaled et al., 1997). Des métaux tels que le cuivre
(Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn) et dans certains micro-organismes le nickel (Ni), jouent un
role important en tant que catalyseurs de la SOD. De la méme fagon, le Sélénium (Se) est 1’élément

catalyseur de la GPx (De Moffarts et al., 2005).
I1-2-2-3- Les composés phénoliques
I1-2-2-3-1- Définition

Les phénols sont des composés possédant un ou plusieurs cycles aromatiques avec un ou
plusieurs groupements hydroxyles, et généralement, ils sont catégorisés en acides phénoliques,
flavonoides, stilbenes, coumarines et tanins. Ce sont les produits du métabolisme secondaire chez

les plantes (Liu, 2007).
I1-2-2-3-2- Propriétés biologiques des polyphénols

Les polyphénols possedent une activité anti-oxydante puissante, plus élevée que celle des
vitamines anti-oxydantes et des caroténoides (Podsedek, 2007), prévenant 1’oxydation des LDL et
ont un effet anti-athérogéne (Curtay et Robin, 2000 ; Negre-Salvayre et Salvayer, 2005), anti-
cedémateuse (Catier et Roux, 2007), effets cardioprotecteurs (Young et Woodside, 2001 ; Heim
et al., 2002 ; Saraf et al., 2007) et des effets vasodilatateurs (Balasundram et al., 2006).

Action sur les cellules du i
systéme immunitaire Anti-tumeraux

Anti-oxydant

N

"““c-— - — NF-xB
Détoxifiant {—-—“}PGLFPHEMDLEJ > Anti-inflammatoire <
iNOS

Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotigue
A Tk
eMNoSs MO
Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 14 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002)
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I1-2-2-3-3- Classification

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues, allant de molécules
phénoliques simples de bas poids moléculaire tels les acides phénoliques a des composés hautement

polymérisés comme les tanins (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
I1-2-2-3-3-1- Les acides phénoliques

Ils sont subdivisés en deux sous groupes (figure 15), les acides hydroxybenzoiques (de type
C6-C1 (Chira et al., 2008)) et les acides hydroxycinnamiques (de base C6-C3, dérivée de celle de
I’acide cinnamique (Macheix et al., 2006)) (Bravo, 1998).

Hydroxybenzole aclds Hydroxyclnnamie aclds
R2 A1 R1 O
\ / o \ 4
>_.\ — Y kY
Iy 4 o/ Y .4'5
Ra—. f}_{ R2—, r;} Eat
37 OH —
F 4
R4 R3
F1=-RZ-A3=-A4-H Eenzoic acid (non phenalic) Ri1=-Rz=F3-H Cinnamic acid (non phenolic)
Ri=R4=H, R?=R3=0H PFrolocalet: acil R1=R3=H, RZ=0H - Camrvsrie: Al
F1=-H, H2-H3-R4-0H Gallic acid 11-A2-CH, R3-H Cafleic acid
F1=0H, R2=R3=R4=H Salicylic acid R1=0CH,, R2=0H, R3=H Faruiic acid
Ri=R4=0H, RP=R3=H Gentisic acid R1=RA%=CCH, R?=0H Sinapic acd

Figure 15 : Structure chimique des acides phénoliques (Laguerre et al., 2007).
I1-2-2-3-3-2- Les coumarines

Les coumarines (connus comme 1,2-benzopyrone), contenant des cycles de benzeéne et de
a-pyrone fusionnés, sont un groupe important de phénols de faible poids moléculaire (figure 16)

(Lin et al., 2008).

HDWDWD HO._ r%fnm =0 HO._ r% OO L .
I J
CHs CHsz OH
Scopaletin F=Hydroxy-d4-rmethylcoumann 4-pethylesculetin A4-Hydroxycoumarin

Figure 16: Structures chimiques des dérivés de coumarines (Lin et al., 2008).
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I1-2-2-3-3-3- Les flavonoides
1I-2-2-3-3-3-1- Définition

Les flavonoides sont composés généralement de deux cycles benzéniques (cycles A et B) liés
par un hétérocycle contenant un oxygeéne (cycle C) sous la configuration C6-C3-C6 (figure 17)
(Tsao et Deng, 2004). Ce sont des composés de faible poids moléculaire qui consistent en 15

atomes carboniques (Balasundram et al., 2006).

Figure 17: Structure de base des flavonoides (Saraf et al., 2007).
I1-2-2-3-3-3-2- Classification

Des variations dans des modeles de substitution dans le cycle C a pour résultat les principales
classes des flavonoides (tableau III). Des substituants des cycles A et B donnent naissance a des
composés différents a I’intérieur de chaque classe de flavonoides. Ces substitutions peuvent
impliquer I’oxygénation, 1’alkylation, la glycosylation, 1’acylation et la sulfatation (Balasundram

et al., 2006).

Tableau III : structures des catégories des flavonoides (Balasundram et al., 2006).
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I1-2-2-3-3-4- Les tanins

Les tanins sont des composés polyphénoliques de poids moléculaire élevé produits par le
métabolisme secondaire des plantes (Bossu et al, 2006). Les tanins sont divisés en tanins

condensés et tanins hydrolysables (Cai et al., 2006).

I11-2-2-3-3-4-1- Les tanins condensés

Les tanins condensés ou pro-anthocyanidines sont principalement des polymeéres et oligomeres
non hydrolysables de flavan-3-ols (figure 18) ; liées par des liaisons C4-Cg ou C4-Cg (Rahim et al.,
2008).
les tanins condensés ne sont pas hydrosolubles mais peuvent étre oxydés par des acides forts

libérant des anthocyanidines (Guignard, 2002 ; Macheix et al., 2006 ; Bruneton, 2008)
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Figure 18 : Structure de base d’un tanins condensé (Naczk et al., 2001).
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I1-2-2-3-3-4-2- Les tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont formés par un cceur hydrocarbure, usuellement le D-Glucose,
dont les groupements hydroxyles peuvent présenter des liaisons esters avec les groupements

phénoliques (figure 19) (Bossu et al., 2006).
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Figure 19 : Structure d’un tanin hydrolysable (krause et al, 2005).
I1-2-2-4- Les mécanismes anti-oxydants des flavonoides

Les mécanismes d’action d’un anti-oxydant peuvent comprendre :
+ Le piégeage direct des ERO ;
+ L’inhibition des enzymes responsables de la production des ERO ;

+ La chélation des ions métalliques de transition (Halliwell, 1994).
I1-2-2-4-1- Piégeage des radicaux libres

Les flavonoides sont dotés d’une forte capacité a piéger les RL, cela est probablement li¢ aux
groupements phénoliques hydroxyles attachés aux structures cycliques (Heim et al., 2002 ; wattel

et al., 2002 ), selon la réaction (8)

[ F-OH+R =———) F-O° +RH J 3

I1-2-2-4-2- Inhibition enzymatique

La capacité de la xanthine oxydase (XO) a générer le superoxyde et le peroxyde d’hydrogene
en présence d’oxygene moléculaire et de I’hypoxanthine ou de la xanthine est bien connue, et cela a
conduit au rbéle proposé de I’enzyme comme une source d’ERO dans plusieurs situations

pathologiques et physiologiques normales (Sanders et al., 1997 ; Vorbatch et al., 2003).
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La famille des flavonoides a montré une inhibition ¢levée de la XO (Hoorn et al., 2002). L’étude
de la relation entre la structure et I’activité a révélé plusieurs facteurs importants pour la liaison des
flavonoides dans le site actif de la XO dont:
e Les oléfines en C, et C; qui maintiennent une structure plane des flavonoides sont
essentielles pour une puissante activité inhibitrice de la XO. Les flavonoides non planes tels
que la naringenine, n’ont exhibé aucune activité inhibitrice de la XO (Lin et al., 2002).
e Les groupements hydroxyles en C; et Cs et le groupement carbonyle en C4 fournissent des
liaisons hydrogenes favorables et des interactions électrostatiques entre les inhibiteurs et le

site actif (Lin et al, 2002).

I1-2-2-4-3-Chélation des métaux de transition

Les flavonoides sont des chélateurs de métaux de transition pouvant ainsi prévenir I'oxydation
en formant des complexes ou des composés de coordination avec les métaux tels que le Cu®" et le
Fe?" (Curtay et Robin, 2000 ; Cillard et Cillard, 2006 ; Laguerre et al., 2007). La chélation se
fait par les groupements carbonyles et hydroxyles des flavonoides (Saraf et al., 2007 ; Tabassum

et al., 2010).
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Figure 20 : La complexation de 1’ion métallique par les flavonoides via le groupement 3'-4'-O- diphénolique dans le
cycle B(a) et les structures cétol 4-céto, 3-hydroxy dans le cycle C(b) ou bien 4-cétone et 5 - hydroxy dans l'anneau le

cycle Cet A (c) (Laguerre et al, 2007).
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Partie pratique Matériel et méthodes

I-Matériel et méthodes
I-1- Cueillette de la plante

Les feuilles de Camellia sinensis ont été récoltées en Mars 2012, dans un endroit naturel loin
de la pollution situé dans la commune d’Adekar. La plante a été identifiée par M BOUADAM Said
enseignant a la FSNV.

I-2- Séchage et broyage

Les feuilles de Camellia sinensis ont été séchées a 1’air libre et ou la derni¢re journée de
séchage a ¢été réalisée a 1’é¢tuve a 30°C. Ensuite, les feuilles ont ét¢ broyées a 1’aide d’un broyeur

¢lectrique jusqu’a obtention d’une poudre trés fine.

Figure 21 : Photographie des feuilles séchées de Camellia sinensis. Figure 22 : Photographie de la poudre de

Camellia sinensis

I-3- Préparation des extraits

Le protocole d’extraction suivi est celui de Chiang et al., (1994), ayant subit quelques
modifications. Le principe de cette méthode se base sur I’extraction sélective liquide-solide des
composés phénoliques en utilisant trois solvants de différentes polarités : I’éthanol, 1’eau et le

chloroforme. Les étapes d’extraction qui suivront ont été réalisées a températures ambiantes.

Il s’agit de mettre 50g de poudre des feuilles de Camellia sinensis dans 250ml d’éthanol absolu,
avec un rapport de 1/5, et de les laisser macérer sous agitation magnétique pendant 24 heures.
Apres décantation de la suspension pendant 24 heures, I’extrait humide a été préleve et filtré a

travers un filtre en papier puis versé dans un creuset, qui sera réserveé pour les tests, et le reste dans
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un bécher qui servira pour la deuxieme extraction. Finalement, I’extrait humide a été séché a 1’étuve

a 30°C jusqu’a atteindre un poids constant de I’extrait sec.

La deuxiéme étape consiste a dissoudre I’extrait sec d’éthanol dans un mélange de solvants : le
chloroforme et I’eau (3/1, v/v). Apres agitation et décantation pendant 24h, deux phases, organique
et aqueuse, ont ¢té observées puis récupérées et séchées.

Il est a noter, qu’apres I’extraction, trois extraits on été obtenus. Le taux d’extraction de chaque

extrait sec a été calculé suivant la formule ci-dessous :

[ Taux d’extraction = [(P — Py)/poids de la poudre] % 100 ]

Ou:
Py : Poids vide du creuset.

P : poids aprées évaporation du solvant.

N —————

1
1
1
: tester
\

Extrait organique du
chloroforme a tester

Extrait aqueux du
chloroforme a tester

o ————

~ - —_— =

’
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
\

Figure 23 : Schéma d’extraction (Chiang et al., 1994).
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I-4- Dosage des composés phénoliques

Dans le but d’évaluer qualitativement et quantitativement le contenu en composés
phénoliques des extraits des feuilles de Camellia sinensis, trois protocoles ont été suivis afin de

doser les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés.
I-4-1- Dosage des phénols totaux

Le contenu en phénols totaux des extraits a ét¢ déterminé en utilisant le protocole de Yap et
al., (2009), avec quelques modifications. La réaction est basée sur la réduction de 1’acide
phosphotengsténe du réactif de Folin-Ciocalteu vers un complexe de couleur bleu, dans une
solution alcaline en présence des composés phénoliques.

Pour cela, on tient a préciser que le réactif est constitué¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique

(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM01204O). I1 est réduit lors de I’oxydation des

phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene (Boizot et Charpentier,
2006). La coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les

extraits végétaux.

A 0,3 ml de solution d’extrait (1mg/ml) ont été ajoutés a 1,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu (10%,
v/v) suivis de 0,2 ml de carbonate de sodium (7,5%, w/v). Le mélange a été¢ bien agité, les tubes a
essais ont €té incubés a température ambiante pendant 30 min a 1’obscurité ; puis I’absorbance a été

mesurée a 765 nm.

Il est a noter qu’un blanc a été préparé en mélangeant 0,3 ml de méthanol avec 1,5 ml du réactif de
Folin-Ciocalteu et 0,2 ml de solution de carbonate de sodium.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant 1’acide gallique
comme standard afin de déterminer les concentrations en phénols totaux des extraits exprimées en

mg équivalent acide gallique /g d’extrait.
I-4-2- Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides des extraits ont été mesurées en suivant la méthode de Mimica-
Dukic, (1992) in Abdou Bouba et al., (2010), ayant subit quelques modifications.
Cette méthode ce base sur le principe suivant : les flavonoides forment des complexes jaunatres par
chélation des métaux (fer et aluminium), car ils contiennent des groupements hydroxyles libres

(Ribéreau-Gayon, 1968).
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2 ml de solution d’extrait (Img/ml) ont ét¢ mélangés avec 1 ml d’une solution d’acétate de sodium
et de chlorure d’aluminium (133 mg d’AlCl; et 400 mg d’acétate de sodium dans 100 ml d’eau
distillée). Apres incubation pendant 10 min a température ambiante, la mesure de 1’absorbance a été

effectuée a 430 nm.

Un blanc a été préparé en mélangeant 2 ml de solution d’extrait avec 1 ml d’eau distillée.
Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions, en utilisant la quercétine comme

standard et la concentration a été exprimée en mg €quivalent quercétine /g d’extrait.
I-4-3- dosage des tanins condensés (Pro-anthocyanidines)

La teneur en pro-anthocyanidines a ét¢ mesurée en suivant le protocole de Sun et al., (1998)
in Adedapo et al., (2009).
La méthode utilisée pour doser les pro-anthocyanidines est celle de la vanilline qui consiste a

former un complexe de couleur rouge avec les tanins condensés (Schofield et al., 2001).

red colour

Vanillin

Figure 24 : réaction de la vanilline avec les tanins condensés (Schofield et al., 2001).

Un volume de 0,5 ml de la solution d’extrait (I mg/ml) a ét¢ mélangé avec 3 ml de la solution de
vanilline (4%, w/v), préalablement préparée dans du méthanol, et 1,5 ml d’HCI (37%). Le mélange
a été bien agité, puis incubé pendant 15 min a température ambiante. L’absorbance a ét¢ mesurée a

500 nm.

Un blanc a été préparé en mélangeant 0,5 ml d’extrait avec 3 ml de méthanol et 1,5 ml d’HCI.
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Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions, en utilisant la catéchine comme

standard et la concentration a été exprimée en mg €quivalent catéchine /g d’extrait.
I-5- Activités anti-oxydantes des extraits

L’activité anti-oxydante a été¢ évaluée en testant I’activité¢ scavenging du radical DPPH, Ie

pouvoir réducteur et en dosant I’activité chélatrice du fer des extraits.
I-5-1- Activité scavenging du radical DPPH

La mesure de ’activité scavenging du radical DPPH a ét¢ effectuée en suivant le protocole de
Hemalatha et al., (2010). Le 1,1-Diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) est un radical libre stable
centré sur ’azote, dont la couleur change du violet au jaune apres réduction par le processus de

donation, soit d’hydrogéne ou bien d’électron (Hinneburg et al., 2006).

Une solution de DPPH (0,1 mM) a été préparée dans du méthanol, et 1 ml de cette solution a été
ajouté a 3 ml de solution d’extrait a différentes concentrations. Apres incubation pendant 30 min et

a température ambiante, 1’absorbance a ét¢ mesurée a 517 nm.

Le contrdle a été préparé en remplagant la solution d’extrait par du méthanol.

Un blanc pour chaque extrait a été préparé en mélangeant 1 ml de méthanol avec 3 ml de solution
d’extrait.

L’acide ascorbique et la BHA ont été utilisés comme standards et a différentes concentrations.

Le pourcentage de ’activité scavenging du radical DPPH de chaque extrait a été calculé comme

suit :

[ % de P’activité scavenging du radical DPPH = [(Ac — (At — Ae))/Ac] x 100 ]

Ou:
Ac : Absorbance du contrdle ; ¢’est 1’absorbance du blanc contenant seulement le DPPH.
At : Absorbance du test ; c’est I’absorbance de la solution de DPPH contenant I’extrait.

Ae : Absorbance de ’extrait ; c’est I’absorbance de la solution de I’extrait sans le DPPH.
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I-5-2- Le pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits de Camellia sinensis a été déterminé selon le protocole
d’Oyaizu (1986) in Ogunlana et Ogunlana (2008) avec quelques modifications.
Les extraits qui possédent un potentiel réducteur réagissent avec le Ferricyanure de potassium
(Fe’™) pour former le Ferrocyanure de potassium (Fe”"), qui réagit ensuite avec le Chlorure ferrique
(Fe Cl3) pour donner un complexe ferrique ferreux mesurable a 700 nm (Jayanthi et Lalitha,

2011).

Antioxydant

{ Ferricyanure de potassium + chlorure ferrique Ferrocyanure de potassium + Chlorure ferreux }

€)

1 ml de solution d’extrait (100 pg/ ml) a ét¢ mélangé avec 2,5 ml de solution tampon phosphate (0,2
M ; pH = 6,6) et 2,5 ml de solution de Ferricyanure de potassium a 1% (K3Fe(CN)g). Le mélange a
été incubé a 50°C pendant 20 min, puis les tubes a essais ont été retirés en leurs rajoutant 2,5 ml
d’acide trichloroacétique a 10% (TCA). Ensuite, le mélange a été centrifugé a 3000 rpm pendant 10
min.

A 2,5 ml du surnageant ont été ajoutés 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de Fe Clsa 0,1% et la mesure

de I’absorbance a été effectuée a 700 nm.

Un blanc a été préparé en remplacant I’extrait par du méthanol, et la BHA a été utilisée comme

standard. Le pouvoir réducteur des extraits augmente avec 1’augmentation de I’absorbance.
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Figure 25 : Schéma du protocole du pouvoir réducteur (Oyaizu, 1986).
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I-5-3- L’activité chélatrice du fer

L’activité chélatrice du fer de notre plante a ét¢ mesurée selon le protocole de Denis et al.,
(1994) in Kontoghiorghes, (1995).
La ferrozine forme un complexe violet avec le Fe*". En présence d'un agent chélateur, la formation
du complexe est interrompue, et par conséquent, la couleur violette du complexe diminue (Hazra et

al., 2008).

A 100 pl d’extrait (100 pg/ml) ont été ajoutés 200 ul de Fe Cl, (0,2 mM) et 500 pl d’eau distillée.
Le mélange a ét¢ bien agité, puis 200 ul de ferrozine (SmM) ont été ajoutés. Apres agitation et

incubation pendant 10 min a température ambiante, I’absorbance a été mesuré a 562 nm.

Le contrdle a été préparé on utilisant le méthanol a la place de 1’extrait et un blanc pour chaque
extrait a été préparé on mélangeant 100 ul de la solution d’extrait avec 900 ul d’eau distillée.
Pour le dosage de cette activité chélatrice, ’EDTA a été utilisé comme standard.

Le pourcentage de I’activité chélatrice du fer de chaque extrait a été calculé comme suit :

[ % de P’activité chélatrice du fer = [(Ac — (At — Ae))/Ac] x 100 ]

Ou:
Ac : Absorbance du contrdle ; ¢’est I’absorbance du blanc contenant seulement les réactifs.
At : Absorbance du test ; c¢’est I’absorbance de la solution d’extrait et des réactifs.

Ae : Absorbance de ’extrait ; c’est I’absorbance de la solution contenant seulement 1’extrait.

I-6- Etude statistique

Trois mesures ont été réalisées pour chaque échantillon analysé et les résultats ont été
exprimés sous la forme : moyenne + €carts-types. Des comparaisons statistiques ont été effectuées
en utilisant le logiciel STATISTICA (ANOVA/MANOVA). Les différences ont été¢ considérées
d’étre significatives a o = 0,05. Les valeurs des ICsy ont été calculées en utilisant le logiciel

Origing.
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II- Résultats et discussion

II-1- Extraction

Le taux d’extraction des composés phénoliques dépend de la méthode, la nature du solvant,
la température et la taille des particules constituants la poudre de la plante (Chavan et al., 2001 ;
Goli et al, 2004 ; Mukhopadhyay et al, 2005). Dans notre travail, afin d’obtenir des
combinaisons phénoliques distinctes, une extraction liquide-solide sélective a été réalisée en
utilisant trois solvants de différente polarité, deux solvants polaires : 1’éthanol et I’eau et un solvant

apolaire : le chloroforme.

D’ailleurs, commencer 1’extraction par 1’éthanol est intéressant car ce dernier représente un solvant
permettant la dissolution de la majorité des composés phénoliques (Cowan, 1999).
Une fois les extraits secs, le calcul du taux d’extraction pour chaque extrait a donné les résultats

suivants :

Tableau IV : les pourcentages d’extraction des extraits de Camellia sinensis.

----------------------------------------- L T T T R R A T R A

. Extrait . Taux d’extraction .
R R R R R [EEREEEE ERERTER r e e aaaaaaaaaiaaaaaaaaaaaaaaaiaasis st g
. Extrait éthanolique des feuilles . 8,74% .
. Extrait du chloroforme des feuilles . 29 .,31% .

Extrait aqueux du chloroforme des feuilles 42,82% )

D’apres ces résultats, non seulement, le rendement d’extraction de I’extrait éthanolique a donné un
taux appréciable (8,74%) en accord avec les travaux mené par Gramza-Michalowska, (2007), sur
les extraits des feuilles de Camellia sinensis, qui est de 12,61%. mais en plus ¢a montre a quel point
notre plante regorge de métabolites secondaires. Ces composé€s phytochimiques seraient doués
d’activités biologiques et joueraient un role clé dans la prévention et le traitement de nombreuses

maladies (Arab et al, 2011).

Nous constatons aussi que c’est I’extrait aqueux du chloroforme qui a exhibé le taux d’extraction le
plus élevé comparé a I’extrait organique du chloroforme. Cela pourrait supposer la richesse des
feuilles de Camellia sinensis en composés de polarité élevée dont les composés phénoliques, étant

donné leur richesse en groupements hydroxyles (Iris et al., 1999).
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II-2- Dosage des composés phénoliques

I1-2-1- Les phénols totaux

Les teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles de Camellia sinensis, exprimées en mg

équivalent acide gallique/g d’extrait, sont représentées dans la figure ci-dessous :

160 -+

1473 , ¢
I

140 -
125,55 ,b
I

1142 ,a

I

120 A

100 -

60 -

40 -

concentrations en mg EAG/g d'extrait

20 -

éthanol chloroforme ag,chloroforme
Extraits

Figure 26 : teneurs en phénols totaux dans les extraits des feuilles de Camellia sinensis.

D’un aspect général, on apercoit que la teneur en phénols totaux varie de (114,2 + 4,52 4 147,3 +
2,54) mg équivalent acide gallique/g d’extrait, semblable aux résultats obtenus par Hajimahmoodi
et al., (2008) sur les extraits des feuilles de Camellia sinensis, qui est de 108 = 0,07 mg équivalent
acide gallique/g d’extrait, cela confirme la richesse de Camellia sinensis en composés phénoliques.
En effet, une étude réalisée par Kédhkonen et al, (1999) a montré que la quantité en phénols totaux
variait beaucoup dans les plantes et que ces derniéres pouvaient étre regroupées en plusieurs classes
qui sont les suivantes :

» Une classe a faible quantité : 0,2 a 1,3 mg EAG/g de poudre de plante.

» Une classe a quantité modérée : 9,1 a 23,1 mg EAG /g de poudre de plante.

» Une classe a quantité élevée : 12,4 a 50,8 mg EAG/g de poudre de plante.

» Une classe a quantité tres élevée : 17, 5 a 155,3 mg EAG/g de poudre de plante.
Par conséquent, on pourrait dire que notre plante fait partie de la classe a quantité trés €levée.
De plus, il est essentiel de souligner que c’est I’extrait éthanolique qui a donné la concentration en

phénols totaux la plus ¢élevée (147,3 = 2,54) ; cela est évident étant donné que c’est 1’extrait brut et
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donc le reste des extraits a analyser proviennent de cet extrait initial ; en d’autres termes, c’est le

précurseur des autres extraits de plante.

I1-2-2- Les flavonoides

Le contenu en flavonoides des extraits des feuilles de Camellia sinensis, exprimé en mg

équivalent quercétine/ g d’extrait, figure dans I’histogramme suivant :

13,21 ,b

concentrations en mg EQ /g d'extrait
o2}

2 A 0,88 ,a

0,36 ,a
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0 T
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Extraits

Figure 26 : teneurs en flavonoides dans les extraits des feuilles de Camellia sinensis.

Une vue d’ensemble de cette représentation graphique, nous montre que 1’extrait aqueux du
chloroforme des feuilles de Camellia sinensis a présenté la teneur la plus élevée en flavonoides qui
est de 13,21 £+ 0,53 mg équivalent quercétine/g d’extrait, contrairement a I’extrait du chloroforme
qui a montr¢ la teneur la plus faible (0,36 = 0,06 mg) ; tous compte fait, ces résultats sont conformes
a ceux obtenus par Hajimahmoodi et al., (2008) qui est de 19,17 = 0,22 mg équivalent quercétine/g
d’extrait.

Cela serait da au fait que les flavonoides sont de petites molécules trés polaires, résultant de leur
abondance en groupements hydroxyles, donc insolubles dans le chloroforme.

Il ne faut pas nier une constatation fulgurante concernant le taux infime de I’extrait éthanolique
(0,88 £ 0,57 mg équivalent quercétine/g d’extrait) comparé a celui de D’extrait aqueux du
chloroforme. En réalité, bien qu’il soit riche en flavonoides ou qu’il en contienne tout simplement la
totalité, le réactif révélateur qui est le AICl; n’a pas pu les détecter entiérement, on pourrait

supposer que cela soit dii au fait que les groupements réagissant avec ce réactif ne soient pas
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disponibles dans I’extrait mere de Camellia sinensis a cause de I’encombrement stérique engendré,
ou bien au fait qu’il se formerait des interactions intermoléculaires entre eux mettant en ceuvre ces

groupements révélateurs dans divers types de liaisons physico-chimiques.
I1-2-3- Les pro-anthocyanidines

Les résultats de dosage des pro-anthocyanidines dans les feuilles de Camellia sinensis,

exprimés en mg équivalent catéchine/g d’extrait, sont représentés dans la figure suivante :
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Figure 27 : teneurs en pro-anthocyanidines dans les extraits des feuilles de Camellia sinensis.

D’apres I’histogramme, notre plante serait riche en pro-anthocyanidines, car les concentrations
varient entre (25,85 + 3,50 a 29,55 £ 3,33) mg ¢équivalent catéchine/g d’extrait avoisinant les
29,62mg correspondant au taux trouvé par Hajimahmoodo et al., (2008).

Nous faisons remarquer également que 1’extrait aqueux du chloroforme a donné Ia teneur la plus
¢levé (29,55 + 3,33) contrairement a I’extrait organique du chloroforme, puisque les pro-
anthocyanidines sont des polymeéres riches en groupements hydroxyles, donc solubles dans les

solvants polaires.

Concernant I’extrait éthanolique, on remarque qu’il a montré une portion en tanins condensés
(28,19 £ 1,28) légerement inférieure a celle de I’extrait aqueux du chloroforme, et cela est di a
I’encombrement stérique engendré par 1’accumulation des composés phénoliques étant donné que

¢’est I’extrait initial
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II-3- L’activité anti-oxydante
I1-3-1- L’activité scavenging du radical DPPH

L’¢étude de I’activité scavenging du radical DPPH selon le protocole de Hemalatha et al.,

(2010), nous a fourni les résultats exprimés dans la figure suivante :
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Figure 28 : les pourcentages de 1’activité scavenging du radical DPPH des extraits des feuilles de Camellia sinensis et

des standards.

A partir de cette figure, nous constatons que tous les extraits des feuilles de Camellia sinensis ont
dévoilé une tres forte activité scavenging du radical DPPH, allant de 94,58% =+ 2,50 a 97,83% =+
1,02 comparativement aux standards utilisés : 1’acide ascorbique et la BHA qui ont donné des
pourcentages d’inhibition de 97,01 %= 0,95 et 96,02% + 1,33 respectivement (a 100pg/ml).

Ces valeurs sont en étroites accord avec 1’étude réalisée par Markowicz Bastos et al., (2007), avec

une teneur de 92,20% =+ 0,52 pour le potentiel scavenging du radical DPPH.

Au terme de I’analyse, il semblerait que les résultats obtenus dans ’activité scavenging du radical
DPPH sont en corrélation avec les taux en phénols totaux (R = 0,52), et plus précisément avec les
pro-anthocyanidines (R = 0,74) qui constituent de puissants agents antioxydants, étant donné leur

richesse en groupements hydroxyles. Or, c’est I’extrait éthanolique qui a exhibé le pourcentage
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scavenging du radical DPPH le plus ¢élevé (ICso = 3,94) étant donné qu’il est le précurseur, donc
englobe la totalité des composés phénoliques, suivi de prés par I’extrait aqueux du chloroforme
puisqu’il renferme les teneurs en flavonoides et en pro-anthocyanidines les plus ¢levées, sachant

que ces derniers constituent de puissants antioxydants (Iris et al., 1999), contrairement a 1’extrait

organique du chloroforme.

DPPH de I'extrait éthanolique
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Figure 29 : activité scavenging du radical DPPH des différentes concentrations de 1’extrait éthanolique des feuilles de

Camellia sinensis.
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Figure 30 : activité scavenging du radical DPPH des différentes concentrations des standards (BHA et Acide

ascorbique)
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A partir de la figure, on constate que le pourcentage d’inhibition de 1’activité scavenging du radical
DPPH dépend de la concentration de I’extrait éthanolique des feuilles de Camellia sinensis qui a
montré une ICsy de 3,94ug/ml, cette derniére est voisine de celle retrouvée par Khalaf et al., (2008)
qui est de 6,7 pg/ml.

I1 est important de noter que 1’activité scavenging du radical DPPH dépond de la concentration des
extraits, plus la concentration est élevée plus le pourcentage d’inhibition augmente et I’ICsy de
I’extrait éthanolique des feuilles a été¢ de 9.24 pg/ml légerement supérieure a celles des standards
utilisés la BHA et ’acide ascorbique qui sont respectivement de 1Csy =0.98 pg/ml et 1Csy =1,61
pg/ml.

I1-3-2- Le pouvoir réducteur

: \ 7 . 3 . -+ . +
Les absorbances proportionnelles & la réduction de I’ion ferrique Fe’ en ion ferreux Fe?

dans le test du pouvoir réducteur des extraits, sont regroupées dans la figure suivante :
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Figure 31 : Représentation graphique de I’absorbance de I’ion ferreux (Fe*") du pouvoir réducteur des extraits des

feuilles de Camellia sinensis.

A partir de cet histogramme, on remarque en premier lieu que les extraits des feuilles de Camellia
sinensis ne posseédent pas un fort pouvoir réducteur (de 0,03 + 0,013 a 0,18 £ 0,018)
comparativement a la BHA (0,62 + 0,03).

L’extrait éthanolique nous confere la plus grande absorbance (0,18 £ 0,018) ; étant donné que c’est

I’extrait brut. L’extrait organique du chloroforme a donné un pouvoir réducteur plus faible
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(0,03 = 0,01) que celui de I’extrait aqueux du chloroforme (0,10 = 0,013), vu la richesse de ce
dernier en flavonoides et en pro-anthocyanidines caractérisés par leur abondance en groupements

hydroxyles donneurs d’électrons et d’hydrogene.

Nous déduisons également que le pouvoir réducteur des extraits est en parfaite corrélation avec les
teneurs en phénols totaux (R = 0,65) et en pro-anthocyanidines (R = 0,62).

Bien que nos extraits soient riches en flavonoides, nous constatons qu’il n’y a pas une corrélation
(R =0,03) entre les teneurs en flavonoides et le pouvoir réducteur ; cela pourrait bien s’expliquer
par le fait que le pouvoir réducteur de nos extraits est indépendant de la quantité en flavonoides

mais plutot de la nature biochimique de ces composés.
II-3-3- La chélation du fer

Les pourcentages de 1’activité¢ chélatrice du fer sont représentés dans I’histogramme

suivant :
100 -
84,42
90 -
e b
80 R
70 - Ly
¥ '-'.";-:"",
L R T
gt ¥
5 %0 ALl
E I{:_’:_ :‘l.-"‘
2 50 1 B
< _'t%n_l_ﬁ
= 40 - AT
(A
30 - e
e
20 - R
e
10 - 1,06 , A 1,03 ,a 1,05 , '!';J::$if_.:
S ar
0 : . . [ g,
éthanol chloroforme aq.chloroforme EDTA
Extraits (100pg/ml)

Figure 32 : Représentation graphique du pourcentage de 1’activité chélatrice du fer des extraits des feuilles de Camellia

sinensis.
Une vue générale nous permet de conclure que les extraits présentent une trés faible activité
chélatrice du fer allons de 1,03% + 0,003 a 1,06% = 0,03, comparée au standard utilisé qui est
I’EDTA (84,42% + 1,74).

ﬁ
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Quoique, ces valeurs s’inclinent largement devant celles retrouvées par Gramza-Michalowska,
(2007) qui sont de 15,38% a 23,52%. Cela serait di probablement aux différences de la qualité du
thé, son dégrée de fermentation, la région géographique de la croissance, le temps de I’année ou les

feuilles ont été récoltés et a la variation de condition de stockage.

Malgré que la chélation du fer ait montré une parfaite corrélation avec les teneurs en pro-
anthocyanidines (R = 0,78), cela n’a pas été le cas quant aux flavonoides qui ont donné une faible
corrélation (R = 0,24). Cette contradiction pourrait étre di au fait que la chélation du fer
dépendrait de la nature physico-chimique des composés phénoliques et non pas de la quantité de

ces derniers.

Le pourcentage de I’activité chélatrice du fer ne dépend pas des différentes concentrations des

extraits, c’est pour cela les ICsp n’ont pas ét¢ déterminées.
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Conclusion et perspectives

Gonclrrsion

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable de principes actifs, dont

Camellia sinensis (thé vert) serait considérée comme la panacée des temps, étant dotée de vertus

thérapeutiques remarquables. Cette plante ne cessera jamais de nous surprendre avec ¢a fabuleuse

panoplie d’activités biologiques surtout en se qui concerne ses effets neurologiques en particulier

stimulants.

Ainsi, notre étude réalisée sur les extraits des feuilles de Camellia sinensis, nous a permis d’émettre

les résultats suivants :

>

Le taux d’extraction obtenu montre que Camellia sinensis serait plus riche en composés
phytochimiques polaires que apolaires d’ou I’intérét peut étre de leur incorporation dans les
aliments hydrophiles, dans 1’industrie alimentaire.

L’évaluation du contenu en phénols totaux en adoptant la méthode de Folin ciocalteu
révelerait des teneurs importantes en composés phénoliques.

Le dosage des flavonoides par la méthode de Mimica-Dukic (1992), nous a mené a conclure
que la plante contiendrait des taux considérables en flavonoides.

Quant aux proanthocyanidines, la méthode de la vanilline nous a révélée des concentrations
modérées.

Le potentiel anti-radicalaire des extraits des feuilles de Camellia sinensis a été déterminé par
la mesure de ’activité scavenging du radical DPPH, et les résultats montrent que ces extraits
possedent une bonne activité (ICsp = 3,94 pg/ml).

Le pouvoir réducteur de notre plante a été¢ déterminé par le concept de réduction de 1’ion
ferrique (Fe’™) en ion ferreux (Fe*") ; les absorbances ont montré que nos extraits possédent
un faible pouvoir réducteur.

L’activité chélatrice du fer des extraits des feuilles de Camellia sinensis, mesurée par le
protocole de Denis (1994), a présenté des pourcentages faibles comparés a celui du standard
utilisé (EDTA).

Finalement, vue les corrélations existantes entre les activités anti-oxydantes testées et les
composés phénoliques, cela suggérerait que les composés phénoliques seraient

probablement responsables de ces activités.
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Notre pays posseéde une biodiversité immense en plantes médicinales caractérisées par un

taux élevé en métabolites secondaires avec des caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques

particuliéres qui demandent a étre exploitées par les recherches ; de ce fait et comme perspectives

on propose et on espere:

>

Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pouvant répondre aux différents
problémes de la santé et étre une alternative aux médicaments synthétiques.

Développer des médicaments anti-radicalaires a base de plantes, doués d’une activité anti-
oxydante.

Orienter les recherches scientifiques vers la réalisation d’études approfondies et
complémentaires de 1’activité antioxydante des composés phénoliques.

Aller au-dela des tests des extraits bruts, et tenter d’isoler, de purifier et d’identifier d’autres
constituants biochimiques et de réaliser des tests in vivo pour s’assurer de 1’efficacité anti-
radicalaire et de la non toxicité de ces composés.

Encourager 1’utilisation des constituants de Camellia sinensis comme principes actifs dans
les traitements préventifs des maladies neurodégénératives (Alzheimer) et ’amélioration du

développement et du fonctionnement cérébrale dans le cas de la trisomie 21.
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Annexe N° 01 : Courbes d’étalonnages utilisées pour le calcul des teneurs en phénols totaux,

flavonoides et proanthocyanidines :

y=10,0099x - 0,0123
R?>=10,9988
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o
W

0 20 40 60

80 100 120
concentrations (pg/ml)

Figure 01 : Courbe d’étalonnage avec 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux (A = 765 nm).
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage avec la quercétine pour le dosage des flavonoides (A = 430 nm).
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Figure 03 : Courbe d’étalonnage avec la catéchine pour le dosage des proanthocyanidines (A = 500 nm).
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Annexe N° 02 : Courbes de corrélation des différentes activités anti-oxydantes avec les teneurs

en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés :
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Figure 04 : Courbe de corrélation entre I’activité scavenging du radical DPPH avec la teneur en phénols totaux de

Camellia sinensis.
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Figure 05 : Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur réducteur avec la teneur en phénols totaux de

Camellia sinensis.
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Figure 06 : Courbe de corrélation entre I’activité chélatrice du fer avec la teneur en phénols totaux de

Camellia sinensi.
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Figure 07 : Courbe de corrélation entre 1’activité scavenging du radical DPPH avec la teneur en flavonoides de

Camellia sinensis.
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Figure 08 : Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur avec la teneur en flavonoides de

Camellia sinensis.
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Figure 09 : Courbe de corrélation entre I’activité chélatrice du fer avec la teneur en flavonoides de

Camellia sinensis.
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Figure 10 : Courbe de corrélation entre 1’activité scavenging du radical DPPH et la teneur en proanthocyanidines de

Camellia sinensis.
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Figure 11 : Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur avec la teneur en proanthocyanidines de

Camellia sinensis.
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Figure 12 : Courbe de corrélation entre 1’activité chélatrice du fer et la teneur en proanthocyanidines de

Camellia sinensis.
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Annexe N° 03 : Courbes obtenue par origin 8 pour le calcul des ICs
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Figure 13 : courbe pour le calcul de I'ICs, de I’extrait éthanolique des feuilles de Camellia sinensis dans 1’activité
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Figure 14 : courbe pour le calcul de I’ICsy de la BHA dans I’activité scavenging du DPPH.
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Figure 15 : courbe pour le calcul de I’ICsy de I’acide ascorbique dans I’activité scavenging du DPPH.
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