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Résumeé :

L’objectif de ce travail est basé sur I’étude qualitative et quantitative des composés
phénoliques et de D’activité antioxydante de quelques épices (Curcuma longa, Syzygium
aromaticum, Cinnamomum verum) et le thé vert (Camellia sinensis) a partir des quelles nos

extraits ont été obtenus par décoction avec un solvant d’extraction qui est 1’eau distillée.

Les tests qualitatifs ou les tests phytochimiques ont été réalisés par des réactions de
caractérisation fondées sur des phénomenes de coloration ou de précipitation et d’observation.
Et pour les dosages quantitatifs ont été réalisée par les méthodes de Folin-ciocalteu pour le
dosage des polyphénols totaux et le chlorure ferrique pour le dosage des tannins totaux.

L’activité antioxydant a été faite par la méthode FRAP : le pouvoir réducteur du fer.

Concernant les résultats obtenus, nous avons noté un rendement élevé pour I’extrait Camellia
sinensis de 35%, en revanche 28% pour Cinnamomum verum, 20% pour Syzygium
aromaticum, et 8% pour I’extrait de Curcuma longa. Les tests phyto-chimiques effectués
révelent la présence des polyphénols totaux, les flavonoides et les tannins hydrolysables dans
tous les extraits. Le dosage des polyphénols totaux a montré que I’extrait Syzygium aromaticum
présente un taux eleve soit 995,37 pg E.A.G/mg ES. L’extrait Cinnamomum verum marque une
teneur trés importante de ’ordre de 678,05 (g E.A.G/mg ES) en tannins totaux, et nous avons
enregistré une capacité de réduction du fer intéressante pour tous nos extraits, particulierement

avec ’extrait de Camellia sinensis.

Apreés I’analyse de nos résultats, nous avons déduit que nos extraits sont riches en métabolites
secondaires (composés phénoliques), d’ou ces extraits peuvent étre exploités comme source
d’antioxydants qui interviennent de maniére significative dans la prévention des maladies et le

développement de nouvelles molécules naturelles a base de ces principes actifs.

Mots clés : antioxydant, composés phénoliques, tannins, FRAP, stress oxydatif.



Abstract

The aim of this investigation is based on the qualitative and quantitative studies of phenolic
compounds and antioxidant activity of some spices (Curcuma longa, Syzygium aromaticum,
Cinnamomum verum) and green tea (Camellia sinensis) from which our extracts were obtained

by decoction with an extraction solvent that is distilled water.

The qualitative tests or phytochemical tests were carried out by characterisation reactions
based on colouring or precipitation phenomena and observation, and for the quantitative essays
were carried out by the Folin-Ciocalteu method for the determination of total polyphenols and
ferric chloride for the determination of total tannins. The antioxidant activity was done by

FRAP method : the reducing power of iron.

The obtained results displayed a high yield for the Camellia sinensis extract of 35%,
Cinnamomum verum 28%, Syzygum aromaticum 20 %, Curcuma longa 8%. The carried out
phytochemical tests revealed the presence of total polyphenols, flavonoids and hydrolysable
tannins in all extracts. The determination of total polyphenols showed that the Syzygum
aromaticum extract had a high level of 995.37 ug G.A.E/mg ES. The Cinnamomum verum
extract showed a very high content of 678.05 pg G.A.E/mg ES in total tannins, and we recorded
an interesting iron reduction capacity for all our extracts, particularly with the Camellia sinensis

extract.

After analysis of our results, we deduced that our extracts are rich in secondary metabolites
(phenolic compounds), hence those extracts can be exploited as a source of antioxidants that
are significantly involved in disease prevention and the development of new natural molecules

based on these active ingredients.

Key words : antioxidant, phenolic compounds, tannins, FRAP, oxidative stress.
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Introduction



Depuis I’aube de I’humanité, les plantes permettent a ’homme non seulement de se nourrir,
se vétir, se loger, se chauffer, se parfumer... mais aussi de maintenir son équilibre, soulager ses
souffrances, préserver et soigner les maladies qui nuisent a sa santé (OUIS, 2015). Parmi ces
plantes on parle sur les plantes aromatiques d’ou ces derniéres constituent une source naturelle
potentielle de molécules bioactives, elles font I’objet d’études scientifiques rigoureuses pour
leur éventuelle utilisation comme alternative aux médicaments. Les effets thérapeutiques de ces
plantes dépendent de la présence d’agents bioactifs variés. Pour cela on s’intéresse a I’étude de
quelques plantes aromatiques et médicinales tels que : les épices ( Curcuma longa, Syzygium

aromaticum, Cinnamomum verum) et le thé vert (Camellia sinensis).

En effet, ces types de plantes représentent une source inépuisable de remeédes traditionnels et
efficaces grace aux principes actifs qu’elles contiennent : alcaloides, flavonoides, hétérosides,
saponosides, quinones, vitamines, ... et huiles essentielles. Elles sont utilisées dans différents
domaine, en cuisine, comme conservateur, colorant et ardmes, mais aussi en medecine. Elles
peuvent provenir de differentes parties de la plante, de rhizome (exemple du Curcuma longa),
des écorces (Cinnamomum verum), des graines (Coriandrum sativum), des fleurs (Syzygium

aromaticum) et des feuilles (Camellia sinensis).

En revanche, le monde scientifique est envahi par un nouveau concept, celui du « stress
oxydant », une situation ou la cellule ne contrdle plus la quantité de radicaux libres qu’elle
produit, entrainant ainsi la plupart des maladies telles que les maladies cardiovasculaires,
neurodégénératives et le cancer (PINCEMAIL et al., 2002). Pour cela les chercheurs
s’intéressent aux métabolites secondaires de ces plantes qui sont largement utilisées en
thérapeutique comme agents préventifs anti-inflammatoires, antimicrobiens, antiseptiques,

antioxydants, diurétiques qui défendent contre le stress oxydatif.

L étude de I’activité antioxydante des plantes est aujourd’hui devenue importante, car on peut
retrouver dans les végétaux de puissants antioxydants afin de permettre de protéger notre santé
et méme guérir ces différentes maladies ainsi que pour lutter contre le probléme des radicaux

libres avec des sources naturelles.

D’autre part, I’alimentation joue un réle trés important dans 1’apport en antioxydants
exogenes qui vont soutenir I’effet des antioxydants endogénes. Parmi les antioxydants apportés

par les végétaux, on y retrouve notamment les polyphénols (acides phénoligues, flavonoides,



lignanes, tannins, stilbénes), les vitamines (vitamine A, vitamine C, vitamine E) ainsi que les

oligoéléments (cuivre, manganese, zinc).

Dans ce contexte, s’inscrit le présent travail de fin d’étude, dont le but principale est d’évaluer
les composés phénoliques et d’évaluer I’activité antioxydant des différents extraits : Curcuma

longa, Cinnamomum verum, Syzygium aromaticum, Camellia sinensis.
Notre travail est scindé comme suit :

La premiére partie est consacrée pour les données bibliographiques qui contient trois chapitres
dont :

- Le premier chapitre englobe les généralités sur les épices et thé vert (aspect botanique,
composition chimique et intéréts sur la santé...).

- Le deuxieéme chapitre résume des notions sur le stress oxydatif et I’activité antioxydante.

- Le troisieme chapitre décrit les principaux métabolites secondaires sécrétés par les

végeétaux.
La deuxiéme partie concerne la partie expérimentale qui comporte les points suivants :

- Le matériel végétal traité.

- Etude qualitative ou détection des composés phénoliques totaux, flavonoides, tannins
hydrolysables et tannins condensés (tests phytochimiques).

- Préparation des extraits.

- Dosage des polyphénols totaux et les tannins totaux.

- Etude de I’activité antioxydant par la méthode de réduction de fer (FRAP).

Qui seront ensuite suivi d’une partie intitulé résultats et discussions et une conclusion finale.



Partie
bibliographique



Chapitre |

Geénéralités sur les
epices et the vert



I.1. le Curcuma « Curcuma Longa »

Le Curcuma longa L. appartient au régne végétal, angiosperme, monocotylédone, famille
des Zingiberaceae, genre Curcuma. La partie utilisée est le rhizome qui doit étre récolté 7 a 8

mois aprés la plantation, quand il commence a sécher.

Le Curcuma longa L. est une plante persistante qui peut mesurer de 60 a 100 cm de hauteur.
Le rhizome se compose de plusieurs parties. Le rhizome commercialisé est le rhizome primaire,
il est ovale, oblong, piriforme et communément appelé « ampoule » ou curcuma « rond ». Les
rhizomes secondaires sont plus cylindriques, mesurent 4 a 7 cm de long pour 1 a 1,5 cm de
large et sont appelés « doigts ». lls sont de couleur jaunatre a brun-jaunatre a I’extérieur et jaune

ou jaune orange a I’intérieur. Leur odeur est aromatique, leur gott chaud et 1égérement amer.

Les pays producteurs de curcuma sont nombreux et géographiquement répartis dans le Sud-
Ouest de I’Asie, on peut citer la Chine, la Thailande et le Cambodge mais le plus grand

producteur est I’'Inde avec quasiment 1 400 000 tonnes produites en 2012.
1.1.1. Compositions chimiques

La teneur en curcumine d’un rhizome est trés faible. En effet, bien que le parenchyme et la
moelle soient les parties les plus riches en curcumine, on y retrouve une grande quantité de
grains d’amidon, un panel trés large de composants chimiques dont certains sont des analogues
directs de la curcumine, et enfin, la curcumine elle-méme, qui ne représente que 1,11 % de cet

ensemble.
1.1.2. Utilisations

Le curcuma est utilisé sous différentes formes brutes ou produits d’extraction.

Concernant les effets métaboliques, I’huile essentielle de curcuma administrée en régime
alimentaire avec de 1’0léorésine de curcuma est capable de réduire la prise de poids ventrale et
de réguler I’hyperglycémie chez une souris génétiquement modifiée pour exprimer un diabete
de type 2. Ces extraits sont capables d’activer I’expression de génes codant pour des enzymes
de la glycolyse, de la B-oxydation des acides gras et du métabolisme du cholestérol au niveau
du foie. Ils sont également de réprimer les genes codant pour les enzymes de la néoglucogenese
hépatiqgue (HONDA S. et al., 2006).



L’huile essentielle de curcuma posséde également des propriétés préventives de cancers. Ces
propriétés sont médiées par une activité antiinflammatoire et antioxydante démontrée par des
études scientifiques (XIA G. et al., 2015).

- Dans un domaine de santé différent, la prévention de la piqire de moustique, I’huile
essentielle de curcuma est utilisée, en association avec I’huile de citronnelle, pour
augmenter I’effet répulsif de lotions anti-moustiques. Cet effet dure environ 5 h pour
ces associations de produits naturels contre 7,5 h pour un rappellent de synthése
(DAS N. G. et al. , 2015).

- Dans le domaine agricole, I’huile essentielle de curcuma est utilisée pour lutter
contre les proliférations fongiques des denrées (DHINGRA O. D. et al., 2007).

- Utilisation en industrie, le curcuma est utilisé, pour sa couleur jaune foncée, en tant
que colorant alimentaire au méme titre que 2 autres epices naturelles que sont le
safran et le paprika. Cette couleur tres caractéristique du curcuma est due a un
groupe de pigments naturels que 1’on appelle « curcuminoides ».

- Utilisation en pharmacologie, le curcuma est décrit comme possedant un tres large
spectre d’actions dans plusieurs domaines: utilisations traditionnelles ou études
scientifiques actuelles. En médecine traditionnelle, le curcuma peut étre utilisé pour
traiter les affections hépatiques, les helminthiases, éléphantiasis et autres
parasitoses, les wulcéres gastriques ou cutanés, 1’eczéma, les maladies
inflammatoires, les hémopathies, les vertiges et les gonorrhées, etc... En 2003,
Duke a fait une liste exhaustive des utilisations du curcuma dont les activités ont

été validées par des essais pharmacologiques ou méme cliniques, on en compte 114.
1.1.3. Activités biologiques

Le curcuma fait I’objet de trés nombreuses recherches et gréce a ses différents bénéfices pour
la santé, en présence de plusieurs substances chimiques qui le constitue et qui lui procure

différentes propriétés biologiques :

- Propriété antioxydante, des dizaines de recherches de laboratoire ont aussi démontré
que la curcumine, le principal ingrédient actif du curcuma, posséde effectivement
une activité anticancer, d’ailleurs les pays qui consomme plus de curcuma sont
moins atteint du cancer de colon. Il a été démontré que la curcumine est dix fois plus
antioxydant que la vitamine E (AGGARWAL et al., 2006).



- Propriété anti-inflammatoire, si le curcuma ne soulage pas les douleurs, son action
anti-inflammatoire le rend néanmoins efficace en cas d’arthrite et autres affections
inflammatoires comme 1’asthme et I’eczéma (Larousse, 2001).

- Propriété stimulante, il est utilisé pour traiter la faiblesse et I’épuisement.
1.1.4. Effets indésirables du « Curcuma longa »

Les effets indésirables rapportés cliniquement sont limités et réduits a des désordres
gastrointestinaux de type nausées et diarrhées, ce qui peut étre minimisé par la consommation
de curcumine au moment des repas. Le curcuma peut provoquer des problémes d’estomac,
surtout a haute dose ou s’il est pris sur une longue période. Des briilures d’estomac ont été

rapportées chez les patients traités pour des ulceres gastriques.
1.2. Le clou de girofle « Syzygium aromaticum »

Le clou de girofle provient d’une plante appelée giroflier, ce dernier est un arbre originaire
des iles Moluques en Indonésie, de la famille des Myrtaceae. C’est une espéce caractéristique
des régions de basses altitudes (0-300 m) au climat tropical humide sans saison seche marquée
(Maistre, 1964). Chaque bouton floral de cette plante est un clou de girofle. Le moment de la
récolte est trés important car cueillis trop tot les clous n’auront pas synthétisé la totalité de leurs
composants, et cueillis trop tard ils perdront leurs pétales. Concernant sa péeriode de récolte est
différente selon les zones de production, par exemple a Madagascar les clous sont récoltés

d’octobre a janvier.

Le giroflier est fleurit deux fois par an (AMIT et PARUL, 2011). Le moment le plus favorable
a la récolte des boutons floraux, ou clous de girofle est avant 1’épanouissement de la corolle
(GHEDIRA et al., 2010), quand ils commencent a prendre une teinte rosée. Les clous de girofle
sont mis ensuite a sécher sur des claies au soleil ou a feu doux. Au cours du séchage, les clous
perdent 67 a 72% d’eau (BENZEGGOUTA, 2015).



1.2.1. Compositions chimiques

Le clou de girofle est tres riche en substances bioactive telle que :

- L’huile essentielle (20%) : HE contenant d’eugénol (85-95% de I’huile de clou
de girofle), acétate d’eugénol (5 a 10%), alpha- et béta caryophylléne (5 a 12%)
et un dérivé cétonique (GHEDIRA et al., 2010 ; PAUL et FERDINAND, 2005).

- Autres constituants : flavonoides (environ 0,4%), tannins (environ 12%), acide
phénolique, stérols, tri terpéne et des chromos (MAX et ROBERT, 2003).

1.2.2. Utilisations

Le Clou de girofle (Syzygium aromaticum) est I’épice la plus utilisée pendant plusieurs
siécles en conservation des aliments et est utilisé comme une épice tres prisée pour parfume les
viandes, vins chauds, et pains d’épices et voir méme en médecine (KATHE, 2007). Et grace a
son composant phénolique comme eugénol, acétate d’ecugénol et acide gallique il est utilisé en
pharmacie et cosmétologie (DIEGO FRANCISCO et al., 2014).

En médecine traditionnelle, les clous de girofle étaient utilisés en usage externe contre le
rhumatisme, les myalgies (douleurs musculaires), anesthésiant local dans les soins des plaies
(BENZEGGOUTA, 2015), soigner I’acné¢ (KATHE, 2007), utilis¢ par voie locale comme
antalgique dans les affections de la cavité et/ou du pharynx et antalgique (douleurs dentaires).
Par voie orale les clous de girofle sont utilises dans le traitement de bronchite, des troubles
digestifs et calmer les maux d’estomac, le vomissement, la fievre (UGWU et al., 2017) et la

diarrhée. Il serait aussi efficace dans le traitement de I’hyperglycémie (GHEDIRA et al., 2010).
1.2.3. Activité biologique

Sa richesse en métabolites secondaires lui confere plusieurs effets biologiques dont :

Les activités anti-inflammatoires.

Antimicrobiennes.

Anticancéreux (GHEDIRA et al., 2010).

Antioxydants.

Activité cytotoxique (DIEGO FRANCISCO et al., 2014).



- Antiparasite (YASHAB K et al., 2014).
- Propriété anesthésique, analgisiqgue (PULIKOTTIL et NATH, 2015), antiseptique
(SARMISTHA et al., 2006), Stimulus et diurétique (AMIT et PARUL, 2011).

1.2.4. Effets indésirables du « Syzygium aromaticum »

L'usage abusif du clou de girofle peut devenir toxique (100g de clous de girofle en une fois
est mentionne toxique) (KECEMI, 2017).

L’utilisation de I'huile essentielle de girofle sous forme concentrée, irrite les tissus, aussi
une réaction allergique est signalée chez les sujets exposes régulierement aux fleurs du giroflier
ou ayant au préalable une dermatite au niveau de 1’extrémité des doigts. L huile essentielle doit
étre évitée pendant la grossesse et chez ’enfant de moins de 6 ans (GOETZ et GHEDIRA,
2012).

|1.3. La Cannelle « Cinnamomum verum »

Le mot cannelle viendrait du latin canna signifiant roseau ou tuyau, du fait de la forme sous

laquelle on la recevait d'Extréme-Orient.

Connue depuis I’Antiquité, la cannelle est une épice aromatique provenant de I'écorce

interne du cannelier.

La cannelle est originaire de Ceylan ou actuellement le Sri Lanka et des cotes de Malabar
de I'Inde. On trouve actuellement «les jardins de cannelle» principalement sur la partie
méridionale de I'ile : sur les basses terres aux alentours de Galle, de Matara et de Colombo. Le

Sri Lanka est premier exportateur de la véritable cannelle au niveau quantitatif et qualitatif.

Le cannelier de Ceylan est un arbre d'une dizaine de metres de haut (VERNON F. et
RICHARD H., 1976) et peut atteindre 20m (LEUNG ALBERT Y., 1980), La premiére récolte
est possible au bout de cing ans, ensuite elle se fait tous les deux ans a la saison des pluies
lorsque I'écorce est gorgée de seve (VERNON et RICHARD, 1976). L'écorce est détachée des
jeunes pousses ou des branches, par incision, découpée en laniéeres de 30 cm de long, qui sont
mis a sécher puis grattée pour en séparer le liege. Elle se présente sous forme de tuyaux
emboités les uns dans les autres (RICHARD et LOO, 1992).



Sur le marché des épices, la cannelle peut se présenter en tuyaux entiers (épiderme gratté

de I'écorce interne), en tuyaux brisés, en morceaux, en copeaux ou en poudre.
1.3.1. Compositions chimiques

La connaissance de la composition, présente un intérét important : compte tenu de la forte

demande des pays industrialisés en cannelle.

L'écorce contient des tanins, résines, mucilage, gomme, sucres, oxalate de calcium, peu de
coumarine (LEUNG ALBERT, 1980), de l'amidon, des diterpénes polycycliques, des

oligomeres proanthocyanidoliques et des huiles volatiles.
1.3.2. Utilisations

La cannelle est une épice connue et reconnue pour agrémenter tous les plats par son odeur
chaude et sucrée. Son huile essentielle posséde des vertus tres intéressantes pour lutter contre
tous types d'infections, bactéries, champignons, parasites responsables de troubles gastriques,

verrue, mycose, vers, et acne ne font pas le poids face a cette huile essentielle puissante.
1.3.3. Activités biologiques

- Anti-infecticuse majeure (trans cinnamaldéhyde) : I’huile essentielle de Cannelle va
détruire les champignons responsables d’infections pulmonaires et de candidoses. Elle
est efficace contre les infections respiratoires, intestinales, digestives, urinaires et
gynécologiques.

- Antiparasitaire (trans cinnamaldéhyde) : I’huile essentielle de Cannelle est efficace
contre les poux et les lentes et également sur les parasites intestinaux (vers).

- Antispasmodique (eugénol) : I'huile essentielle de Cannelle contrdle les spasmes des
muscles lisses. Elle est surtout efficace sur les spasmes intestinaux.

- Tonique et stimulante (trans cinnamaldéhyde) : I’huile essentielle de Cannelle est un
stimulant sexuel (aphrodisiaque). Elle est également sympathicotonique.

- Insecticide : acaricide contres tous insectes (moustiques, mouches, puces, pucerons,

acariens, cochenilles.



1.3.4. Effets indésirables de la cannelle

- Hépatotoxicité : pas d’utilisation interne a long terme et/ou a doses élevées. Prévoir 40
a 160 mg par jour, sur un délai maximum de trois semaines.

- Dermo causticité : phénols et aldéhydes aromatiques brilent la peau et les muqueuses a
I’état pur. Nos trois huiles essentielles sont concernées. La dilution dans une huile
végétale est donc obligatoire pour chacune d’entre elles. Le cinnamaldéhyde et
I’eugénol sont des molécules potentiellement allergisantes, susceptibles de provoquer
des irritations cutanées méme a faible dose.

- Interactions médicamenteuses : aucune des trois ne devra étre employée parallélement
a la prise de paracétamol, ni en cas de traitements anticoagulants. C’est particuliérement
le cas pour la cannelle de Chine riche en coumarines, molécules responsables de ses
propriétés anticoagulantes et fluidifiantes.

- Déconseillé chez la femme enceinte et celle qui allaite, ainsi que chez I’enfant de moins

de 6 ans.
1.4. Le thé vert « Camellia sinensis »

Le thé, obtenu par infusion des feuilles de théier, est la boisson la plus consommeée dans le
monde entier apreés I’eau. Bien qu’il fit longtemps considéré comme simple boisson

alimentaire, les chercheurs lui réattribuent aujourd’hui son vrai statut de plante médicinale

(KREIPS, 2009).

Son origine se situe probablement au Yunnan Chinois, au nord de I’Inde dans les régions de

I’Assam en s’étendant jusqu’au sud de la chine (KRIEPS, 2009).

L’espéce Camellia sinensis est un arbuste a fleurs persistantes, appartenant a la famille des
théaceae. A I’état naturel, le théier est un petit arbre trés rameux, de 5 a 10 métres de haut et
pouvant atteindre 15 métres, Il est maintenu a une taille d’environ 1,50 metre a fin de facilité la
cueillette de ses feuilles (FILLON, 2014).



Cette plante ayant besoin d’un climat chaud a humidité constante et abondante, pousse
principalement dans les régions tropicales et subtropicales, le sol qui lui convient le mieux est
le sol acide (OKAMURA et al., 2012)

1.4.1. Compositions chimiques

Les tisanes représentent une source majeure de composés phénoliques dans notre
alimentation d’ailleurs le groupe de produits chimiques considérés comme responsables de
I'effet bénéfique sur la santé sont les polyphénols. lls comprennent un groupe de produits
chimiques de plantes appelé les catéchines. Ce type dantioxydant peut protéger les cellules

dans le corps contre les dommages oxydatifs qui peuvent conduire a des cancers.

Le thé contient des polyphénols, des alcaloides, des acides aminés, des glucides, des
proteines, de la chlorophylle, des composés organiques volatils, de I'aluminium, des fluorures,

des minéraux et des oligoéléments.
1.4.2. Utilisations

Son usage traditionnel connu et fréquent dans le monde, dans le domaine culinaire et celui
de la médecine traditionnelle (FILLON, 2014).

- Utilisations d'extrait de thé dans les boissons, dans I’alimentation en générale, donne un
attrait plus sain pour les consommateurs. Le marché potentiel pour ces aliments peut
étre amélioré par la présence d'antioxydants naturels.

- Les extraits de thé sont utilisés comme ardme dans les boissons alcoolisées, ou en
combinaisons avec des fruits dans les boissons gazeuses, les boissons fonctionnelles et
les eaux aromatisées, ainsi que dans les produits de boulangerie et les patisseries,
desserts laitiers glaces, les bonbons, et les assaisonnements.

- L'huile de graines de thé raffinée est une huile utilisée dans la fabrication d'huile a
combustion, et est considérée comme un substitut approprié pour les huiles de colza,
d'olive ou de saindoux.

- Utilisation dans I'industrie non alimentaire, les ingrédients cosmétique issus du thé, sont
utilisé comme antioxydants et agents revitalisants: I’extrait de la fleur, I’huile de la

feuille, la poudre des feuilles, ’extrait aqueux de la feuille, I’extrait de la racine, la
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poudre du tégument, 1’extrait ou la poudre de la graine, sont reconnus pour étre utilisé
dans différents produits cosmétiques (shampoing, produit a rincer, cosmétiques pour le

bain, etc.)
1.4.3. Activités biologiques

En effet, de nombreux avantages du thé vert ont été constatés sur la santé de ’organisme
notamment comme un effet protecteur contre le cancer de prostate (STUART et al, 2008), de
la peau (KUZUHARA, 2008), du colon et du pancréas (FUJIKI, 2005).

Le thé diminuerait les risques d’ostéoporose, protégerait des affections hépatiques, des
infections bactériennes et virales (COOPER, 2012 ; DA SILVA PINTO, 2013 ; MUKHTAR,
2000). Les autres effets positifs du thé sont associés a leurs propriétés anti-mutagéniques et
anti-inflammatoires (COOPER, 2012 ; DA SILVA PINTO, 2013).

1.4.4. Effets indésirables du « Camellia sinensis »

- Thé et taux de fer :
En cas de forte consommation, le thé réduirait I'absorption du fer par lI'organisme. 11 est
dailleurs déconseillé d'en boire aux personnes anémiques.

- Polyphénols et jaunissement :
Les polyphénols présents dans le thé, mais aussi dans les minéraux contenus dans I'eau,
seraient responsables du jaunissement des dents.

- Caféine :
Méme si la caféine du thé n'a pas tout a fait le méme effet sur I'organisme que celle du
café, absorbée en trop grande quantité, le résultat est le méme : insomnies et

éventuellement palpitations cardiaques.
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CHAPITRE Il : NOTION DE STRESS OXYDATIF ET L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

I1.1. Stress oxydatif
11.1.1. Définition

Le stress oxydatif est caractérise par un desequilibre entre la production des especes

radicalaires et les capacités de défense antioxydante de I’organisme (BEAUDEUX, 2011).

Antioxydants
I
=S

Déséquilibre

Figure 01 : Balance radicaux libres/antioxydants (SHIMIZU, 2004).

Dans les circonstances quotidiennes normales, des radicaux libres sont produits en
permanence et en faible quantité et cette production physiologique est parfaitement maitrisée
par des systemes de défense; dans ces circonstances normales, on dit que la balance
antioxydants/pro-oxydants est en équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce soit par déficit en
antioxydants ou par suite d’une surproduction énorme de radicaux, I’exces de ces radicaux est

appelé stress oxydant (FAVIER, 2003).
11.1.2. Origine du stress oxydatif

La production de radicaux libres chez les organismes vivants est un processus physiologique
régulé par le biais de divers processus chimiques ou enzymatiques de détoxification. En effet
I’organisme posseéde ses propres moyens de défense lui permettant de lutter contre ces radicaux
libres. Quand ce systéme de protection perd son efficacité ou quand le nombre de radicaux

libres augmente de maniére importante, il survient un stress oxydatif (KOECHLIN et al., 2006)

Ce dernier; appelé aussi stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre profond de la
balance entre les systemes oxydants et les capacités antioxydantes de I’organisme en faveur des

premiers, ce qui conduit a des dommages cellulaire irréversibles (HALENG et al., 2007). 1l se
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développe lorsque les radicaux libres des molécules oxydantes sont produits plus rapidement

qu’ils ne peuvent étre neutralisés par 1’organisme (TREMELLEN, 2008).
11.1.3. Radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre dérivés de 1’oxygeéne (espéce réactive de I’oxygéne ERO),
ou d’autres atomes comme ’azote (espece réactive de I’azote ERA). La présence d’un électron
célibataire confére aux radicaux libres une grande réactivité (demi vie courte) ils peuvent étre

aussi bien des especes oxydantes que réductrices (DELATTRE et al., 2005).

L’oxygene est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il permet
de produire de 1’énergie en oxydant la matiére organique. Mais nos cellules convertissent une
partie de cet oxygéene en métabolites toxiques, nommeés radicaux libres organiques (MEZITI,
2007). Selon la définition proposée par HALLIWEL et GUTTERIDGE (1996). Les radicaux
libres sont des especes capables d’exister indépendamment, contenant un ou plusieurs électrons
non appariées dits électrons célibataires, ces radicaux libres peuvent se former par transfert

mono-électroniques ou par scission homolytique de liaison covalente.

Du fait de leur instabilité énergétique, les radicaux libres ont tendance a revenir
immédiatement a un état stable en donnant un électron ou en prenant un a une autre molécule.
Ils peuvent donc étre réducteurs ou oxydants. En jouant le role d’accepteur ou de donneur
d’électrons, les radicaux libres ont donc la propriété d’étre extrémement réactifs vis-a-vis des
autres molécules, possédant un temps de demi-vie courte (de nanoseconde a la milliseconde)
(KOECHLIN-RAMONATXO, 2006).

Les radicaux libres sont tres instables de par leur configuration électronique et leur durée de
vie est tres courte (de 4 a 10 S). Leur réactivité réside dans le fait qu’ils recherchent un électron
pour rapparier leur électron célibataire, entrainant la propagation du phénoméne par création
d’un nouveau radical libre. Il produit ainsi des réactions en chaine qui peuvent aboutir a des

dénaturations ou destructions au niveau cellulaire (GARDES-ALBERT, 2003).

- L’anion super oxyde (02°) est la forme primaire des ERO et il est formé par I’addition
d’un électron a I’oxygéne moléculaire (O2). Il peut étre ensuite converti en ERO
secondaire tel que le radical hydroxyle (OH:), le radical peroxyde (ROO") ou le peroxyde
d’hydrogéne (H202) ; ce dernier n’étant toutefois pas un radical libre puisqu’il ne

contient pas d’électrons non pariés. Ces radicaux libres impliquant plutdt un atome
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d’azote se nomment espéces réactives de ’azote, le monoxyde d’azote (NO') et le

péroxynitrite (ONOO:) étant deux espéces bien connues (TREMELLEN, 2008).
11.1.4. Origine des radicaux libres
- Origine endogéne

Les radicaux libres sont produits par divers mécanisme physiologique, d’ailleurs la plupart
des radicaux libres se forment au cours de métabolisme de 1’oxygene (réduction de 1’02
moléculaire en eau) dans les mitochondries. Le passage d’une molécule d’oxygéne a deux

molécules d’eau nécessite I’action de quatre électrons.
- Origine exogene

L’organisme humain est soumis a ’agrégation de différents agents extérieurs capables de
donner naissance a des especes oxygénée réactives (FAVIER, 2003) : les rayonnements UV
(par I’intermédiaire d’agents photon sensibilisants) et les radiations ionisantes qui induisent a

la synthese de radicaux libres dérivés de I’oxygene tels que : 1’02, OH-.
11.1.5. Roles biologiques des radicaux libres

Les radicaux libres sont indispensables a la vie car ils participent & de nombreuses fonctions
physiologiques lors de la croissance ou de la défense de I’organisme. En effet, ils participent au
fonctionnement de certains enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense
immunitaire contre les agents pathogeénes, a 1’apoptose des cellules tumorales, au cycle
cellulaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a la

fécondation de I’ovule, a la régulation des génes (FAVIER, 2003).
11.1.6. Effets du stress oxydatif sur I’organisme

Les Especes Reéactives de 1’Oxygene réagissent avec de nombreuses molécules, ce qui
entraine certaines modifications de ces dernieres. Elles perdent alors leurs activités au sein de

la cellule et cela a un impact sur le fonctionnement cellulaire physiologique.

Les EOR sont en effet capables de régir avec différents acides aminés des chaines de
protéines, altérant egalement leur fonction. Les plus sensibles a leur action sont le tryptophane,

la tyrosine, I’histidine, la cystéine et la méthionine.
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L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires, induit
des processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation compléte de la
membrane, altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barriére et d’information

(KOECHLIN-RAMONATXO, 2006).

Les EOR sont aussi capables de couper des liaisons peptidiques. L’ ADN, qu’il soit nucléaire

ou mitochondrial, est également une cible majeur des EOR.

Ceux-ci peuvent en effet interagir avec les désoxyriboses de I’ADN, mais aussi avec ses
bases puriques et pyrimidiques. Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont pas réparées

entrainent a long terme des altérations géniques (KOECHLIN-RAMONATXO, 2006).

Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon la dose
et le type cellulaire. De nombreuses anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant :
mutation, carcinogenése, malformation des feetus, dépot de protéines anormales, fibrose,

formation d’auto-anticorps, dép6t de lipides oxydés, immunosuppressions.

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age, car le
vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production mitochondriale
de radicaux. En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur-exprimant
certains génes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies : cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme

pulmonaire, vieillissement accéléré.

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant 1’apparition de maladies
plurifactorielles que le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies

cardiovasculaires (FAVIER, 2003).
11.2. Antioxydant et activité antioxydante

11.2.1. Définition

Les antioxydants sont des substances qui inhibent ou ralentissent I’oxydation d’un substrat ;
ce sont des molécules qui neutralisent les radicaux libres. Ils sont présents sous de nombreuses
formes et peuvent intervenir en prévention de la formation des radicaux libres, aussi bien que

pour participer a leur élimination (antioxydants primaire et secondaires).
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Les antioxydants sont des composés chimiques capables de réduire les dommages causés
par les radicaux libres dans I’organisme et qui permettent de minimiser efficacement les
rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les propriétés sensorielles et
nutritionnelles du produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la qualité et d’augmenter la

durée de conservation du produit.

11.2.2. Classification des antioxydants

11.2.2.1. Selon leur mécanisme d’action

Pour lutter contre ces radicaux libres, notre organisme dispose d’enzymes (catalase,
glutathion peroxydase) pour les transformer en eau, et de diverses molécules anti-oxydantes
appelées éboueurs. Un antioxydant est une molécule réductrice qui se sacrifie en donnant un

électron a un radical libre, ce qui le rend lui-méme oxydé (WUYTS, 2011).

Les antioxydants sont en fait des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en
complexant les catalyseurs, en réagissant avec 1I’oxygene, ou des agents de terminaison capables
de devier ou de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non

radicalaires.
Suivant leurs mécanismes d’action les antioxydants peuvent étre classés en trois types :
- Les antioxydants de type I

L’action des antioxydants de type I repose sur leur capacité a inactiver les radicaux libres. 1ls
inhibent la propagation des réactions radicalaires en fournissant des hydrogénes aux radicaux

libres présents.
- Les antioxydants de type 11

Ce type d’antioxydant a un effet de prévenir la formation des radicaux libres et il intervient par
différents mécanismes. Ces antioxydants secondaires englobent une large gamme de différents
substances chimiques : chélateurs de métaux pro-oxydatifs, des désactivateurs de 1’oxygéne
singulet ; les flavonoides rentrent dans cette catégorie d’antioxydant, ils agissent en piégeant

les radicaux libres et en complexant les métaux pro-oxydants.
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- Les antioxydants de type 111

Ils regroupent les facteurs de I’environnement qui ont une action antioxydante en agissant sur

le potentiel redox du milieu, la température, la pression en oxygene, la lumiére.

11.2.2.2. Selon leur nature chimique

11.2.2.2.1. Les antioxydants naturels

Les antioxydants naturels peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité
et ont également la capacité de lier les acides gras libres. Parmi ces substances on site : la beta
caroténe, I’albumine, les flavonoides, I’acide ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine

E.

A. Les antioxydants naturels enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques s’agissent principalement de trois enzymes : le superoxyde

dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx).
- Le superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases sont des métalloenzymes (ce sont des enzymes utilisant des
métaux comme cofacteurs). Il s’agit d’une des premiéres lignes de défense contre les ERO.
Leur cible privilégiée est I’anion superoxyde (O2) qu’il le transforme en peroxyde d’hydrogéne

(H202).

Il existe plusieurs iso formes selon le métal utilisé par I’enzyme (cuivre/zinc, manganeése, fer,

nickel).
- Lacatalase

Essentiellement présente dans les peroxysomes et dans les érythrocytes, est capable de
transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire (DELATTRE et al.,

2005).
2H,0p, === 2H,0+0

Le fonctionnement de la catalase est coordonné avec la concentration en H,O-.
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- Glutathions peroxydases

Les glutathions peroxydases sont localisés dans le cytosol et dans les mitochondries. Le role
de la glutathion peroxydase (GPx) est de réduire d’une part le peroxyde d’hydrogéne en
molécules d’eau, et d’autre part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools. Lors de
cette réaction, qui demande I’intervention de deux molécules de glutathion, celles-Ci se

transforment en glutathion-disulfure (GSSG) (MARFAK, 2003).
B. Les antioxydants naturels non enzymatiques

Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs. Ils peuvent
se comporter comme des piégeurs des radicaux libres. Ce type d’antioxydants posséde un
avantage considérable par rapport aux antioxydants enzymatiques. Du fait de leur petite taille,
ils peuvent en effet pénétrer facilement au ceeur des cellules et se localiser a proximité des cibles
biologiques. Ce type d’antioxydants regroupe un grands nombre de substances hydrophiles ou
lipophiles (MCCALL etal., 1999).

La plupart de ces composants ne sont pas synthétisés par 1’organisme et doivent étre apportés
par I’alimentation. Dans cette catégorie d’antioxydant nous retrouvons les oligoéléments, les

vitamines E et C et les polyphénols (KANOUN, 2011).
- Lavitamine C

La vitamine C ou I’acide L-ascorbique est considéré comme le plus important antioxydant
dans les fluides extracellulaires. C’est un piégeur trés efficace des ions superoxydes Oz, du
peroxyde d’hydrogéne H20,, des radicaux hydroxyles HO, et de I’oxygeéne singlet 1Oz, le role
antioxydant de la vitamine C est basée sur sa réaction avec les radicaux peroxyles aqueux, la

vitamine C protege ainsi les biomembranes et les lipoprotéines (BOULDJADJ, 2009).

La vitamine C intervient dans de nombreux métabolismes et renforce les défenses naturelles
de I’organisme. La carence en vitamine C provoque le scorbut, mais on peut aussi observer une
diminution de I’effet antioxydant, une augmentation du risque de développement d’un cancer

et de la cataracte.
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- Lavitamine E

La vitamine E étant liposoluble, elle se fixe aux membranes et peut ainsi séquestrer les
radicaux libres empéchant la propagation des réactions de peroxydation lipidique. En
protégeant ainsi les cellules contre les dommages associés aux radicaux libres et par conséquent,

prolonge la vie cellulaire tout en ralentissant le processus de vieillissement.
- Lesoligoéléments

Le terme oligoélément vient du grec « oligo » signifiant « petit » ou « peu abondant ». lls
sont présents dans le cops humain en concentration inférieure a 0.01%. Ce sont des éléments
qui doivent étre apportés par I’alimentation. Ces oligoéléments jouent le réle de cofacteur pour

maintenir I’activité catalytique des enzymes antioxydantes (GARAIT, 2006).
- Les polypheénols

Les polyphénols sont des molécules organiques hydrosolubles largement retrouvées dans le
regne végétal. Ils sont issus du métabolisme secondaire des plantes. Sont représentés par les
flavonoides, les acides phénoliques, les tannins, coumarines, et les lignines. Sont caractériser
par leur propriétés antioxydante et leur pouvoir dans la prévention des diverses pathologies

associées au stress oxydant.

Les polyphénols sont capables de piéger des especes radicalaires et de chélater les métaux de
transition comme le Fer et le Cuivre qui permettent de catalyser les oxydations. Ils sont
cependant présents en faible concentration dans le plasma. Il parait néanmoins que les
polyphénols interagissent avec des cibles protéiques (enzymes, signalisation intracellulaire,
récepteurs nucléaires...) ce qui leur assure des effets anti-inflammatoires, anti-thrombotiques,
anti-cancérigénes (STEVENSON et HURST 2007).

11.2.2.2.2. Les antioxydants synthétiques

A cause de I’instabilité inhérente des antioxydants naturels, on utilise plusieurs antioxydants
synthétiques pour assurer une meilleure stabilité des matieres grasses. Ces composés sont
cependant utilisés depuis 1954 comme antioxydants dans les aliments destinés a la

consommation humaine et ce sont peut-étre les plus répandus aujourd’hui (SHERWIN, 1976).
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Les antioxydants synthétiques les plus largement utilisés dans les industries alimentaires

sont :

- Butylhydroxyanisole (BHA).

- Butylhydroxytoluene (BHT).

- Gallate propylée (PG).

- Tétrabutylhydroquinone (TBHQ).

En effet, le BHA convertirait certains produits ingérés en substances toxiques ou
carcinogénes en augmentant la sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organes extra
hépatiques (BARLOW, 1990). Le BHT présenterait des effets carcinogénes chez le rat (ITO et
al., 1985)

11.2.3. Les effets des antioxydants sur la santé

Nous avons vu que le stress oxydant avait un réel impact négatif sur la santé, notamment par
la favorisation de la survenue de pathologies telles que 1’athérosclérose, le cancer, le diabete de
type 2, les maladies neurodégénératives. Ainsi, il est Iégitime de penser que si I’on supplémente

la population en antioxydants, toutes ces pathologies pourraient tendre a disparaitre.
Les antioxydants agissent un peu partout :

- Sur la peau, ils participent a la prévention du vieillissement cutané et agissent ainsi
contre la fermeteé et la formation des rides.

- Sur le ceeur, ils préservent la souplesse des artéres, aident a baisser le taux de mauvais
cholestérol et préviennent ainsi le développement de maladies cardiovasculaires.

- Sur les yeux, ils empéchent la dégénérescence des cellules et participent ainsi a la
prévention de la cataracte.

- Sur I’organisme, en préservant la jeunesse des cellules, ils jouent un role dans la

prévention contre les cancers, les maladies inflammatoires, Parkinson et Alzheimer.

20



Chapitre |11

| es métabolites
secondailres



Les plantes produisent un grand nombre de composés pour lesquels on ne sait pas toujours
le role qu’ils jouent pour la plante. Ces composés ne sont pas produits directement lors de la
photosynthése mais résultants de réactions chimiques ultérieures, on les appelle donc
métabolites secondaires (CHALANDRE, 2000).

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires qui sont largement distribués
dans le regne vegétal (HARBORNE, 1994). L'élément structural fondamental qui les caractérise
est la présence d'un ou plusieurs noyaux aromatiques auxquels sont directement liés un ou
plusieurs groupement hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction (éther, ester)
(BRUNETON, 1999).

Les composés phénoliques sont constitués de :
I11.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs fonctions
phénols, ils sont incolores (HASLAM, 1994).

Cette vaste famille regroupe des composés présentant des cycles aromatiques le plus souvent
soluble dans I’eau et présent sous forme de glycoconjugués (GAVOT 2009). IIs sont contenus
dans un certain nombre de plantes surtout médicinales. Parmi les acides phénoliques on cite :
acide chlorogénique, acide caféique, acide protocathéchique, acide vanillique et acide gallique
(HALE, 2003).

I11.2. Les flavonoides

C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques, ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres (BENHAMMOU, 2012). Ils sont
considérés comme des pigments, quasiment universels, des vegétaux et souvent responsables
de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A 1état naturel, les flavonoides se
trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides (BRUNETON, 1999; GHESTEM et al.,
2001). Du point de vue structural, ces composés ont une structure de base formée de 2 noyaux
benzéniques A et B reliés par un noyau C qui est un hétérocycle pyranique (LOBESTEIN,
2010).

Les principales catégories de flavonoides sont définies par :
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- Laprésence ou I’absence d’une double liaison entre les carbones 2 et 3 du cycle C, qui
déterminent la planéité de la molécule. Les flavones, flavonols et dérivés présentent une
double liaison et sont des molécules planes, contrairement aux flavanes, flavanones et
dérivés.

- Laprésence de fonctions cétones, alcools et méthoxy (GAVOT, 2009).
I11.3. Les tannins

Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (KAMRA et al., 2006). lIs se localisent dans divers
organes: racine ou rhizome (ratanhia, rhubarbe), écorce (chéne, quinquina), feuilles
(hamamélis), fleurs (rose rouge), fruit (péricarpe du noyer), graines (kola). On observe surtout

une accumulation dans les écorces agées et les tissus d’origine pathologiques (galles).

On distingue 2 groupes de tanins différents par leurs structures et également par leurs origines

biogénétiques : Tanins hydrolysables et Tanins condensés.

- Les tannins hydrolysables :
Ce sont des polyesters de glucides et d’acides phénols, ils sont facilement hydrolysables
par les acides et les enzymes (tannase) en ose (généralement le glucose) et en acides
phénols. Selon la nature de 1’acide phénol.

- Les tannins condensés (pyrocatéchique ou proanthocyanidols) :
Les tanins condensés sont des composés non hydrolysables ayant un poids moléculaire
plus élevé, issus de la polymérisation d’unités flavan-3-ols en dimeéres, oligoméres (2-
10 monomeres) et polymeéres (>10 monomeres), qui sont hydroxylés en position 3. Cette
condensation leur confére une structure voisine a celle des flavonoides.
IIs différent des tanins hydrolysables par :

- Une structure voisine a celle des flavonoides.

- Absence de partie osidique.

- Non hydrolysables, en milieu acide fort et a chaud ils se polymérisent en donnant des

précipités insolubles rouges bruns appelés phlobaphenes.
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Partie expérimentale



Ce travail a été effectué dans le laboratoire de technologie alimentaire physicochimie du
département d’agronomie a I’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou, dans le but
d’évaluer le potentiel antioxydant de quatre extraits aqueux de Curcuma longa, Cinnamomum

verum , Syzygium aromticum et Camellia sinensis.
1. Matériel végétal

Les échantillons étudiés sont constitués du rhizome pour le Curcuma longa, écorce de canelle
Cinnamomum verum, fleur de clou de girofle Syzygium aromaticum et les feuilles de thé vert

de Chine Camellia sinensis, achetés chez un herboriste de la wilaya de Tizi-Ouzou.
2. Tests phytochimiques

L’¢étude qualitative vise la recherche des principaux groupes chimiques présents dans les
différents échantillons d’épices et du thé ; elle a été réalisée selon le protocole déterminé par
SALLOUH et al (2019).

2.1. Recherche des composeés polyphénols

Une solution de 12ml d’eau distillé et 24ml d’acétone a été ajouté a 12g de poudre de chaque
échantillon déja broyé et tamisé. Aprés chauffage a 60°C pendant 5min avec agitation et
filtration, quelques gouttes de FeClz (1%) ont été ajoutées. La présence de polyphénols est

déduite par formation d’un précipité noir-vert intense.
2.2. Recherche des flavonoides

Une quantité de 5g de poudre végétale a été macérée dans 75ml HCI 1%, pendant 24h.
Quelques gouttes de NH4OH ont été ajouté ou filtrat obtenu, ainsi formation d’un anneau jaune

clair est indice de présence des flavonoides.
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PARTIE EXPERIMENTALE

Polyphénols Flavonoides Tanins
totaux

Tanins

129 de 5g de Tanins
poudre poudre condensés hydrolysables
vegétale végétale

69 de poudre
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69 de
poudre
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Figure 02 : Recherche des polyphénols totaux, flavonoides et tanins dans les poudres végétales
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2.3. Recherche des tanins

2.3.1. Tanins condenseés (catéchiques)

Selon la réaction de BATE-SMITH, 9ml du butanol chlorhydrique ont été ajoutés a 6g de
poudre de chaque échantillon, et chauffé en bain-marie 90°C pendant 5-10min.Une coloration

rouge intense indique la présence de tanins condensés dans les échantillons.
2.3.2. Tanins hydrolysables

Selon la réaction de Stiansy, une solution eau/acétone (6/12) a été ajoutée a 6g de poudre de
chaque échantillon, et chauffé en bain-marie 60°C pendant 5min avec agitation. Le filtrat
obtenu a été saturé par ’acétate de sodium, puis 3 gouttes de FeCls ont été ajoutées. Une

coloration bleu-noir intense indique la présence de tanins hydrolysables dans les échantillons.

3. Tests quantitatifs

3.1. Préparation des extraits aqueux

Les extraits sont préparés par dissolution de 20g de poudre des vegétaux déja broyés et tamise
dans 200ml d’eau distillé et laisser sous ébullition avec agitation pendant 15min., I’extrait a été
ensuite maintenu pendant 24h a 4°C, I’opération est répétée deux fois, filtrer sur un papier filtre
Wathman n°1, puis le filtrat obtenu est placé dans I’étuve a 40°C, et enfin les extraits ont été

conservé au réfrigérateur a 4°C jusqu’a utilisation (BOUBAKEUR et al., 2017).
3.2. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est définit comme étant le rapport entre la masse de I’extrait sec

obtenu et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est calculé par I’équation suivante :

[ R(%) = (Me/Mv) x 100]

Avec :
R(%) : rendement exprimé en %.
Me : masse de I’extrait sec résultant en gramme.

Mv : masse du matériel végétal a traiter en g (ABUDUNIA, 2018)
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3.3. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé par spectrophotométrie, selon la méthode
colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu décrite par GEORGE et al. (2005).

A- Principe

L’oxydation des composés phénoliques par le réactif de Folin-Ciocalteu résulte de la réaction
entre I’acide phosphotungstique (Hz3PW12040) et I’acide phosphomolybdique (HsPM012040) en
milieu alcalin. Cette réduction se traduit par ’apparition d’une coloration noir-verdatre formé
d’un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WsO23) et de molybdéne (MogO23) qui sont
proportionnels a la concentration en polyphénols dans le mélange (CHARPENTIER, 2006; DIF
et al., 2015).

B- Mode opératoire

A 2.5ml de réactif Folin-Ciocalteu dilué 10 fois sont ajoutés 0.5ml de chaque extrait préparé
a C (mg/ml). Aprés 2min, 2ml de carbonate de sodium (75%) sont ajoutés, les tubes sont agités
puis incubés pendant 15min a 50°C, et refroidis dans un bain de glace. Les absorbances des
mélanges sont mesurées a 760nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre, contre un blanc qui comporte

les mémes composants a I’exception de la substance testée.

La teneur en polyphénols totaux (TPT) est calculée a partir de la courbe d’étalonnage de
I’acide gallique et les résultats sont exprimés en milligramme-équivalent d’acide gallique par

gramme de chaque extrait, selon I’équation suivante :

[TPT: CxV /M]

Avec :

C: concentration de I’extrait équivalent a 1’acide gallique obtenu & partir de la courbe

d’étalonnage (pg/ml)
V : volume d’extrait (ml)

M : poids de I’extrait sec/ poids de la matiére séche brute (mg)
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3.4. Dosage des tanins totaux

L’estimation de la teneur en tanins totaux contenus dans les extraits est réalisée par la
méthode de MOLE et WATERMAN (1987).

A- Principe

La méthode utilisée est basée sur une réaction avec le chlorure ferrique. Le mélange des
extraits tanniques avec le réactif chlorure ferriqgue provoque la coloration rouge violette du
complexe, d’ou la formation des ions (Fe**) (BATE-SMITH, 1973).

B- Mode opératoire

A 1ml de chaque extrait a différentes dilutions (100 a 1000ug/ml) a été preparé, puis
additionné de 1ml de réactif de chlorure de fer. Le blanc est préparé dans les mémes conditions

avec un standard de tanin. Les absorbances sont mesuré a 540nm.

La teneur en tanins totaux est calculée selon I’équation suivante :

[Concentration extrait =aDSextrait X concentration pjanc / absmanc]

3.5. Pouvoir réducteur du fer FRAP :

Le pouvoir réducteur des extraits a été estimé selon le protocole rapporté par KHALED-
KHODJA et al (2014).

A- Principe

L’évaluation du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du complexe fer ferrique (Fe®*)
du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe*), en présence des antioxydants réducteurs, dont
la couleur est bleu qui est proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits (GULCIN et al.,
2003).

B- Mode opératoire

Une série de dilutions de chaque extrait a été préparée (100 a 1000ug/ml). Un volume de 1mi
de chaque extrait a été mélangé avec 2.5ml d’une solution tampon phosphate (0.2M ; pH=6.6)

et 2.5ml d’une solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)s & 1% (m/v). Ensuite les tubes

27



ont été incubés a 50°C pendant 20min. apres refroidissement, un volume de 2.5ml d’acide
trichloracétique (CoHCIs02) a 10% a été ajouté pour chaque tube pour arréter la réaction. 2.5ml
ont été récupéré de chaque tube et additionné de 2.5ml d’eau distillée et 0.5ml de FeCls 1%.

L’absorbance de chaque solution a été mesuré a 700 nm contre un blanc.

Les résultats obtenus ont été¢ représenté par de graphes d’absorbances en fonction des
différentes concentrations utilisées. L’augmentation de 1’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des fractions testées (BENIKHLEF, 2017).
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Résultats
Et
Discussion



1. Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques nous ont permis de détecter la présence ou I’absence des groupes
phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides, tanins) existants dans les échantillons choisis,
par des réactions de précipitation ou de coloration, avec utilisation de réactifs spécifiques. Les

tests qui se produisent sont classés sont classées de : positif (+) ou négatif (-).

Les résultats des tests phytochimiques des extraits de poudre d’épices et thé vert préparé par

décoction sont représentés dans le tableau I.

Tableau | : Résultats des tests phytochimiques réalisés sur la poudre de Curcuma longa,

Cinnamomum verum, Syzygium aromaticum et Camellia sinensis.

Classe du composé | Présence/Absence | Résultats/ Indicateurs

chimique
Polyphénols totaux Présence
Flavonoides Présence
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Tanins Tanins Absence
condensés
Tanins Présence = N =
hydrolysables J \ﬁ S @‘
sse €

Dans les quatre extraits de Curcuma longa, Cinnamomum verum, Syzygium aromaticum
Camellia sinensis séchés et broyés la recherche des polyphénols totaux, flavonoides et tanins

hydrolysables a été montré positive, contrairement aux tanins condensés.

La présence des polyphénols totaux a été confirmée par la coloration noire-verdatre dans tous
les tubes préparés avec I’ajout du réactif FeCLs3, et une coloration bleu-noire a été observé lors

du test de présence des tanins hydrolysables avec la méme intensité dans tous les échantillons.

Les flavonoides sont faiblement présents dans 1’extrait de Curcuma longa et de Syzgium
aromaticum, contrairement aux extraits de Camellia senensis et de Cinnamomum verum qui ont
été caractérisé par la formation d’un anneau jaune remarquable aprés addition du réactif

NH4OH.

Outre, aucun changement n’a été enregistré lors du test de tanins condensés ce qui signifie

leur absence dans les extraits préparés par décoction.
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2. Tests quantitatifs

2.1. Rendement d’extraction

L’extraction a partir des échantillons séchés et broyés est préparée par décoction dans de
I’eau distillée, les extraits bruts récupérés par évaporation effectué dans une étuve (Figure 03)
ont été pesés pour déterminer le poids sec obtenu. Le rendement a été déterminé par rapport a

20g de matériel végétal sec et les résultats ont été exprimés en pourcentage massique.

N
(6)]

Rendement (%)
N
o

15
10 8
—|
5 =
O | — | | — | | — | | — |
Camellia sinensis ~ Cinnamomum Syzygium Curcuma longa

verum aromaticum

Figure 04 : Rendements des extraits bruts.
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Selon les résultats illustrés dans I’histogramme dans la figure 04, nous avons remarqué que

I’extrait de Camellia sinensis présente le rendement le plus élevé d’ordre de 35%.

Le rendement en extrait brut obtenu pour Cinnamomum verum (28%) est similaire a celui
trouvé par ATTI (2014).

Dans une étude réalisée par Arifur et al. (2016), il a été montré que le rendement de Syzygium
aromaticum est de 17.04% et 17.8% par TEMBELY (2020).

Le rendement d’extraction de Curcuma longa obtenu par AMEUR et al. (2018) est de 6%
qui est un résultat légérement inférieur au résultat obtenu dans notre étude. Et dans 1’étude de

BENAISSA et al (2020) des résultats similaires aux notres ont été obtenus.

Le rendement dépend probablement de I’espéce végétale étudiée et de son contenu en
métabolites secondaires, la partie utilisée dans D’extraction, les conditions de récolte et

d’entreposage, ainsi que la méthode d’extraction elle-méme.

2.2. Dosage des polyphénols totaux

Les analyses quantitatives des phénols totaux réalisés par la méthode basée sur le réactif de
Folin-Ciocalteu ont été déterminées a partir de 1’équation de la régression linéaire de la courbe
d’étalonnage, tracée en utilisant 1’acide gallique comme standard (Figure 05):
y=0.0001x+0.0207 et R?=0.5856. Les résultats obtenues sont exprimées en microgramme

équivalent d’acide gallique par milligramme de matiere séche (ug E.A.G./mg ES).
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Figure 06 : Histogramme des teneurs en polyphénols totaux dans les extraits de Curcum
longa, Cinnamomum verum, Camellia sinensis, et Syzygium aromaticum en (ug E.A.G./mg
ES)

Les résultats représentés dans la figure 06 montrent que toutes les épices étudiées ainsi que
le Camellia sinensis contiennent une teneur importante en composés phénoliques. Nous
constatons que I’extrait aqueux de Syzygium aromaticum, est le plus riche en polyphénols
995.37 (ug E.A.G. / mg ES).
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Dans une étude similaire réalisée par MEDFOUNI et al. (2018) il a été montré que la teneur
la plus élevée en polyphénols totaux dans un extrait de Syzygium aromaticum est de I’ordre de
439.88 ug E.A.G. / mg ES, qui est tres faible par rapport a nos résultats.

La teneurs en polyphénols totaux dans I’extrait de Camellia sinenis (402.9 pg E.A.G./ mg
ES) est supérieure a celle obtenu par QIONG L. et al. (2020) qui est de 243 pg E.A.G./ mg ES.
De plus, BIZUAYEHU et al. (2016) ont trouvé dans 1’extrait de Camellia sinensis une teneur
égale a 31,6 ug E.A.G./ mg ES qui est nettement inférieure aux valeurs trouvées dans la présente

étude.

La teneur en polyphénols totaux dans 1’extrait de Cinnamomum verum obtenu dans 1’étude
effectué par ILHAMI G. et al (2019) est de 153.5 pg E.A.G. / mg ES inférieure au résultats
obtenu lors de notre étude (356.4 ug E.A.G./ mg ES).

Dans une étude faite sur le Curcuma longa par NAHAK et al (2011), ils ont trouvé une teneur
moyenne en polyphénols totaux de 215 pug E.A.G. / mg ES qui est largement supérieure a nos
résultats qui est de 111.86 ug E.A.G. / mg ES, ainsi que SAHU et al (2013) qui ont mentionnés
une teneur de 260 pug E.A.G./ mg ES.

Ces différences de résultats peuvent étre dis a la faible spécificité du réactif de « Folin
Ciocalteau » qui est I’inconvénient principal de ce dosage colorimétrique. Il a été montré que
le réactif est extrémement sensible a la réduction de tous les groupes d’hydroxyles non
seulement celles des composes phénolique, mais également de certains sucres et protéine. La
teneur phénolique d’une plante dépend aussi d’un certains facteurs tels que, les conditions
climatiques, le moment de la récolte, le solvant d’extraction, les conditions de stockage (SAIDI,

2019).

2.3. Dosage des tanins

La teneur en tanins totaux est déterminée par la formation des ions Fe3*, avec ajout du réactif
chlorure ferrique, et elle a été déterminées a partir de 1’équation de la régression linéaire de la
courbe d’étalonnage, tracée en utilisant de la catéchine comme standard (Figure 07):

y = 0.0001 x + 0.1131 et R?=0.9785. Les résultats obtenus sont exprimées en microgramme

équivalent de catéchine par milligramme de matiére seche (ug E.C/mg ES) (Figure 08).
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Figure 08 : Histogramme des teneurs en tanins totaux dans les extraits de Curcum longa,

Cinnamomum verum, Camellia sinensis, et Syzygium aromaticum en (ug E.C./mg ES)

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que I’extrait de Cinnamomom verum est plus
riche en tanins totaux de 678.05 (ug E.C./mg ES).

35



2.4. Reduction du fer (FRAP)

C’est un essai simple, rapide et reproductible. 1 est universel peut étre appliqué aussi bien chez les
plantes que les plasmas et dans les extraits organiques et aqueux. La présence des réducteurs dans les
extraits des plantes provoque la réduction de Fe3+ complexe ferricyanide a la Forme ferreux. Par
conséquent, Fe2+ peut étre évalué en mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité de la
couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700nm. En d’autres termes, le systeme FeClsz/ K sFe(CN)s
confére & la méthode la sensibilité pour la détermination « semi quantitative» des concentrations des
polyphénols, qui participent a la réaction redox (BOUGANDOURA et al., 2012).

Curcuma longa
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Figure 09 : Pouvoir réducteur de I’extrait aqueux de Curcuma longa
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Figure 10 : Pouvoir réducteur de I’extrait aqueux de Syzygium aromaticum
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Cinnamomum verum
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Figure 11 : Pouvoir réducteur de I’extrait aqueux de Cinnamomum verum

Camellia sinensis
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Figure 12 : Pouvoir réducteur des extraits aqueux de Camellia sinensis.

En tracant les courbes des absorbances obtenues pour chaque extrait, nous remarquons que
la capacité de réduction du fer est proportionnelle a ’augmentation de la concentration de nos

extraits.

Les résultats obtenus montrent que les extraits aqueux de Camellia sinensis possedent un fort

pouvoir réducteur par rapport aux autres extraits.
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Le pouvoir réducteur des extraits des plantes étudiées est probablement dd a la présence de
groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme de donneurs
d’électrons. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et

inactivateurs des oxydants (BOUGANDOURA et BENDIMERAD, 2012).
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Conclusion geneérale



Les plantes médicinales et aromatiques constituent une source tres importante des molécules
qu’ayant des activités biologiques intéressantes. Dans les dernicres années, les chercheurs font
des études approfondies sur les composés d’origines végétales, plus précisément sur les
métabolites secondaires des plantes, qui présentent des intéréts particuliers sur le plan

pharmacologiques, cosmétique et agro-alimentaire.

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes intéressés a une étude comparative en
composés phénoliques et a ’activité antioxydante des épices (Curcuma longa, Syzygium
aromaticum, Cinnamomum verum) et thé vert (Camellia sinensis). Ces épices sont connues par
leur propriété aromatique, goQt appréciable et large utilisation en médecine traditionnelle a

travers le monde.

La préparation des extraits est réalisée par la méthode de décoction en utilisant un solvant

d’extraction : eau distille.
De cette étude, nous pouvons ressortir les points suivants :

- L’extrait de Camellia sinensis présente le rendement le plus élevé d’ordre 35%.

- L’évaluation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-ciocalteu
a révélé la présence de quantités importantes de polyphénols dans I’extrait Syzygium
aromaticum de 1’ordre 995,37 (ug E.A.G/mg ES).

- En paralléle, la quantification des tannins totaux a été effectuée par la méthode de
chlorure ferrique. Les résultats obtenus par ce dosage nous ont permis de déduire
que : ’extrait Cinnamomum verum est tres riche en tannins totaux par rapport aux
autres extraits avec une teneur de 678,05 (ug E.C/mg ES), voir méme 1’extrait
Syzygium aromaticum marque une teneur importante en tannins totaux de 1’ordre
596,5 (ug E.C/mg ES).

- L’activité antioxydante a été evaluée par la méthode du pouvoir réducteur de Fer
(FRAP). Aprés I’analyse des résultats ’extrait aqueux de Camellia sinenis posséde

un fort pouvoir réducteur par rapport aux autres extraits.

Donc on peut conclure que ces épices et le the vert ont une activité antioxydante importante,
pour cela elles peuvent représenter une source potentielle de molécules bioactives en
thérapeutiques comme des agents antioxydants surtout I’épice Syzygium aromaticum et
Camellia sinensis. Sachant que les antioxydants contribuent de maniére trés efficace a la

prévention des maladies telles que le cancer, et les maladies cardiovasculaires. ..
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Enfin, il serait intéressant de poursuivre notre travail sur les recherches des principes actifs
des épices a fin de déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles qui pourront lutter
contre différents problémes de la santé et de les utilises comme des alternatifs au lieu des
molécules de synthése. Ainsi qu’une valorisation de quelques produits alimentaires et
pharmaceutiques a base d’épices pour but de mettre fin au probléme des radicaux libres pourra

étre mise en ceuvre.
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Annexes



Annexe 1 : La classification botanique des espéces étudiees

Epice Classification botanique

Régne : Plantae
Sous embranchement : Tracheobionta

Embranchement : Magnoliophyta

Sous-embranchement : Magnoliophytina

Classe : Magnoliopsida

Clou de girofle
Ordre : Myrtales

Famille : Myrtaceae

Genre : Syzygium

Espece : S. aromaticum (BERRABAH et al
2020).

Régne : Plantae
Sous embranchement : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida

Ordre : Zingiberales

Famille : Zingiberaceae

Curcuma

Genre : Curcuma

Espéce : Curcuma longa (BENMAMMAR
et al. 2020).




Régne : Plantae

Sous-Regne : Tracheobionta

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Sous-classe : Magnoliidae

Cannelle

Ordre : Laurales
Famille : Lauraceae
Genre : Cinnamomum

Espéce : Cinnamomum verum
(BENALILECHE M. et al, 2016)

Régne : Plantae

Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Ericacées

Famille : Theaceae

Thé vert

Genre : Camellia

Espéce : Camellia sinensis (L.) (ELMI
DAWELE K., 2017)




Annexe 2 : Matériel de laboratoire

e Appareillage

Noms Photo (originale)

Balance marque Kern

Balance de précision marque Kern

Plague chauffante




Bain-marie Memert

Etuve Binder

Spectrophotométre Visible Secomam

e Matériel et verrerie

Flacons, béchers, erlenmeyers, entonnoirs, passoires, papier filtre, spatules, pipettes,

éprouvettes, verres de montre, portoirs, tube a essais, papier aluminium, papier pH.

e Produits chimiques et réactifs

- Acétone.

- Chlore ferrique FeCls (1%).

- HCI (1%) : 8.30ml HC1 (37%) avec 91.7ml d’eau distillé.

- Ammoniac NH;OH.



- Butanol chlorhydrique.

- Acetate de sodium.

- Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois) : 1 ml du réactif de Folin-Ciocalteu a diluer avec 9ml
d’eau distillé.

- Carbonate de sodium (75%) : 75g de carbonate de sodium dissoudre dasn un volume
final de 100ml d’eau distillée.

- Acide gallique.

- Catéchine.

- Tampon phosphate (0.2 ; pH=6.6) : 11.8g phosphate monopotassique avec 14.8g
phosphate dipotassique et ajusté avec de 1’eau distillée jusqu’a 100ml.

- Ferricyanure de potassium KsFe(CN)s (1%).

- Acide trichloracétique C2HCI30; (10%).

Annexe 3 : Les étapes de préparation des extraits bruts par décoction




Annexe 4 : Photographie des dilutions préparées pour le dosage de polyphénols totaux d’un

des extraits aqueux

Annexe 5 : Photographie des dilutions préparées pour le dosage des tanins totaux d’un des

extraits aqueux

Annexe 6 : Photographie des dilutions réalisées pour le test du pouvoir réducteur du fer d’un

des extraits aqueux
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