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INTRODUCTION



Introduction :

Depuis I’antiquité, les plantes médicinales jouent un réle déterminant dans la conservation de la

santé des hommes et dans la survie de I'hnumanité (PIERRE, 2001; MACHIEX et al., 2005).

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siécles comme reméde a diverses maladies
humaines. Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique a des composes, dits alors actifs (principes
actifs), qu'elles renferment. Parmi ces composes potentiellement intéressants, les composés
phénoliques qui sont particulierement  utilisés comme antioxydants dans les domaines
pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la santé (HIRASA et
TAKEMASA, 1998). Notons aussi leurs diverses propriétés biologiques comme les activités
antiallergique, anti-artherogenique, anti-inflammatoire, hépatoprotective, antimicrobienne,
anticarcinogénique, anti-thrombotique, cardioprotective, vasodilatoire...ectc (MIDDLETON et al.,
2000 ; KSOURI et al., 2007; NIJVELDT et al., 2001).

Au continent africain, plus de 90% des plantes médicinales sont utilisées dans la médecine
traditionnelle (OMS, 2003). L’Algérie dispose d'une grande diversité floristique en particulier
saharienne spontanées a des utilisations thérapeutiques tres intéressantes (HAMZAA et al., 2010).

Le thym et le romarin font partie des plantes médicinales largement utilisées en Algérie, surtout
en médecine traditionnelle (MAHMOUDI et al., 2013). La valeur thérapeutique de ces plantes est
relative a leurs métabolites secondaires, notamment les huiles essentielles et les composés
phénoliques, dont la concentration de ces molécules peut varier d’une plante a une autre et d’un
organe a un autre de la méme plante (BENARIBA et al., 2013; El HACI et al., 2012; ATMANI et
al., 2009).

Ce présent travail, consiste en une contribution a la réalisation d’une étude comparative :

v Du contenu en polyphénols et en flavonoides des deux extraits éthanoliques du thym et du
romarin obtenus dans les mémes conditions de préparation, d’extraction et de dosage.
v De lactivité antioxydante des deux extraits par évaluation du pouvoir piégeur des extraits

vis-a-vis d’un radical libre relativement stable (DPPH).



Notre travail est organisé en deux parties ;

La premiére est une synthése bibliographique qui comporte deux (02) chapitres ;
Chapitre 1 : les composés phénoliques

Chapitre 11 : les oxydants et les antioxydants naturels

La deuxiéme partie ; c’est une étude expérimentale aboutissant aux résultats et discussion

(interprétation et comparaison des résultats obtenus avec d’autres résultats).



PARTIE: SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE



CHAPITRE |

Les composes phénoliques



CHAPITRE | (partie expérimentale) Les composés phénoliques

VI- Présentation des composes phénoliques :

Les composés phénoliques (ou polyphénols) constituent une famille de molécules
largement répandues dans le régne veégétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines
jusqu’aux fruits. IlIs sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de
fonctions directes au niveau des activités fondamentales dans 1’organisme végétal, comme la

croissance, ou la reproduction (BELKHIRI, 2009).

L’expression de « composés phénoliques > est utilisée pour toute substance chimique
possedant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou plusieurs groupements
hydroxyles. Un nombre considérable de ces composés sont formés de deux noyaux
benzéniques A et B reliés par un hétérocycle de type pyrane. Ces composes different les uns
des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B, par la nature de 1’¢lément
central et par la position, la nature et le nombre de molécules de sucre fixées (BOUAYED,
2007).

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme A et
de phénylalanine. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande diversité de
molécules qui sont spécifiques d’une espéce de plante, d’un organe, ou d’un tissu particulaire

(NKHILI, 2009).

VII- Structure et catégories des composés phénoliques :

Structuralement, les composés phénoliques comprennent un noyau aromatique, qui
posseéde un ou plus de substituant hydroxylé. Ce dernier conduit les composés phénoliques
simples a se polymériser pour obtenir des phénols complexes ou polymérisés ; malgré la
grande diversité structurale, ce groupe est connu sous le nom : Polyphénols (KESKAS, 2011).

La plupart des composés phénoliques sont conjugués avec un mono ou poly saccharides,
liés a un ou plusieurs groupes phénols, ¢ca peut étre aussi des dérivations fonctionnelles
comme des esters et des méthyles esters. Ces composés peuvent étre groupés dans plusieurs

classes comme le montre le tableau 01 décrit par MAAMRI (2008).



CHAPITRE | (partie expérimentale) Les composés phénoliques

Tableau 01 : Quelques classes de composés phénoliques, (MAAMRI, 2008)

Structure Classe

Cs phénols simples

Ce-C1 acides benzoiques et composés voisins
Ce-Cy acétophénones et acides phénylacétique
Cs-C3 acides cinnamiques et composés voisins
Cs-Cs coumarines, isocoumarines et chromones
Cis chalcones, aurones, dihydrochalcones
Css flavanes, flavones, flavanones, flavanols,

anthocyanines, anthocyanidines

Cao biflavonyles

Cs- C1- Cs, benzophénones, xanthones, stiblénes

Ce- C2-Cs

Cs, C4, C1s benzoquinones, naphtoquinones, anthraquinones
Cis betacyanines, betaxanthines

Lignianes, neolignanes dimeéres ou oligomeres

Lignines polymeéres

Tannins oligomeéres ou polymeres

Phlodaphénes polymeres

VIII- Principales classes des composés phénoliques :
Les différentes classes de polyphénols peuvent étre distinguées en se basant d’une part, sur

le nombre d’atomes constitutifs et d’autre part, sur la structure de squelette de base

(MACHEIX et al., 2006).
I11-1. Polyphénols monomériques (simples) :

I11-1.1. Les acides phénoliques : Cette classe est diviseée en deux sous-classes

c) Acides hydroxybenzoiques : D’aprées SARNI-MANCHADO et CHEYNIER (2006),
les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de l'acide benzoique, ils ont une structure
géneérale de base de type (C6-C1) qui est souvent sous forme d'esters ou de glycosides. Les
acides hydroxybenzoiques les plus abondants sont répertoriés dans le tableau 02.



CHAPITRE | (partie expérimentale) Les composés phénoliques

Tableau 02: Structure de base et principaux acides hydroxybenzoiques (SARNI-
MANCHADO et CHEYNIER, 2006)

Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
H H OH H Acide p hydroxy
R2 R1 benzoique
RB—{:,;/ \:T}—COOH H OH OH H Acide
= protocatechique
Ra H OCH3 | OH H Acide vanillique
H OH OH OH Acide gallique
H OCH3 | OH | OCHS3 Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

d) Hydroxycinnamiques :

Selon SARNI-MANCHADO et CHEYNIER (2006), les Acides hydroxycinnamiques sont
des dérivés de I'acide cinnamique, ils ont une structure générale de base de type (C6-C3) et
existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques. Les degrés
d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, conduisent a une réactivité chimique
importante de ces molécules, le tableau 03 représente les principaux acides

hydroxycinnamiques.
Tableau 03 : Structure de base et principaux acides hydroxycinnamiques

(SARNI-MANCHADO et CHEYNIER, 2006)

Structure RI R2 R3 Acides phénoliques

H H H Acide cinnamique

R1 A OOH H OH H Acide p coumarique
I | OH OH H Acide caféique
" RI OCH3 OH H Acide férulique
OCH3 OH OCH3 Acide smapique




CHAPITRE | (partie expérimentale) Les composés phénoliques

I11-1.2. Les coumarines :

Les coumarines sont des molécules largement répandues dans tout le regne vegétal, sont
des 2H-1-benzopyran-2-ones, considérees comme étant les lactones des acides 2- hydroxy-7-
cinnamiques (BENAYACHE, 2005). Elles existent sous forme libre solubles dans les alcools
et dans les solvants organiques ou les solvants chlorés ou encore liées a des sucres
(hétérosides) sont plus ou moins solubles dans 1I’eau (BRUNETON, 1999).

Tableau 04 : Structure de base de coumarine et ses principaux types (MACHEIX et al., 2005)

Structure R6 R7 R8 Acides phénoliques
H OH H Umbelliférol
R6 OH OH H Aescultol
o =0 OCH3 | OH H Scopolétol
R8 OCH3 OH OH Fraxetol
H OH OH Daphnetol

I11-1.3. Les stilbenes :

Les stilbenes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison (figure 01), Le resvératrol et le ptérostilbéne font
partie de la famille des stilbénes et sont des composes synthétisés par la plante suite a un
stress, Ces molécules peuvent s’oxyder sous 1’action d’enzymes oxydase et les peroxydases

(PERRET, 2001).

R'1

R1
o
0
R'3
R3
RI=R3=R2=0H,R2=R'l =R'3 =H : resvératrol
R1=R3=0CH;, R2=R'l =R"3 =H, R'2 = OH : ptérostilbéne
Rl = glucose, R2=R"3 = 0H, R2 = R'l =0H, R2 = OCHs : rhapontine
Rl =glucose, R2Z=R'l =R'3=H, R3=R2 =0H : picéide

Figure 01: Structure de base des stilbenes et ses principaux types (PERRET, 2001).



CHAPITRE | (partie expérimentale) Les composeés phénoliques

I11-1.4. Les flavonoides :
111-1.4.1. Généralités:

Le nom flavonoide proviendrait du terme flavedo, désignant la couche externe des écorces
d'orange, cependant d'autres auteurs supposaient que le terme flavonoide a été plutdt prété du
flavus ; (flavus=jaune) (KARAALI et al., 2004 ; MALESEV et KUNTIC, 2007).

Les flavonoides représente une tres large gamme de composés phénoliques, plus de 5000
composés ont été décrits (FERGUSON, 2001). Ils sont considérés comme les pigments
quasiment universels des végétaux (ONO et al., 2006).

La contribution des flavonoides au régime alimentaire humaine sous forme fruits, légumes
et boissons est tres importante; également ils ont été utilisés en médecine traditionnelle a base
de plantes riche en flavonoides. Cette importance liée par leur structure chimique a caractere
antioxydante (ONO et al., 2006).

111-1.4.2. Structure :

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un squelette
carboneé de quinze atomes de carbones(C15) constitué de deux cycles aromatiques (A) et (B)
qui sont reliés entre eux par une chaine en C3 en formant ainsi I'hétérocycle (C)
(BENAYACHE, 2005).

Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme C6-C3-C6, qui
forme une structure de base des flavonoides appelée le noyau flavone (2-phenyl-benzo-vy-
pyrane), mais de point de vue classification, le groupe des flavonoides peut étre divisé en
plusieurs catégories. Cette division dépend de I’hydroxylation du noyau du flavonoide aussi

bien que du sucre lié. (KRISHNA et al., 2001).

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétiqgue commune, et de ce fait, possédent le
méme élément structural de base, a savoir I’enchainement phenyl-2 chromane (Figure 02). Ils
peuvent étre regroupés en différentes classes selon le degré d’oxydation de noyau pyranique
central (KRISHNA et al., 2001 ; NARAYANA, 2001; MALESEV et KUNTIC, 2007)

Figure 02: Structure de base d'un flavonoide (HELLER et FORKMANN, 1993).
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111-1.4.3. Classification :

Les principales classes des flavonoides sont représentées dans le tableau 05.

Tableau 05 : Structure de base et principales classes des flavonoides (NARAYANA et al., 2001)

Classes Structures chimiques R3' R4’ RS’ Exemples
Flavones H OH H Apigénine
OH OH H Lutéoline
OH OCH3 H Diosmétine
Flavonols R3' . H OH H Kaempférol
OH O - OH oH H Quercétine
@‘I RS OH OH OH Myrecétine
L “oH
OH
Flavanols a . oH OH H Catéchine
ox or
O ) rs
OH
OH
Flavanones R¥ H OH H Naringénine
OH OH H Eriodictyol
Anthocyanidines RS H OH H Pelargonidine
OH OH H Cyanidine
OH OH OH | Delphénidine
Isoflavones RS R7 R4
OH OH OH Genisteine
H O-Glu OH Daidezine
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111-2. Polyphénols sous forme de polymeéres (complexes):

I11-2.1. Les tannins :
111-2.1.1. Géneralites :

Le terme tannin vient de la source de tannins utilisée pour le tannage des peaux d’animaux
en cuir. Dans ce processus, les molécules de tannins se lient aux protéines par des liaisons
résistantes aux attaques fongiques et bactériennes. Le poids moléculaire des tannins varie
entre 500 et 2000 K Da (3000 pour les structures les plus complexes) (HAGERMAN et
BUTLER, 1981).

Les tannins sont des composés phénoliques tres abondants chez les angiospermes, les
gymnospermes (tannins condensés) et les dicotyledones (tannins hydrolysables). Ces
composés ont la capacité de se combiner et de précipiter les protéines. Ces combinaisons
varient d’une protéine a une autre selon les degrés d’affinités (HARBORNE et al., 2009).

Dans notre alimentation, 1’astringence est la qualité organoleptique qui indique la présence
des tannins. Elle a un réle important dans le choix des aliments (corrélation inverse entre les

especes végeétales choisies et leur teneur en tannins) (LARWENCE et al., 1984).

111-2.1.2. Types et structures des tannins:
Selon la structure, on a deux types de tannins : les tannins hydrolysables et les tannins

condenses, dits aussi : proanthocyanidines.

c) Tannins hydrolysables :

Sont formés par liaison de plusieurs acides galliques a un carbohydrate (généralement le
glucose). On parle de gallotannins. Aussi des unités galloyles peuvent étre ajoutées par
liaisons esters, généralement en position C3 de I’acide gallique. Les unités d’acide gallique
voisines s’accouplent formant les esters d’acide hexahydroxydiphénique, dits : ellagitannins.

Ces deux groupes, les gallotannins et les ellagitannins sont appelés tannins hydrolysables.
Comme leur nom I’indique, ces composés peuvent étre dégradés en fragments simples (acides
phénols et sucres) (SEIGLER, 1998).

L’acide gallique provient de la B-oxydation des composés C6-C3, comme I’acide
coumarique ou les acides oxygénés correspondants. Mais, 1’acide shikimique est considéré

comme le meilleur précurseur (SEIGLER, 1998).
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I Covd

Figure 03: Structure générale de tanins hydrolysables (HAGERMAN et BUTLER, 1981).

d) Tannins condenses :

Ce sont des proanthocyanidines, composés phénoliques hétérogenes : dimeéres, oligomeres

ou polyméres du flavanes, flavan-3-ols, 5-flavanols, 5-deoxy-3-flavanols et flavan-3,4-diols
(SARNI-MANCHADO et CHEYNIER, 2006).

Les deux groupes majeurs des proanthocyanidines sont les procyanidines et les

prodelphinidines. Les monomeres constitutifs des procyanidines sont la catéchine et

I’épicatéchine qui peuvent étre substituées par 1’acide gallique ou des sucres, généralement en

position 3 ou plus rarement en position 7. Ces monomeres de prodelphinidines sont la

gallocatéchine et 1’épigallocatéchine, mais on distingue également des monomeres de
quercétine et de myricétine (ANDERSEN et MARKHAM, 2006).

En s’hydrolysant, les tannins condensés ne donnent pas de composés simples comme le

glucose ou les acides phénoliques simples comme c’est le cas pour les tannins hydrolysables,

mais plutdt des anthocyanidines (ANDERSEN et MARKHAM, 2006).
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Figure 04: Structure générale de tanins condensés (HAGERMAN et BUTLER, 1981).

111-2.2. Les lignines :

C'est I’un des polymeéres biosources les plus abondants sur Terre, elle constitue de 15 a

40% de la matiére séche des arbres et de 5 & 20% des tiges des plantes annuelles. C’est

également le polymere aromatique naturel le plus abondant (PRIVAS, 2012). Subissant les

contraintes de la gravite, la lignine est apparu afin notamment de rigidifier les parois

cellulaires (CRUZ et al., 2001).

Le role des lignines dans 1’évolution des végétaux, ils forment une barriere mécanique, de

godt désagréable, et réduisant la digestibilité des sucres de la paroi, les lignines participent a

la résistance des plantes aux microorganismes et herbivores, la lignification est une réponse

courante a I’infection ou la blessure (MURRY et al., 1982).

HO — PH
Lignin—0Q -
gnin </ .\,\\)7 - OMiE
/
.
-
i
HO -
(I
l' OMe
HO™ l o MeO
e 2 Sadin HO_
A N g / 7
| = ] o
OMe I 3 / /"
\\ \ 74 / MeaO
Meo (lj g " ome
HO < :1)7 & "
(\\ /;._} OMe
£
oH

Figure 05 : Structures générale de la lignine (SCALBERT et WILLIAMSON, 2000).
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IX-  Quelques propriétés des composés phénoliques chez les animaux :

Les polyphénols (spécialement les flavonoides) sont des produits nutraceutiques, c’est-a-
dire n'ont pas une valeur calorique mais ont un réle fondamental pour ce qui concerne la
prévention de certaines pathologies (TEISSEDRE et al., 2007).

Le rble nutraceutique des flavonoides s'inscrit dans le cadre de ce que l'on appelle la
nouvelle pharmacie qui consiste a faire un traitement préventif et non curatif, il vaut mieux
que le médicament soit déja présent dans I'organisme prét a la défense apporté sous forme des
aliments fonctionnels capables de procurer des bienfaits physiologiques démontrés ou de
réduire les risques des maladies chroniques, en plus de remplir leurs fonctions nutritionnelles
de base dont la consommation des fruits et des Iégumes riches en composes bioactifs peut étre
une stratégie de prévention réaliste contre de nombreuses maladies majeures. (TEISSEDRE et
al., 2007).

IV-1. Propriétés antiradicalaire :

Les composés phénoliques sont capables de piéger les radicaux libres en formant des
composés oxydés moins réactifs (figure 06), cette capacité peut étre expliquée par leur
propriété de donation d'un atome d'hydrogéne a partir de leur groupement hydroxyle selon la
réaction représentée ci-dessous :

Ph-H + Re —> Phe + RH (réaction de piégeage)

Cette réaction de piégeage donne une molécule stable (RH) et un composé oxydé (Phe) ce
dernier va subir un changement de structure par résonance ; redistribution des électrons
impaires sur le noyau aromatique pour donner des molécules de faible réactivité par rapport
aux Re; en outre les radicaux oxydés peuvent interagir entre eux pour former des composés
non réactifs (AMIC et al., 2003).

Phe + Re —> Ph-R (réaction de couplage radical-radical)

Phe + Phe —> Ph-Ph (réaction de couplage radical-radical)

Ph : composé phénolique

-12 -
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RH

Figure 06 : Piégeage des espéces réactives dérivées de I’oxygene (Re) par les

flavonoides et la formation d'une structure stable (TIQWARI, 2001).

IV-2. Propriétés chélatrices des ions métalliques :

Les ions métalliques sont nécessaires pour le fonctionnement des processus biochimiques
et physiologiques cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur mécanisme d'action n'est
pas bien contrélé ces mémes ions peuvent étre & l'origine d'une peroxydation lipidique, un
stress oxydatif, ou une blessure des tissus, a titre d'exemple Cu+2 est un stimulateur de la
peroxydation des lipides insaturés ou lipides a double liaison (LDL) (TIQWARI, 2001).

Gréace a leur structure chimique spécifique, les flavonoides peuvent facilement chélater les
ions métalliques en créant des composés complexes inactifs (MALESEV et KUNTIC, 2007)

La chélation des ions métalliques nécessite trois sites principaux :
a) Site situé entre le groupe 3' OH et le groupe 4' OH du cycle B
b) Site situé entre le groupe 30H et 4 C=0 de I’hétérocycle C
c) Site situé entre le groupe SOH du cycle A et le groupe 4C=0 de I’hétérocycle C

w Me+n

o

Figure 07: Principaux sites impliqués dans la chélation des ions metalliques (Me+)
(TIQWARI, 2001).
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IVV-3. Propriétés antibactériennes :

La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement sur [’usage des
antibiotiques. La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents a entrainé
la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la
découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes, sous forme de métabolites secondaires dont les composés
phénoliques, sont toujours utilisés dans 1’industrie alimentaire et cosmétique et comme agents
antimicrobiens en médecine populaire (COWAN, 1999).

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité
vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a l'inhibition des
enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres interactions pour
inactiver les adhésions microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe cellulaire
(COWAN, 1999).

IV-4. Propriétés anticancéreuses :

Le cancer se présente habituellement comme une tumeur formée d'une masse cellulaire qui
est l'aboutissement d'une série de transformation pouvant se dérouler pendant plusieurs
années, donc la cancérogénese est un processus complexe multi-séquentiel menant une cellule
de I'état sain a un état précancéreux et finalement a un stade précoce de cancer (PINCEMALI et
DEFRAIGNE, 2004).

Des études montrent que certains composés phénoliques particulierement ; lutéoline,
quercétine, kaempfeérol, apigénine, taxifoline inhibent d'une fagon remarquable la lipogenése
des cellules cancéreuses, d'autres flavonoides sont plutdt capables d'induire I'apoptose.

Certains flavanols (épigallocatéchine-3-gallate) représentent des effets cytotoxiques sur les
cellules cancéreuses de prostate, ces effets sont corrélés avec leur capacité a inhiber les
enzymes clés lipogéniques FAS (Fatty Acid Synthase) (BRUSSELMANS et al., 2005).

Les travaux réalisés par Mahmoud et al (2000) in (Depeint et al, 2002) montraient que la
curcumine permet de prévenir la formation des tumeurs spontanées induites génétiquement,
ce méme flavonoide réduit I'apparition des tumeurs de la peau induites chimiquement.

La quercétine et la rutine sont les deux flavonoides les plus conseillés pour prévenir
I'apparition du cancer de I'appareil gastro-intestinal tandis que I'apigenine avec la quercétine
ont la capacité a inhiber la phase de métastase. Toute fois BRUSSELMANS et al. (2005),
signalaient que D’inhibition des différents stades de développement de cancer est plutot

assurée par tous les flavonoides.
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IV-5. Propriétés anti inflammatoires :

Une inflammation par définition est une réaction de défense immunitaire stéréotypée du
corps a une agression (infection, brilure, allergie...) qui se manifeste par une rougeur, un
gonflement, une sensation de chaleur, une douleur qui semble pulser ... (MARFAK, 2011).

Au cours de I'inflammation, des produits bactériens déclenchent la production d'une grande
quantité d'oxyde nitrique (NO) par les macrophages et d'autres cellules sous I'action d'oxyde
nitrique synthése inducteur (iNOS) (MARFAK, 2011), bien que la libération de (NO) est tres
importante pour maintenir la dilatation des vaisseaux sanguins (vasodilatation) mais des fortes
concentrations peuvent conduire aux dommages oxydatifs (NIJVELDT et al., 2001), car une
fois que le NO est formé il se peut qu'il va réagir avec I'anion superoxyde conduisant a la
formation de peroxynitrite qui provoque I'endommagement des macromolécules cellulaires.
Cependant une production en exces de NO durant une inflammation chronique résulte au
développement du cancer (TSAI, 2004).

De nombreuses études semblent indiquer que certains composés phénoliques possedent des
propriétés anti inflammatoires et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du
systéeme immunitaire par inhibition de I'activité des enzymes qui peuvent étre responsables
des inflammations, ils peuvent aussi moduler I'adhésion des monocytes durant I'inflammation
athérosclérosique (durcissement des artéres) en inhibant I'expression des mediateurs
inflammatoires (GONZALEZ-GALLEGO et al., 2007) Les flavones et les flavonols sous
forme glycosylée ou libre comme la quercétine, kaempférol, myrecétine ont une activité
inhibitrice de COX (Cyclooxygeénase) (TAPAS et al., 2008).

IV-6. Propriétés antivirales :

La stratégie de recherche d'un composé antiviral consiste a mesurer la réduction de
I'infection virale des cellules en culture, une substance peut agir a différents niveaux du cycle
viral :

v" Au niveau de I'adsorption du virus sur la cellule héte

v" Au niveau de la pénétration du virus dans la cellule hote

v Au niveau de la de réplication du virus et la synthese des protéines virales

v Au niveau de I'assemblage et de la sortie du virus hors de la cellule hote

L'activité antivirale des flavonoides contre HIV peut étre liée directement par leurs effets
sur les enzymes responsables de son replication (HIV-1 reverse transcriptase ou HIV-1
integrase) par railleurs d'autres flavonoides montraient une activité antivirale contre le virus
d'influenza, HIV-1, HIV-2 (BYLKA et al., 2004). La quercétine, apigénine, catéchine et
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hesperédine sont parmi les flavonoides caractérisés par leurs propriétés antivirales contre onze
types de virus. Les flavonoides aglycones pourvus d’un groupement hydroxyle libre en C3 ont
montré une bonne activité antivirale, les flavanes sont généralement plus efficaces que les
flavones et les flavanones contre HIV-1 et HIV-2 (TAPAS et al., 2008)

IV-7. Propriétés antiallergiques :

Ces effets antiallergiques sont attribués a I'influence des composés phénoliques sur la
production de I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I'AMP
cyclique phosphodiesterase et ATPase Ca2+ dépendante, responsables de la libération de
I'histamine & partir des monocytes et des basophiles. Par exemple, I'ATPase Ca2+ dépendante
dégrade I'ATP produisant ainsi de I'énergie afin de faciliter I'absorption du calcium par les
membranes cellulaires, ce qui favorise la libération de I'histamine stockée dans les vésicules.
En inactivant cette enzyme, la quercétine a montré un potentiel d'action supérieur a celui du
cromoglycate de sodium utilisé comme médicament en empéchant la libération de I'histamine

et d'autres substances endogenes qui causent I'asthme (MARFAK, 2011).

X- Quelques propriétes des composés phénoliques chez les végétaux :

Dans le régne végétal, ces substances sont souvent impliquées dans les mécanismes de
défenses élaborés par les végétaux contre la prédation par des insectes, des herbivores
(UCCELLA, 2001). Outre, les composés phénoliques seraient associés a de nombreux
processus physiologiques : croissance cellulaire, différenciation, dormance des bourgeons,
floraison, tubérisation... (OZKAYA et CELIK, 1999 ; MALIK et BRADFORD, 2006). Les
composés phénoliques sont aussi responsable des propriétés sensoriels des plantes tel que la
couleur, le gott et parfois I’odeur (PARK et CHA, 2003; SUBSAMANIAN et al., 2007 ;
YANG et al., 2008).

Selon SUBRAMANIAN et al. (2007), ils sont également impliqués dans

v" Les processus de défense de la plante contre les infections bactériennes et virales,

v Protegent les plantes contre les radiations UV ;

v/ Agissent comme des pigments ou des co-pigments ;

v Fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre les bactéries
symbiotiques et les Iégumineuses afin de faciliter la fixation de 1’azote moléculaire ;

v  Agissent sur la régulation de 1’élongation des tiges et interviennent dans la maturité
des fruits ;

v'Sont a lorigine des gotlts amers et astringents afin de repousser les animaux

herbivores
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CHAPITRE I (partie expérimentale) Les oxydants et les antioxydants

I- Les oxydants (radicaux libre) :

I-1. Définition d’un radical libre :

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces éléments tres réactifs du fait de la tendance de cet électron a se ré-
apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent
a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement

ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique (DACOSTA, 2003).

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il convient
de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un réle particulier en
physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui dérivent directement de
I’oxygene. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires, qui se forment suite a une
réaction des radicaux primaires avec les composés biochimiques de la cellule (NKHILI,
2009).

L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé “especes réactives de
I’oxygene” (ROS). Cette appellation n’est pas restrictive ; elle inclut les radicaux libres de
1’oxygene proprement dit : radical superoxyde O,¢ , radical hydroxyl OHe, monoxyde d’azote
NOe, (Tableau 06) mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la
toxicité est importante : 1’oxygene singulier 105, peroxyde d’hydrogéne H,O,, peroxynitrite
ONOO (FAVIER, 2003).

Tableau 06: Liste de quelques espéces réactives (AROCKIARAJ et al., 1997)

Espéces Réactives d’Oxygene (radicaux Especes non radicalaires (radicaux

primaires) secondaires)

Oz Superoxyde H,0, Peroxyde d’hydrogéne

OH" Hydroxyle ROOH Peroxide organique
ROO’ Peroxyle ONOO’ Peroxynitrite

RO’ Alkoxyle O,NOO" Peroxynitrate

NO™ Oxyde nitrique NO,CI Chlorure de nitrile
NOO" Dioxyde de nitrogéne HNO, Acide nitreux

NO; Nitrate ClO, Dioxyde de chlore

CO; Carbone
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I-2. Origine des radicaux primaires :

Ils sont produits par divers mécanismes physiologiques (Figure 08) afin de détruire des
bactéries au sein des cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaires) ou pour réguler
des fonctions cellulaires létales telle la mort cellulaire programmée (apoptose)
(GAUTHURET, 2004).

Toutefois, au contact entre I'oxygene et certaines protéines du systéme de la respiration,
une production d'anions superoxydes se produit lors du fonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondriale (GAUTHURET, 2004).

Des sources importantes de radicaux libres sont les mécanismes de cycles redox que
produit dans 1’organisme l'oxydation de molécules comme les quinones. Ce cycle redox a lieu
soit spontanément, soit surtout lors de I'oxydation de ces composés au niveau du cytochrome
capables de générer des radicaux libres et les particules inhalées (amiante, silice) sont aussi
des sources de radicaux libres (GAUTHURET, 2004).

L'ingestion d'alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers mécanismes,
¢galement des antibiotiques, des anticancéreux. L’infection au VIH a pour effet d’accroitre la

production de radicaux libres dans 1’organisme (CILLARD, 2006).

Lumiére UV oxydases

0, +— 0,

Oxygéne singuler Oxygeéme

Superoxyde
: Cycles redox dismutases myéloperoxidase
Arginine NADPH ox
mitochondrine
NO® 0," HOCI
Fed+
Monoxyde d azote Anion superoxyde
ONOO » | OH"
peroxynifrite Radical hydroxyle
N::zzzlz:gcs Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
) des cascades des protéines Lipidigue I'ADN

Figure 08 : Origine des différentes espéces réactives de I’oxygene (CILLARD, 2006 ).
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I-3. Phases de ’oxydation :

Traditionnellement, on décrit 1’oxydation en trois phases distinctes, mais pratiquement
simultanées (CAVERO et al., 2005):

a) Initiation (formations d’hydroperoxydes) :

L’oxygene n’oxyde pas directement les molécules. Le mécanisme réactionnel initial peut
étre initié par la chaleur, les UV ou les ions métalliques. De méme, I’oxygéene triplet, stable,
peut étre activé en oxygene singulet, réactif, par I’intermédiaire d’un photosensibiliateur. La
phase d’initiation aboutit donc a la formation d’espéces tres réactives.

b) Propagation :

» Destruction des hydroperoxydes et apparition des composés responsables des golts et
odeur de rance.

» La liaison O-O dans un hydroperoxyde est faible et peut étre facilement rompue.

» Les deux dernieres réactions sont en boucles, ce qui explique que des traces d’ions
métalliques suffisent a générer une grande quantité de radicaux libres.

» Les espéces radicalaires produites par les premiéres réactions sont hautement réactives
et vont a leur tour arracher un hydrogene a une autre molécule ou réagir avec un oxygene
triplet.

c) Terminaison (arrét) :

» Apparition de nouvelles espéces moléculaires anarchiques.

» La chaine de propagation peut s’arréter par la formation de polymeéres ou au contact

avec un autre radical. Les molécules créées n’ont plus de fonction biologique.
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I1- Les antioxydants :

I1-1. Définition des antioxydants :

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la
cellule des concentrations non cytotoxiques d’ERO. Notre organisme réagit donc de facon
constante a cette production permanente de radicaux libres et on distingue au niveau des
cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (FAVIER,
2003).

Les défenses antioxydantes reposent sur des systémes enzymatiques : superoxyde
dismutases (SOD), catalases et glutathion peroxydases ; et non enzymatiques comme les
vitamines, les caroténoides, les polyphénols,...etc(JACOTOT, 1997). Aussi, le maintien de
ces systémes enzymatiques nécessite la présence d'un certain nombre d'oligoéléments : cuivre,

manganeése, zinc et sélénium en particulier JACOTOT, 1997).
11-2. Défenses enzymatiques :

a) Superoxydes dismutases (SOD) :
La SOD catalyse la dismutation de I'O,*" en dioxygene et H,O, selon la réaction :

Superoxyde dismutase

20, + 2H" > H,O,+ O,

Chez I'nomme, trois isoformes compartimentées de I'enzyme SOD ont été caractérisées de
fagon biochimique et moléculaire. La Cu/Zn-SOD ou SOD1cytosolique, et la EC-SOD ou
SOD3 extracellulaire, qui utilisent le cuivre et le zinc comme cofacteurs nécessaires a
I'activité enzymatique, alors que la SOD2 mitochondriale utilise le manganese (AFONSOet
al., 2007).

b) Catalases :

La catalase est I'une des principales enzymes du systéme antioxydant biologique. Elle joue
un role important dans les voies de défense antioxydantes. Le site actif de la catalase est
I’hémoglobine, et il agit en tant que catalyseur dans la décomposition de H,O, en eau et

oxygene moleculaire (AROCKIARAJetal., 1997).

Catalase
2 H,0O, »2H,O0+0,
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¢) Glutathion peroxydases:

Les GSHPx, enzymes antioxydantes, constituent 1’une des principales lignes de défense
contre les agressions produites par les radicaux libres de ’oxygeéne. Les glutathions
peroxydases sont chimiquement différentes mais partagent le méme rdle de détoxifiant des
especes réactives de I’oxygene (peroxyde d’hydrogene et hydroperoxydes organiques). Leur
activité enzymatique est directement proportionnelle a I’apport en sélénium et il existe donc
un lien étroit entre la carence en sélénium et le stress oxydatif (DUCROS et FAVIER, 2004).

Les GSHPx réduisent le peroxyde d’hydrogéne H,O, et les hydroperoxydes lipidiques.
Pour leur fonctionnement, elles utilisent le glutathion réduit (GSH) comme cofacteur sur
lequel elles transférent 1’oxygene, le transformant en glutathion oxydé (GSSG) (GOUDABLE
et FAVIER, 1997).

Glutathione peroxydase

H,O, + 2 GSH » 2 H,0O + GSSG

11-3. Défenses non enzymatiques (antioxydants naturels)

Les plantes constituent des sources trés importantes d’antioxydants. Les antioxydants
naturels dont P’efficacité est la plus reconnue aussi bien dans ’industrie agroalimentaire que
pour la santé humaine sont : les vitamines, les minéraux et autres substances complexes
(LOPEZ et al., 2005).

11-3.1. Les antioxydants simples :
11-3.1.1. Les vitamines :

a) Vitamine C:

La vitamine C, ou I’acide ascorbique, est un excellent piégeur des DROs et inhibe
également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de sa forme
radicalaire. Ses principales fonctions sont la contribution au fonctionnement du systeme
immunitaire, ’implication dans la synthése du collageéne et des globules rouges, la protection
des composés situés dans les compartiments cellulaires et tissulaires hydrosolubles et la
participation dans les mécanismes liés a la métabolisation du fer (HANIFI, 1991).

Cette vitamine est particulierement sensible a la chaleur, a la lumiere, et elle est soluble
dans I'eau. Elle est présente dans tous les fruits et les Iégumes frais, et particulierement dans

I'acérola, les agrumes, le poivron rouge...etc(CHOLEWA et al, 2008).

b) Vitamine E :
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La vitamine E englobe de nombreux composés y compris les a-tocophérols, B-tocophérols,
y-tocophérols, &-tocophérol et les tocotriénols. Ces composés visent la protection des
lipoprotéines et des membranes cellulaires lorsqu'elles sont transportées par les LDL
(lipoprotéines de basse densité), et ensuite distribuées aux cellules par les récepteurs du
cholestérol. Les LDL sont un groupe de lipoprotéines qui transportent le cholestérol aux
cellules sanguines (CHOLEWA et al., 2008).

La vitamine E constitue 1’antioxydant liposoluble le plus abondant du corps et joue un role
protecteur en neutralisant les radicaux libres. La vitamine E oxydée devient elle-méme un
radical tocophéroxyl non toxique lorsqu’elle neutralise un radical peroxyle (TLILI, 2015).

Les huiles végeétales sont les plus riches en vitamine E. Les noisettes et les [égumes verts a
feuilles (salades, épinards...) sont également de bonnes sources de vitamine E. Cet
antioxydant résiste a la chaleur (JACOTOT, 1997).

11-3.1.2. Les minéraux :

IIs sont indispensables pour le fonctionnement du processus d’antioxydation, ils

interviennent comme coenzymes.

a) Cuivre : Le cuivre est un oligo-élément indispensable, essentiel dans de nombreuses
réactions enzymatiques et dans la synthése de neurotransmetteurs. Son manque ou Son exces a
des conséquences sur de nombreux organes, en particulier sur le foie et le cerveau (DOBSON
etal., 2010).

b) Manganése : Le manganése un oligo-élément essentiel, et est nécessaire pour de

nombreuses réactions enzymatiques ubiquitaires (se trouvant partout) (PASQUIER, 1995).

€) Zinc : Le zinc intervient en tant que cofacteur enzymatique au niveau de la plupart des
métabolismes, il contribue a la stabilisation des membranes lipidiques, les tissus en formation
étant particulierement sensibles au stress oxydatif. 1l se concentre dans les muscles et les os,
mais un apport quotidien est indispensable car I'organisme ne parvient pas a le stocker comme
le sélénium, cet oligo-élément est un constituant indispensable a la synthese d'un antioxydant
enzymatique ( la superoxyde dismutase) (FAVIER, 2003).

Les viandes, poissons et fruits de mer contiennent des quantités importantes de zinc. Il est

¢galement présent dans les ceufs, les fruits et les Iégumes secs (FAVIER, 2003).

d) Sélenium: Le sélénium joue un réle clé dans la protection des cellules et de leurs

constituants contre 1’attaque radicalaire. Cette fonction est due a sa présence dans le site actif
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des glutathions peroxydases séleno-dependantes (constituant indispensable des glutathion-
peroxydases), et a I’activité biologique antiradicalaire des séléno-protéines(NEVEet al.,1989)

Les sources de sélénium sont les fruits de mer, les abats, les volailles, et les noix du Brésil.
Les végétaux en contiennent également, mais les teneurs sont trés variables en fonction du sol
dans lequel ils ont été cultivés (NEVEet al.,1989)

11-3.2. Les antioxydants complexes :

11-3.2.1. Polyphénols :

Les polyphénols sont des antioxydants complexes avec une importance croissante de la
santé publique, en particulier dans les domaines de la nutrition, et de I'épidémiologie. En
fonction de leur structure et les caractéristiques physico-chimiques, leurs effets bénéfiques
(par exemple, anti-oxydante, anti-inflammatoire et anti-tumoraux) peuvent varier
(BRUNETON, 1993). (Voir le chapitre I).

Les polyphénols sont naturellement présents dans les fruits et légumes et plus
particulierement dans le soja, le raisin, la pomme, la myrtille ainsi que dans les plantes
médicinales (thé vert. Le thym, le romarin,..) (BRUNETON, 1993).

11-3.2.2. Caroténoides :

Plus de 600 différents caroténoides existent a partir de sources naturelles. Toutefois, la
pertinence des caroténoides a été historiqguement limitée a ceux qui possedent une activité
provitaminique A. L’activité provitaminique A reflete la capacité d'agir en tant que précurseur
de la vitamine A comme 1’alpha-caroténe et le béta-caroténe. La vitamine A est essentielle
pour assurer le bon fonctionnement immunitaire et le maintien de la peau, des yeux, des 0s,
des dents et des cheveux (BRUNETON, 1993). Les caroténoides, comme le béta-carotene, le
lycopéne, la lutéine et la z€axanthine, forment un groupe d’antioxydants liposolubles qui sont
principalement connus comme les pigments colorés des plantes et des microorganismes
(Rahman et coll., 2007; Kaur et Kapoor, 2001).

Les caroténoides peuvent agir en tant qu’antioxydants selon plusieurs mécanismes, ils sont
capables de bloquer les chaines de réactions radicalaires, selon les équations suivantes:

BC + ROO.BC-BC.+ 02 ——> BC-00-BC + ROO (Produits inactifs) (LOPEZ et al,
2005).

BC : Bcaroténe
Les caroténoides sont particulierement présents dans les carottes, les abricots, le melon, le

potiron, les tomates, les ceufs et les tagétes (LOPEZ et al, 2005).
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11-4. Mécanismes d’action des antioxydants :

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygéne
singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de
radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (FAVIER, 2006).

D’une maniere générale, un antioxydant peut empécher 1’oxydation d’un autre substrat en
s’oxydant lui-méme plus rapidement que celui-ci. Un tel effet résulte d’une structure de
donneurs d’atome d’hydrogeéne ou d’électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol.
En plus leurs radicaux intermédiaires sont relativement stables du fait de la délocalisation par
résonance et par manque de positions appropriées pour étre attaqué par I’oxygeéne moléculaire
(FAVIER, 2006).

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec [’oxygene, ou des agents de terminaison
capables de dévier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis
non radicalaires. D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en
réagissant rapidement avec un radical d’acide gras avant que celui-Ci ne puissent réagir avec
un nouvel acide gras. Tandis que d’autres antioxydants absorbent 1’énergie excédentaire de

I’oxygene singulet pour la transformer en chaleur (FAVIER, 2006).

11.5. Balance Oxydants /Antioxydants et stress oxydant :

Les ROS ont des roles physiologiques trés importants en agissant, a faibles concentrations,
sur la régulation des réponses biologiques, la transduction du signal et autres voies de
signalisation (FAVIER, 2003).

Dans I’ensemble de nos tissus sains, les défenses antioxydantes sont capables de faire face
et détruire les radicaux produits en excés. On dit que la balance Oxydants /Antioxydants est
en équilibre. Mais dans certaines situations, en raison d’une surproduction radicalaire (tabac,
alcool, pollution, ...) ou d’une diminution des capacités antioxydantes (insuffisance d’apports
des micronutriments antioxydants, inactivation enzymatiques) un déséquilibre entre la
production des radicaux libres et le systeme de défense est a I’origine d’un état redox altéré de
la cellule appelé stress oxydatif (SOHAL et al., 2002).

Pour enrayer le stress oxydant, il faut donc aider la cellule et I’organisme par 1’apport
d’antioxydants secondaires (vitamine C, E, caroténoides, polyphénols) (KOHEN et NYSKA,
2002).

Selon GAMMOUDI et al. (2013), Le stress oxydatif est une circonstance anormale que

traversent parfois nos cellules ou un de nos tissues lorsqu’ils sont soumis a un déséquilibre
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entre la production des radicaux libres ou pro-oxydants et les systéemes de défenses
antioxydantes (Figure 09), ce qui produit des dégats tissulaires a travers les modifications

oxydatives des biomolécules cellulaires.

Systémes antioxydants

Enzvmatigues Non
enzy ma tigue
Superoxvde
dismutase, Glutathion,
Sources A’ERQO Catalase . Vitamines C. A, E.
- _ Glutathion Ubigquinone,
Endogénes Exogénes peroxvdase Lipoate, Pvruvate,
. Polvphénols
NAJ;)PH ox}.,'das.e= TOK.I ques alimentaires
Chaine respiratoire | environnementais, [ ]
mitochondriale, Radiations
Peroxysomes, ionisantes et IV,

Cytochrome P450. | Champs
Hanthine oxwvdase, | électriques.
Cvclo-oxvgénases, | Xénobiotigue pro-

Lipo-exygénases. oxvdants, -
Cvtokines pro-
inflamatoires
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Figure 09: Déséquilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxydant (NKHILI, 2009).

11-6. Conséquences du stress oxydatif :

Le stress oxydatif est susceptible d’entrainer des dégats cellulaires qui pourraient étre a
I’origine de certaines pathologies comme le cancer, les maladies cardiovasculaires, le diabéte,
les maladies neurodégénératives telle que la maladie de Parkinson et la maladie d'Alzheimer,
la polyarthrite rhumatoide et le vieillissement accéléré (VALKO et al., 2007; MARTINEZ-
CAYUELA, 1995).

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'age car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale
de radicaux (MOHAMMEDI, 2013).

a) Oxydation de I'ADN : Le radical hydroxyle est connu pour réagir avec tous les
composants de la molécule d'/ADN, d'endommager a la fois les bases puriques et pyrimidiques
et aussi le squelette désoxyribose. Les modifications permanentes du matériel génétique
résultant de ces incidents de "dommages oxydatifs" représentent la premiére étape impliquée
dans la mutagenese et la cancérogenese (VALKO et al., 2007; MARTINEZ-CAYUELA,
1995). L’ADN mitochondrial est la cible privilégiée des oxydations par les ERO car il est
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dépourvu d'histones et ne semble pas avoir de systemes de réparation aussi efficaces que celui
de I'ADN nucléaire, mais aussi du fait de sa proximité directe de I'une des principales sources
d’ERO cellulaire : la chaine respiratoire mitochondriale (SERVAIS, 2004).

b) Oxydation des protéines : Les radicaux libres peuvent réagir avec les acides aminés
contenant des groupes insaturés ou de soufre tels que la phénylalanine et la cystéine. C'est le
cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de transport. Ces réactions donnent lieu a
des perturbations structurelles dans les protéines, tels que les phénoménes d'agrégation qui
sont favorisées par la formation de liaisons disulfures inter et intramoléculaire.

L'oxydation des protéines ainsi, inactive les protéines, augmentent leur hydrophobicité et
leur sensibilité a la protéolyse (MARTINEZ-CAYUELA, 1995).

c) Oxydation des lipides : Les radicaux, hydroxyle et hydroperoxyle, sont capables
d'attaquer les acides gras insaturés des phospholipides et d'autres molécules lipidiques de la
membrane, initiant de cette facon, la peroxydation lipidique. Dans ce processus, le radical
libre primaire arrache un atome d'hydrogéne a partir d'une liaison méthyléne de la chaine de
carbone. Le radical produit réagit facilement avec I'oxygene moléculaire pour former un
radical peroxyle, qui peut a son tour enlever un atome d'hydrogéne d'une autre molécule de
lipide permettant la propagation de la chaine de peroxydation. La peroxydation lipidique
provoque de graves dommages a la structure membranaire et, par conséquent, modifie sa
fluidité et sa capaciteé de fonctionner correctement (MARTINEZ-CAYUELA, 1995).

d) Oxydation des glucides : Les radicaux peuvent oxyder les monosaccharides, mais ils
peuvent également réagir avec des polysaccharides et induire leur dépolymérisation
(MARTINEZ-CAYUELA, 1995). Le radical OH. est capable de couper les molécules de
sucres (désoxyribose, mannose, glucose) et de susciter ainsi des liaisons entre sucres et
protéines provoquant des épaississements membranaires. La cataracte diabétique serait une
conséquence de cette liaison. Les radicaux libres de l'oxygéne provoquent aussi une
fragmentation des polymeres comme l'acide hyaluronique, glycosaminoglycane constitué de
répétitions d'unités d'acide glucuronique-N-acetylglucosamine et qui maintient la viscosité
élevée du liquide synovial. Cependant, dans la polyarthrite rhumatoide, il est dépolymérise,
sous l'effet des ERO générés par les neutrophiles (PASQUIER, 995).
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L’objectif de notre travail consistait a tester une technique d’extraction des composés
phénoliques contenus dans les parties aériennes des plantes (thym et romarin) par macération

solide/liquide, en utilisant I’éthanol 70% comme diluant, & température ambiante, pendant 72h.

Notre étude a été réalisé entre la période s’étalant du début Avril & la fin du mois de Mai 2018
au sein du laboratoire Physico- Chimie du département de biologie, Université Ziane Achour — Djelfa.

La réalisation de cette étude s’est déroulée en plusieurs étapes représentées dans la figure 10.

Thym / Romarin

&

Préparation Séchage + Broyage

. 4

Macération Ratio 20:200,
Ethanol 70%,
T° ambiante,
72 heures Analyse qualitative

g

Filtration ‘

Analyse des Analyse des
Evaporation polyphénols flavonoides
totaux
Extrait

Calcule du
rendement

Dosage quantitatif

Mesure du pouvoir
. ' antioxydant DPPH

Dosage des Dosage des
polyphénols flavonoides
totaux

Figure 10 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental (schéma originale).
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I- Matériel vegétal :
Le matériel végétal est constitué des parties aériennes de thym (Thymus hirtus) et du romarin
(Rosmarinus tournefortii) (figure 11).

L’identification botanique de la plante a été réalisée par Dr. GUIT. B. spécialiste en botanique

Faculté des Sciences Naturelles et de la Vie - Université de Ziane Achour, Djelfa.

L’acquisition des plantes nouvellement récoltées a été effectuée au mois de mars 2018 au

niveau de du marché de la Wilaya de Djelfa.

B R
Y £ N

Figure 11 : Plantes étudiées [(a) Thymus hirtus, (b) Rosmarinus tournefortii]

(Photos personnelles).
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Matériel et méthodes

I1- Appareillages utilisés :

En plus du matériel réguliérement utilisé dans le laboratoire (verrerie, balance électronique,

agitateur, .....) nous avons utilisé¢ un appareillage résumé dans le tableau suivant.

Tableau 07 : Appareillage utilisé dans notre étude

Appareillage utilisé Marque
Moulin Moulinex
Rotavapeur Heidolph
Etuve Wisd

Bain marie Julabo
Spectrophotomeétre UV-Visible BECKMAN
Réfrigérateur Iris

I11-  Produits et réactifs utilisés :

L’ensemble des produits et réactifs utilisés lors des expériences est récapitulé dans le ci-dessus.

Tableau 08 : Produits et réactifs utilisés

Produit ou réactif

Formule chimique

Eau distillée H,0O
Méthanol CH;OH
Ethanol C,HsO
Acétone, CsHsO
Chlorure d’hydrogéne HCI
Magnésium Mg
Chlorure de fer FeCl,
Chlorure d’ Aluminium AICl;
Carbonate de sodium Na,CO4
DPPH (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle) C1sH12N504
Réactif de Folin-Ciocalteu /
Acide ascorbique CeHgOs
Acide gallique C7HeOs
Quercétine Ci5H1007
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IV- Etapes d’extraction des composés phénoliques :

IV-1. Préparation des plantes:

c) Séchage:

Apres lavage des parties aériennes des plantes (thym et romarin), afin de les débarrasser de la
poussiere et d’autres impuretés, elles sont aussitot séchées a I'abri de la lumiére et de I’humidité, a
température ambiante, dans le but de préserver au maximum leur intégrité moléculaire (CATIER et
ROUX, 2007; HAMMOUDI et al., 2009).

d) Broyage:

Une fois séchées, les deux plantes subissent un broyage a 1’aide d’un broyeur électrique jusqu’a
I’obtention d’une poudre fine et homogene (Figue 12).

La poudre de chaque plante a été conservée soigneusement dans un endroit sec et a 1’abri

de la lumiére jusqu’a leur utilisation (HAMMOUDI et al., 2009).

Figure 12 : Broyats des deux échantillons (photo personnelle).
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IV-2. Maceération (extraction solide/liquide) :

La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser sejourner la
matiere végétale (broyat) dans un solvant pendant une période donnée, pour extraire les principes
actifs (composés phénoliques et flavonoides) (HAMIA et al., 2014).

Le protocole utilisé pour la macération des deux plantes est celui de HAMIA et al., (2014), avec

guelques modifications dans le ratio et le solvant.

Mode opératoire :
v' Peser 20 gramme de la matiére végétale (broyat);
v’ Mélanger la poudre avec 200ml d’éthanol 70% dans un Erlenmeyer ;
v’ Laisser le mélange macérer pendant 24h avec agitation de temps en temps ;
v Aprés 24h, le mélange est filtré sur un papier Wattman (n°1) (Figue 13) ;
v" Récupérer le filtrat dans un récipient, et conserver au froid et a 1’abri de 1a lumiére ;
v' Répéter la procédure trois fois (fraction retenue par le filtre dans 200 ml d’éthanol
70%);
v’ Les filtrats hydroalcooliques de 3 jours sont placés dans un seul récipient ;

v" Trois répétitions ont été réalisées pour chaque plante.

Figure 13 : Filtration des macéras (photo personnelle).
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IVV-3. Evaporation :
Les six (06) filtrats obtenus ont été évaporés a ’aide d’un évaporateur rotatif, (figure 14) qui

permet d’¢éliminé le solvant sous vide.
Le protocole utilisé pour I’évaporation des filtrats est celui décrit par MOHAMMEDI (2005).

Mode opératoire :
v' Placer le filtrat dans le ballon d’évaporation ;
v Procéder a I’évaporation jusqu'a disparition compléte du solvant (T° =45 °C) ;
v" Retirer le ballon du rota-vapeur et attendre qu’il soit froid ;
v" Peser le ballon afin de calculer le rendement d’extraction ;
v Recueillir les extraits de chaque échantillon dans un flacon en verre marron

hermétiquement fermé et conserver dans au froid (4°C) jusqu’a leurs analyses.

Figure 14 : Evaporation du filtrat par un rotavapeur sous vide(photo personnelle)
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V- Détermination du rendement :
Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein (apres

évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation) (MOHAMMEDI, 2013).

R (%) = (M o/ Meg,) X100

Ou:
R : le rendement en (%);
Mext : la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant en (g) ;

Meéch : la masse seche de 1’échantillon végétal en (g).

VI- Analyse qualitative (test phytochimique) :

L’¢étude phytochimique permet de mettre en évidence la présence ou I’absence des métabolites
secondaires (polyphénols) des deux extraits par des réactions de changement de coloration ( dosage
qualitatif) visible & 1’ceil nu avant d’effectuer le dosage composés phénoliques totaux et des

flavonoides (dosage quantitatif).

VI-1. Préparation des filtrats :

Avant la réalisation des tests de détection de la présence ou I’absence des composés phénoliques,
une préparation des filtrats a partir des broyats de chaque plante (thym et romarin) est réalisée selon la
méthode de BOUQUET ET FOURET (1975).

Mode opératoire :
v" Peser 400 mg de broyat dans un bécher 250 ml ;
v Additionner 4 ml de ’eau distillée et 12 ml d’acétone ;
v’ Chauffer le mélange dans un bain marie a température 60°C pendant 5 min avec
agitation de temps en temps ;
v’ Filtrer sur un papier filtre «Type Wathman N°1», et recueillir le filtrat pour les tests

phytochimiques.
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VI1-2. Mise en évidence des polyphénols totaux (réaction au FeCly) :

Ce test a été réalisé sur les deux filtrats du thym et romarin selon le protocole décrit par BEKRO et
al., (2007).

Mode opératoire :
v Placer 2 ml du filtrat obtenu dans un tube a essai ;
v Ajouter 1 a 2 gouttes de feCl; 10%.
La présence des composés phénoliques dans les filtrats est indiquée par 1’apparition d’une couleur

vert noiratre.

V1-3. Mise en évidence des flavonoides (réaction a la cyanidine) :

Ce test a été réalisé sur les deux filtrats du thym et romarin selon le protocole décrit par BEKRO et
al., (2007):

Mode opératoire :
v" Placer 2 ml du filtrat obtenu dans un tube a essai contenant de 1’alcool chlorhydrique
(4 ml éthanol + 1ml HCI concentré) ;
v" Ajouter 2 ou 3 morceaux de magnésium.
La présence des différents types des flavonoides dans les filtrats est indiquée par 1’apparition d’une

couleur rose-orange ou violacée.

V1I- Dosage quantitatif :

VII-1. Préparation des solutions :

h) Solution de DPPH :

Sous la hotte, dans une fiole de verre marron de 250 ml, une masse 1.9mg (pesée a 1’aide d’une
balance précise a 0.1 mg prés) de DPPH, est mélangée avec une quantité de méthanol suivi d’une
agitation jusqu’a sa dissolution totale, ensuite la fiole est remplit jusqu’au trait de jauge (250ml),

stocké a I’abri de la lumiére et au réfrigérateur en attendant son utilisation.

i) Solution de Folin-Ciocalteu diluée (10fois):
Un volume du réactif Folin-Ciocalteu de 1ml est dilué avec 9 ml d’eau distillée. Stocké a 1’abri de

la lumiére dans le réfrigérateur en attendant son utilisation.

J) Solution de chlorure d’Aluminium hexa hydraté (AlCl3, 6H,0) a2 % :

Sous la hotte, dans une fiole de 10 ml une masse de 0.2g (pesée a 1’aide d’une balance précise a
Img pres) de chlorure d’aluminium, est mélangée avec une quantité de méthanol suivi d’une agitation
jusqu’a sa dissolution totale, ensuite la fiole est remplit jusqu’au trait de jauge (10ml).

k) Solution de carbonates de sodium (Na,COs3) a 7.5 % :
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Dans une fiole de 10 ml une masse de 0.75g est pesée a I’aide d’une balance précise (a 1 mg pres)
de carbonate de sodium, puis mélangé avec une quantité d’eau distillée suivi d’une agitation jusqu’a sa
dissolution totale, ensuite la fiole est remplit jusqu’au trait de jauge (10ml).

I) Solution des substrats utilisés dans le test DPPH:

La premiére étape consistait a préparer la solution mére d’une concentration (100pug/ml), pour les
produits de référence (1’acide ascorbique comme antioxydant naturel et le Butylhydroxytoluene (BHT)
comme antioxydant de synthése) et pour les extraits du thym et romarin en utilisant le méthanol
comme diluant.

La deuxiéme étape consistait a préparer les dilutions a partir de la solution mére dans des tubes a
essai a différentes concentrations (20, 40, 60, 80 et 100pg/ml).

m) Solution des produits d’établissement de la courbe d’étalonnage de référence:

» Lors du dosage des polyphénols totaux en utilisant 1’acide gallique comme produit de
référence et I’eau distillée comme diluant.
» Lors du dosage des flavonoides en utilisant la quercétine comme produit de référence
et le méthanol comme diluant.

Mode opératoire :

La premiére étape consistait a préparer la solution mére d’une concentration (1mg/ ml), pour
chaque produits avec différents diluants (eau ou méthanol) selon le protocole.

La deuxieme étape consistait a préparer les dilutions a partir de la solution mére dans des tubes a
essai a différentes concentrations (0.2, 0.4, 0.6, 0.8 et Img/ml).

n) Solution des extraits du thym/ romarin :

Pour le dosage des polyphénols et des flavonoides, des solutions meéres d’une concentration de

(1g/ml) sont préparés a partir des extraits de thym/ de romarin par différents diluants (eau/ méthanol)

selon le protocole, répété trois (03) fois pour chaque extrait.

Remarque : chaque solution est fraichement préparée, au moment de la réalisation du protocole.

VI11-2. Dosage des polyphénols totaux :

d) Principe

Le réactif Folin Ciocalteu est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique (HsPW;,04) et
d’acide phosphomolybdique (H3PMo01,04). 1l est réduit, lors de ’oxydation des phénols, en un
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite, dont 1’absorption
maximal est comprise entre 725 et 750 nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents
dans les extraits végétaux (SINGLETON et al., 1999).

e) Mode opératoire :

-35-



CHAPITRE | (partie expérimentale) Matériel et méthodes

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans des extraits est réalisée par la

méthode de (SINGLETON et al., 1999).

200 pl de la solution d’extrait [1g/ml], sont mélangés avec 1000 ul du réactif FC et 800 ul de
Na,CO3; a 7,5 %. Le mélange est agité et incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant dix
(10) minutes et I’absorbance est mesurée a 760 nm par un spectrophotometre UV.

Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits de thym et de romarin sont
calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant 1’acide galligue comme standard,

et les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique/g d’extrait.

f) Préparation du Blanc:
200 pl d’eau distillée sont mélangés avec 1000 pl du réactif FC et 800 ul de Na2CO3 a 7,5%. Le

mélange est agité et incubé a 1’obscurité et a température ambiante pendant dix minutes.

V11-3. Dosage des flavonoides :

d) Principe :

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 qui est susceptible
de donner avec le groupement CO, un complexe coloré avec le chlorure d’aluminium. Les flavonoides
forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le fait que
le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d'oxygene de la molécule phénolique

agissant comme donneur d’électrons (BAHORUN et al., 1996).

e) Mode opératoire :

L’estimation de la teneur en flavonoides totaux contenus dans des extraits est réalisée par la
méthode de (BAHORUN et al., 1996).

1000ul de la solution d’extrait [1g/ml], sont mélangés avec 1000ul chlorure d’Aluminium AICl; a
2%, le mélange est agité et incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 15min.
I’absorbance est mesurée a 430nm en utilisant un spectrophotométre UV visible.

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de thym et de romarin sont calculées
en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard, et les

résultats sont exprimés en mg équivalent quercétine /g d’extrait.

f) Préparation du Blanc
1000ul de méthanol sont mélangés avec 1000ul chlorure d’ Aluminium AICI3 & 2%. le mélange est

agité et incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 15min.
VIlI- Evaluation de I’activité antioxydante par le test du DPPH :

c) Principe :
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Le test au 2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle (DPPH") est réalisé par la méthode décrite par AMMAR
et al. (2009), qui permet de mesurer le pouvoir réducteur par le calcul de I’IC50 des substances
antioxydantes contenues dans les deux extraits. Le DPPH est un radical libre de couleur violette qui

devient jaune quand il est réduit par un donneur de proton H+.
DPPH+ AH — s DPPH-H + A.

Ou AH est un composé capable de céder un H+ au radical DPPH.

C’est une méthode largement utilisée dans 1’étude de I’activité antioxydante. Le DPPH (2,2-
diphényle-1-picrylhydrazyl) se caractérise par sa capacité de former des radicaux libres stables. La
présence de ces radicaux (DPPH) donne lieu a une coloration violette foncée de la solution, qui
absorbe aux environs de 517 nm. La réduction des radicaux DPPH par un agent antioxydant entraine
une décoloration de la solution (AMMAR et al., 2009).

d) Mode opératoire :

1950ul d’une solution méthanolique de DPPH (1,9mg/250ml de méthanol) préparée fraichement
dans le méthanol est ajouté a 50ul des extraits a différentes concentrations (20 — 100ug/ml). Le
controle négatif est préparé, en parallele, en mélangeant 50 pl de méthanol avec 1950ul de la solution
méthanolique de DPPH. Aprés agitation et incubation a 1’abri de la lumiére et a température ambiante

pendant 30 min, 1’absorbance est mesurée a 517 nm (ATOUI et al., 2005).

Le pourcentage d’inhibition PI est calculé selon la formule suivante :

P1% =AC-AE/AC x 100

Avec : AC : absorbance du contrble ; AE : absorbance de Iextrait.
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CHAPITRE I (partie expérimentale) Résultats et discussion

I11- Résultats :

I-1. Rendement :

Les extraits obtenus a partir de la macération des deux plantes étaient de couleur vert foncé
avec une consistance pateuse pour le thym et marron noiratre avec une consistance
gélatineuse pour le romarin.

Pour chaque plante, nous avons calculé le rendement moyen des extractions. Les résultats

obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 09 : Rendement des différents extraits de plante

L Romarin
Mateériel vegeétal Thym )
_ (Rosmarinus
Rendement (Thymus hirtus) -
tournefortii)
Rendement moyen (Q) 3,36 £0.18 3,84 £0.09
Rendement (%) 16,82 + 0,88 19,18 £0,46

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type, n= 3.

I-2. Analyse qualitative :

Les tests phytochimiques realisés sur le thym et le romarin pour la mise en évidence des
polyphénols totaux et des flavonoides sont présentés ci-dessous.

I-2.1. Mise en évidence des polyphénols totaux:

Le test de détection des polyphénols par la réaction au FeCls s’est avéré positif suite a un
changement de couleur des extraits du thym et romarin du vert / vert foncé a un vert noiratre
[figure 15 (a)].

1-2.2. Mise en évidence des flavonoides :
Le test de mise en évidence des flavonoides par la réaction a la cyanidine s’est avéré aussi
positif, suite a un changement de couleur des extrait du thym et de romarin du vert/ vert foncé

a une couleur rose-orange [figure 15 (b)].
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Figure 15 : Résultats de mise en évidence positifs, [(a) changement de couleur des extraits

vers le vert noiratre, (b) changement de couleur des extraits vers le rose-orange].

I-3. Dosage quantitatif :

1-3.1. Dosage de polyphénols totaux :
La mesure des taux de polyphénols totaux contenus dans les deux extraits a été synthétisée

a partir de la droite de la courbe d’étalonnage d’acide gallique a différents concentration

(figure 16).

Figure 16 : Droite de la courbe d’étalonnage d’acide gallique.
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La mesure de la densité optique a été effectuée a la longueur d'onde de 760 nm. Les
teneurs en polyphénols totaux pour les deux extraits ont été calculés a 1’aide de 1’équation :

y = 0,5083 x + 0,265 avec R? = 0,9835 issue de la droite de la courbe d’étalonnage d’acide
gallique. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 10 : Teneur des extraits en polyphénols totaux

L Teneur en polyphénols
Mateériel vegétal _
(mg GAE /g d’extrait)
Thym (Thymus hirtus) 74,67+ 13,61
Romarin (Rosmarinus tournefortii) 182,67 + 24,11

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type, n= 3.

1-3.2. Dosage de flavonoides :
La mesure des taux de flavonoides contenus dans les deux extraits a été synthétisée a partir

de la droite de la courbe d’étalonnage de la quercétine a différents concentration (figure 17).

Figure 17: droite de la courbe d’étalonnage de la quercétine.

La mesure de la densité optique a été effectuée a la longueur d'onde de 430nm. Les teneurs
en flavonoides pour les deux extraits ont été calculés a I’aide de 1’équation :
y = 0,3376x + 0,0194 avec R? = 0,9886 issue de la droite de la courbe d’étalonnage de la

quercétine.
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Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 11 : Teneur des extraits en flavonoides

Teneur en polyphénols

Matériel végétal '
(mg QE/g d’extrait)

Thym (Thymus hirtus) 8+1,00

Romarin (Rosmarinus tournefortii) 13+2,08

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart-type, n= 3.

I-4. Evaluation de ’activité antioxydante des extraits :

L’inhibition (ou la décoloration de la solution méthanolique de DPPH) du radical DPPH
est en fonction des concentrations des différents extraits utilisés (thym et romarin) et des
témoins (acide ascorbique et BHT) (20, 40, 60, 80 et 100ug/ml) (figure 18).

Figure 18: Courbes de % d’inhibition de DPPH en fonction des concentrations.

L’activité antioxydante des extraits et des témoins est exprimée en IC50, qui définit la
concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% de I’activité du radical DPPH
(figure 19).

Plus la valeur de I’IC50 est petite plus le substrat est considéré comme un antioxydant

puissant.
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Inhibition de 50% de DPPH
120 107,17
100 90,04
80 70,53
60 56,04
W IC50
40 -
20
0 - T T T 1
Acide ascorbique BHT Thym Romarin

Figure 19 : Concentrations de chaque substrat lors de 1’inhibition de 50% de 1’activité du DPPH.

1V- Discussion :
I1-1. Rendement :

Les résultats obtenus (tableau 09), montrent une différence entre le rendement d’extraction
des deux plantes. Le romarin posséde un rendement d’extraction plus élevé que le thym avec

des valeurs enregistrées de 16,82% et 19,18 pour le thym et le romarin, respectivement.

Nos résultats sont inférieurs & ceux reportés par YAKHLEF (2009) et EL-AZRAK (2017)
qui ont obtenus un rendement d’extraction de 20.05 et de 34,36 % pour le thym et le romarin
respectivement. Cependant, nos résultats sont supérieurs a ceux reportés par FADILI et al.
(2015) et KAHOULI (2010) qui ont obtenus un rendement d’extraction de 13,60 et de 13,90%

pour le thym et le romarin, respectivement.

Les différences des résultats de rendement (entre les deux plantes étudiées elles-mémes,
ainsi que ceux retrouvés par d’autres auteurs) sont dues a plusieurs facteurs liés

essentiellement & deux acteurs principaux:

v' La plante : ’origine des plantes et leurs variétés, la saison de récolte, les conditions
climatiques et environnementales, la localisation géographique, les différentes maladies qui
peuvent affecter la plante, la maturité de la plante et la durée de conservation (PARK et CHA,
2003).

v"  Les conditions de préparation et d’extraction de ces composés : solvant, diluant,

épuisement, température, la pression,....ctc (EBRAHIMZADEH et al., 2008).
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11-2. Dosage de polyphénols totaux et de flavonoides :

La teneur moyenne en polyphénol du R. tournefortii est largement supérieure a celle de T.
hirtus, qui sont respectivement de 182.67 + 24.11 et de 74.67 + 13.61 mg GAE/g d’extrait
(tableau 10).

Nos résultats sont similaires a ceux retrouvés par FADILI et al. (2015), qui ont reportés
une teneur en polyphénols totaux pour le romarin de 185.71 mg GAE /g d’extrait
méthanoliqgue a 80%. Cependant, nos résultats sont largement supérieur aux résultats
retrouvés par HARRAR (2012) et ZEGHAD (2008), et qui ont reportés une teneur en
polyphénols totaux pour le romarin de 36mg GAE /g d’extrait aqueux de R. alaterus , et de
10.42mg GAE /g d’extrait éthanolique de R. officinalis, respectivement.

Concernant la teneur en polyphénols du thym, YAKHLEF (2009) a reporté une valeur
proche de nos résultat avec une teneur en polyphénols de 67.63 mg GAE /g d’extrait aqueux
de T. vulgaris. Par contre, FADILI et al. (2015) a trouvé un résultat nettement supérieur au
notre et qui est de 99.16 mg GAE /g d’extrait méthanolique a 80% de T. satureioides. En
revanche notre résultat est supérieur a celui trouvé par ZEGHAD (2008), qui est de 09.07 mg

GAE /g d’extrait éthanolique de T. vulagaris.

La teneur moyenne de R. tournefortii en flavonoides est supérieure a celle de T. hirtus qui
sont respectivement de 13 et 8 mg QE /g d’extrait (tableau 11).

Le résultat obtenu concernant la teneur en flavonoides de R. tournefortii est nettement
supérieur au résultat trouvé par HARRAR (2012), qui est de 6mg QE /g d’extrait
méthanolique de R.alaternus et celui trouvé par ZEGHAD (2008), qui est de 8.33mg QE /g

d’extrait éthanolique de R.officinalis.

Pour la teneur de T. hirtus en flavonoides ZEGHAD (2008), a trouvé une valeur assez

proche de la notre qui est de 8.56 mg QE /g d’extrait éthanolique de T. vulgaris.

D’un autre coté, notre résultat est supérieur a ceux trouvés par YAKHLEF (2009), qui sont

respectivement de 7.68 et 1.20mg QE /g d’extrait méthanolique et aqueux de T. vulgaris.

Les différences de quantités de composés phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides)
contenues dans les extraits des plantes étudiées elles-mémes, ainsi que celles retrouvées par

d’autres auteurs sont dues :
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En plus des facteurs lies a la plante (origine des plantes et leur variétés, la saison de
récolte, les conditions climatiques et environnementales, la localisation géographique,...etc)
PARK et CHA (2003), et les conditions de préparation, et d’extraction de ces
composés (solvant, diluant, épuisement, température, la pression,....etc) (EBRAHIMZADEH
et al. (2008), il est nécessaire de signaler I’interférence du composé recherché avec d’autres
produits utilisés lors du dosage, ce qui influe sur les résultats finaux, a titre d’exemple la
faible spécificité du réactif de Folin-Ciocalteu est l'inconvénient principal du dosage

colorimétrique.

Le réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes d’hydroxyles non
seulement celles des composés phénoliques, mais également de certains sucres et de
protéines... etc (GOMEZ-CARAVACA et al., 2006; VUORELA, 2005).

Le solvant d'extraction élu des substances non phénoliques comme les sucres, les protéines
et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évaluation phénolique (DJERIDANE et
al., 2007). Le dosage par ce réactif donne donc une évaluation brute de tous les composés
phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés
peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé (TAWAHA et al.,
2007).

11-3. Evaluation de P’activité antioxydante des extraits :

A des fins comparatives, deux antioxydants standards sont utilisés & savoir ; ’acide
ascorbique et le BHT et qui ont montrés une meilleure activité antiradicalaire par rapport a
nos deux extraits. Nos résultats montrent d’une part que 1’activité antiradicalaire de 1’acide
ascorbique est plus puissante que celle du BHT avec des valeurs IC 5, de 56.04 et 70,53
pg/ml, respectivement. Alors que ’activité antiradicalaire du romarin est importante que celle

du thym avec des valeurs IC 5o de 90,04 et 107.17 pg/ml, respectivement (figure 19).

En comparant nos résultats avec d’autres résultats, on constate que FADILIet all. (2015), a
trouvé des valeurs de IC50 tres proches des notres, avec un IC50 égale a 109.98 et 103.85
pg/ml des extraits méthanoliques a 80% du T. vulgaris et R. officinalis respectivement.

En revanche, le IC50 de notre extrait du thym est tres supérieur a ceux trouvés par
BELHADJ (2015) et qui correspondent a (69, 74 et 78ug/ml) d’huile essentielle de T.
capitatus, T. ciliatus et T. bleicherianus respectivement apres extraction par hydrodistilation.

Il est difficile de comparer les résultats obtenus (entre les deux plantes étudiées elles-

mémes, ainsi que celles retrouvées par d’autres auteurs), a cause de I’influence et la diversité
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de plusieurs facteurs qui interférent dans le processus des analyses, qui sont principalement
relatifs a la matiére premiére (maticres végétales) et aux techniques suivies dans 1’analyse
(préparation, extraction et évaluation).

En revanche, quel que soit la marge d’erreur issue de ces différents facteurs, les extraits de
nos plantes (thym et romarin) soumises au test DPPH, montrent de bonnes activités
antioxydantes relativement proches de celles de produits standards utilisés (1’acide ascorbique
et le BHT).
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Conclusion

Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus par
leurs propriétés thérapeutiques. Le thym et le romarin sont des plantes qui appartiennent a la
famille des lamiaceae utilisés en Algérie dans divers domaines pour leurs propriétés

thérapeutiques (antioxydantes).

Nous nous sommes intéressés dans notre travail a 1’étude phytochimique, 1’évaluation des
taux de composés phénoliques et du pouvoir antioxydant de différents extraits du thym
(Thymus hirtus) et du romarin (Rosmarinus tournefortii).

La premicre étape qui consistait a I’extraction des composés phénoliques nous a permis de
calculer le rendement de chaque extrait et de conclure que le romarin posséde un rendement
¢levé d’extraction par macération éthanolique (70%) avec épuisement et a température

ambiante.

Quantitativement, [’évaluation des taux de polyphénols totaux et de flavonoides en
adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu et la méthode de trichlorure d’aluminium
respectivement, révéle la présence des quantités relativement importantes en ces composes

par comparaison a d’autres résultats.

Il ressort de ces analyses que le romarin est riche en polyphénols et en flavonoides par

rapport au thym.

Le potentiel antioxydant des extraits a été déterminé par la méthode de DPPH dont les
résultats montrent que les extraits des deux plantes possedent une bonne activité antioxydante,
et peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques, sachant que les antioxydants
contribuent de maniére tres efficace a la prévention des maladies telles que le cancer et les

maladies cardiovasculaires.

Notre pays possede une biodiversité absolue dont chaque plante se caractérise par un
réservoir assez important de métabolites secondaires avec des caractéristiques thérapeutiques

et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre exploitées.

A cet effet, et en perspective, plusieurs travaux peuvent étre envisagées dans la continuité

des travaux entamés a savoir ;
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+ Elargir le cadre de D’optimisation des conditions d’extraction des composés
phénoliques par l'utilisation d'autres méthodes d'extraction et d'autres parties de ces plantes
(les racines, les fleurs, les fruits,...etc) ;

+ Elargir le panel des activités antioxydantes in vitro et in vivo et pourquoi pas d'autres
tests biologiques: anti tumorale, anti cancéreux, anti inflammatoire, anti diabétique, anti
coagulant et autres ;

+ Identification des principes actifs responsables de ces activités pharmacologiques,
avec la détermination des conditions optimales pour I'extraction de ces principes actifs ;

+ Utilisation de ces composés naturels dans le secteur alimentaire en replagant les
composés de synthese pour la complémentation et la conservation des aliments.
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Matériel végétal

Thym

Romarin

Rendement (Thymus hirtus) (Rosmarinus tournefortii)
1% extraction (g) 3,56 3,94
2°Me extraction (g) 3,31 3,76
3™ extraction (g) 3,22 3,81
Annexe 01 : Rendement des plantes étudiées aprés chaque extraction.
Répétitions 1%¢ 2tme 3eme
Teneur
en polyphénols g
totaux (mg GAE/g d’extrait)
Thym (Thymus hirtus
ym (Thy ) 70 90 64
Romarin (Rosmarinus tournefortii).
160 180 208

Annexe 02 : Teneur des extraits des plantes en polyphénols totaux.
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Annexe 03 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Répétltlons 1ére Zéme 3éme
Teneur
en flavonoides
(mg QE/g d’extrait)
Thym (Thymus hirtus) 9 . 5
Romarin (Rosmarinus tournefortii).
15 14 11

Annexe 04 : Teneur des extraits des plantes en flavonoides.
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Annexe 05: Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Annexe 06 : Droite du % d’inhibition de DPPH par 1’acide ascorbique.
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Annexe 07 : Droite du % d’inhibition de DPPH par le BHT.

Annexe 08 : Droite du % d’inhibition de DPPH par le thym.
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Annexe 09 : Droite du % d’inhibition de DPPH par le romarin.



Résume



Résumé :

Notre etude rentre dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales en Algérie
(Thymus hirtus et Rosmarinus tournefortii). Ce travail porte sur I’extraction par macération
des composes phénoliques a partir des broyats des parties aériennes des deux plantes, dosage
qualitatif et quantitatif des polyphénols totaux et des flavonoides et en fin sur 1’évaluation de
I’activité antioxydante des deux plantes par la méthode DPPH. Nos résultats montrent que
I’extrait du romarin posséde un rendement d’extraction, une teneur moyenne en polyphénols
totaux et une teneur moyenne en flavonoides plus ¢levé que 1’extrait du thym. Soumis au test
DPPH, I’extrait du romarin a une valeur ICsq inferieure et est considéré comme un

antioxydant puissant par rapport a I’extrait du thym.

Mots clés : Extraction, romarin, thym, polyphénols totaux, flavonoides, activité antioxydante

Abstract :

Our study is within the scope of the valuation of medicinal plants in Algeria
(Thymus hirtus et Rosmarinus tournefortii).). This work report the extraction by maceration of
phenolic compounds from crushed aerial parts of the two plants, qualitative and quantitative
determination of total polyphenols and flavonoids and finally the evaluation of the antioxidant
activity of both plants by the DPPH method. Our results show that rosemary extract has a
higher extraction yield, average total polyphenol content and average flavonoid content than
thyme extract. Submitted to the DPPH test, rosemary extract has a lower IC50 value and is

considered a powerful antioxidant compared to thyme extract.

Key words: Extraction, rosemary, thyme, total polyphenols, flavonoids, antioxidant activity
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