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Résumé

Rosa canina L. communément appelée “1’églantier’’, appartient a la famille des
rosaceae, est une espéce végétale largement utilisée en médecine traditionnelle pour ses
nombreuses vertus. Dans ce présent travail nous nous sommes intéressés a 1’évaluation des

activités antioxydante et antibactérienne de 1’extrait aqueux de Rosa canina L.

L’estimation quantitative des polyphénols totaux par la méthode colorimétrique avec
I’utilisation du réactif de Folin Cioacalteu a montré que 1’extrait aqueux étudi€ est caractérisé

par une teneur de 106 = 0,004 mg EAG/g d’extrait.

L’appréciation de [D’activité antioxydante est déterminée par deux methodes

différentes :

La premiere méthode est la réduction du molybdéne (TAC : total antioxidant capacity)
et la deuxiéme méthode est la réduction des ions ferriques (FRAP : ferric ions reducing

antioxydant power).

Pour D’activité¢ antioxydante totale, I’acide ascorbique est largement supérieur avec une
IC50=14,89ug/ ml comparativement a celle de 1’extrait aqueux des feuilles de Rosa canina L.
qui présente une IC50=553,5ug/ml. Le pouvoir réducteur du fer de 1’extrait aqueux de Rosa

canina L. a donné une IC50 de 294 pg/ml.

L’activité antibactérienne a €té testée sur quatre souches bactériennes (deux Gram+ et
deux Gram-) selon la méthode de diffusion sur gélose MH. La concentration minimale
inhibitrice est manifestée par I’extrait aqueux sur les quatre souches bactériennes : Bacillus
cereus ATCC 10876= 40 + 0,03ug/ml ; Staphylococcus aureus ATCC 43300= 50 £ 0,02
pg /ml ; Escherichia coli ATCC 25922= 40 + 0,06 pug/ml; Pseudomonas aeruginosa ATCC
25852= 40 + 0,02ug/ml.

Ces resultats nous confirment effectivement le pouvoir antibactérien attribué en medecine

traditionnelle a la plante.

Mots clés: Rosaceae, Rosa canina L., extrait aqueux, activité antioxydante, activité

antibactérienne.



Abstract

Rosa canina L, commonly known as "rose hips”, belongs to the rosaceae family, is a
plant species widely used in traditional medicine for its many virtues. In this present work, we
are interested in the evaluation of the antioxidant and antibacterial activities of the aqueous

extract of Rosa canina L.

The quantitative estimation of total polyphenols by the colorimetric method with the
use of the Folin Cioacalteu reagent showed that the aqueous extracts studied is characterized
by a content of 106 + 0.004 mg EAG / g of extract

The assessment of antioxidant activities determined by two different methods:

The first method is the reduction of molybdenum (TAC: total antioxidant capacity)
and the second method is the reduction of ferric ions (FRAP: ferric ions reducing antioxidant

power).

For the total antioxidant activity, ascorbic acid is much higher with an IC50 = 14.89ug
/ ml compared to that of the aqueous extract of the leaves of Rosa canina L. which has an
IC50 = 553.5ug / ml. The iron reducing power of the aqueous extract of Rosa canina L. gave
an IC50 of 294 ug / ml.

Antibacterial activity was tested on four bacterial strains (two Gram + and two Gram-)
by the diffusion method on Mueller Hinton agar. The minimum inhibitory concentration is
manifested by the aqueous extract on the four bacterial strains: Bacillus cereus ATCC 10876
=40 £ 0.03 pg / ml; Staphylococcus aureus ATCC 43300 = 50 + 0.02 pg/ml; Escherichia coli
ATCC 25922 = 40 + 0.06 pg/ml; Pseudomonas aeruginosa ATCC 25852 =40 + 0.02 pg/ml.

These results actually confirm the antibacterial power attributed in traditional

medicine to the plant.

Key words: Rosaceae, Rosa canina L., agueous extract, antioxidant activity, antibacterial

activity.



Introduction

L’antibiorésistance est devenue un probléme de santé publique d’amplitude croissante,
notamment avec 1’accroissement des maladies infectieuses de plus en plus difficile a traiter.
Cette résistance augmente a un rythme alarmant particuliérement suite a 1’apparition de multi
résistance qui est devenue une préoccupation dans le monde entier. De plus, la toxicité des
antioxydants synthétiques notamment dans I’agroalimentaire augmente 1’incidence du cancer.
Par conséquent, la découverte et le développement de stratégies de lutte efficace contre ces

problémes est devenu d’une extréme importance.

Actuellement, les scientifiques favorisent le développement d’une nouvelle génération
de substances antimicrobiennes et /ou antioxydante d’origine végétale pour remplacer celle de
synthése. De méme, un certain nombre de secteurs industriels (pharmacologie,
agroalimentaire et cosmétique) se tournent de nouveau vers ’incorporation de ces molécules a

caractéristiques biologiques intéressantes dans leurs formulations (TAVIANO et al., 2013).

L’utilisation thérapeutique basée sur 1’analyse et I’observation a su mettre en valeur
les vertus extraordinaires des plantes (ANCRETE, 1965). Selon I’OMS, en 2008, plus de 80
% de la population mondiale se repose sur la médecine traditionnelle pour leurs besoins de
soins de santé primaires (PIERANGELLI et al., 2009).

En Algérie, la flore végétale est estimée a 3000 espéces végétales appartenant a
plusieurs familles botaniques (OZENDA, 1991). C’est pour cela que 1’Algérie a d’ailleurs un
savoir-faire testé de longue date par nos ancétres. Parallelement, toutes les cultures et les
civilisations de D’antiquit¢ a nos jours dépendent entierement ou partiellement de la
phytothérapie en raison de leur efficacité, accessibilité, disponibilité et faible toxicité
(AKHARIYIETBOBOYE, 2010).

Les plantes médicinales sont douées de propriétés thérapeutiques di a ces métabolites
secondaires (principes actifs) comme les composés phénoliques, les alcaloides, les huiles
essentielles ...etc présentant des vertus contre différents cibles pharmacologiques, pouvant
étre un remeéde des maux quotidiens allant jusqu’aux maladies chroniques tel que le cancer
(RAMMAL etal., 2009). Pour leurs propriétés, les industries pharmaceutiques sont de plus en

plus intéressées par leurs études ethnobotaniques (DIBONG et al., 2011).

En Kabylie, chez les montagnards, les « remedes grand-mere » est une tradition qui

perpétue de pére en fils. A Tizi-Ouzou, prés de 98 plantes médicinales sont identifiées avec 6



Introduction

especes de Rosaceae (MEDDOUR R et MEDDOUR S, 2015). Parmitoutes ces especes, nous
avons jugé intéressant d’étudier I’extrait aqueux de Rosa canina L. : L’églantier, connu dans

la région sous le nom de « Ti3fart ».

Ce présent travail s’est déroulé au sein de LABAB (laboratoire de biochimie

analytique et biotechnologie) comporte deux parties essentielles :

La premiére partie est consacrée a la synthése bibliographique regroupant des
géneralités sur notre plante Rosa canina L. et une description botanique de la famille de
I’espéce étudiée, un apergu sur 1I’exploitation de la plante a des usages pharmaceutiques et/ou

cosmétiques a été inclus a cette partie.

La deuxiéme partie est dédiée a la présentation du matériel et des protocoles
expérimentaux utilisés pour 1’extraction, la caractérisation des extraits de Rosa canina L. La
recherche de leurs activités antioxydante et antibactérienne ainsi que leurs usages pour des
essais de formule pharmaceutique. Suivi des résultats des différents tests effectués ainsi que

leurs interprétations.

Enfin, nous avions terminés par une conclusion, et par quelques perspectives pour

mieux envisager les études ultérieures.



Chapitre | Présentation de Rosa canina L.

I.1 Présentation de la plante

Rosa canina communément appelé 1’églantier, est un arbrisseau épineux de 1a 3
meétres de hauteur qui appartient a la famille des rosacées. C’est 1’espéce la plus connue des
rosiers sauvages pour ses propriétés thérapeutiques utilisé surtout en médecine traditionnelle.

Son nom latin « Rosa canina L. » signifie rosier des chiens, tire son origine de l'ancienne

Figure 1 : Arbrisseau entier de Rosa canina L.

1.2 Noms communs et vernaculaire

Eglantier, églantier des chiens, rosier des chiens, rosier sauvage, rosier des haies sont
tous des noms communs de Rosa canina L., elle est appelée différemment a travers les
différentes régions du monde.

Tableau | : Les noms vernaculaire de Rosa canina L. (LEGER, 2007)

Langue Appellation
Francais Eglantier, Rosier des chiens
Italiano Rosa selvatica
Espagnol Rosal silvestre
English Dog rose
Berbeére Ti3fart
Arabe Nesrine
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1.3 Classification botanique

I1 existe 120 espéces de rosiers sauvages, ce qui est dérisoires alors qu’il existe 20.000
variétés de rosiers cultives. Pour faciliter leur classification, on classifie les églantiers en une
dizaine de groupe. Chacun porte le nom de I’espéce prédominant le groupe. Par exemple :
Rosa canina L.

Rosa canina L. est classée selon la principale classification du systématicien Carl Von
Linné 1753 dans la roseraie : plate-bande 106 comme suit :

Tableau I1: Classification botanique de Rosa canina L. (BENOITBOCK et al., 2020)

Régne Plante

Sous regne Trachéophytes
Division Spermatophytes
Classe Angiospermes
Sous classe Dicotylédones
Super ordre Résidées
Ordre Rosales
Famille Rosaceaes
Genre Rosa

Espéce Rosa canina L.

|.4 Répartition géographique

C’est une espece originaire d’une vaste région de I’Europe, de la méditerranée a la
Scandinavie y compris les iles britanniques et la Russie. Elle a été naturalisée en Amérique du
nord (Etats-Unis) et en Océanie (Australie). Elle est répandue dans les régions tempérées
surtout dans le Nord-Est de I’Anatolie et en Turquie (DAVIS, 1997), mais rares dans les
régions chaudes. Les régions de végétation de Rosa canina L se trouvent essentiellement dans
I’Afrique du nord, aux iles Canaries et Madére (POTTIER-ALAPETITE, 1979). Elle se

4
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trouve également en Asie occidentale : Afghanistan, Iran, Irak, Palestine, Liban, Syrie, la
région de Caucase et I’Asie centrale (HULTEN et FRIES, 1986).
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Figure 2 : Répartition géographique du genre Rosa a travers le monde (P. MAGNIER, 2016).

Elle pousse spontanément aux détours des chemins en bordures des champs, des
plaines, des haies et en lisieres des foréts jusqu’a 1600m d’altitude mais elle préfere les
expositions généralement ensoleillées et les sols argilo-calcaire, pierreux ou ordinaires (P.
MAGNIER, 2016).

1.5 Description botanique

L’églantier se pare en juin juillet de fleurs ou aussi appelée églantines a 5 grandes
pétales en forme de cceur, de couleur rose au centre blanc, trés odorante et abondante. Les
fleurs sont solitaires ou regroupées a I’extrémité des rameaux. Le réceptacle porte de
nombreuses étamines dorées et un nombre de coupelles variable. Les fleurs sont dites non
remontantes, c'est-a-dire qu’elles ne fleurissent qu’une fois par an pendant 3 semaines.

Les feuilles sont composeées, et caduque, elles comprennent 5 a 7 folioles pennés et a
bords dentées, verts ou bleutés, sont généralement glabres (sans poiles). Au point d’attache de
la feuille a la tige, on trouve des stipules de chaque coté de la nervure de la plante (S.G
FLEISCHHAUER et al., 2012).
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Le cynorrhodon, que 1’on appelle couramment fruit de 1’églantier, qui correspond au
réceptacle de la fleur devenu charnu, portant & son sommet les vestiges des sépales et
étamines. Le cynorrhodon mesure de 15 & 25 mm de long sur 10 a 15 mm de large. Le
cynorrhodon est en fait un faux fruit. Les véritables fruits sont a I’intérieur, ce sont les akenes.
Ceux-ci sont durs, de petites graines durs et noirs a maturité en automne (M. BOTINEAU,
2015).

Les tiges sont dressées ou arquées, ligneuses, glabres, pourvus d’épines rouges,
robustes et allongées a leur base (sur la tige). Les tiges et les branches sont entremélées de
facon assez désordonnée, formant un buisson retombant presque hémisphérique (EUGENIO
ZANOTTI, 2019)

Figure 3 : feuille. Figure 4: fruit(Le cynorrhodon).

Figure 5 : Fleur. Figure 6 : Tige.
Figure 3,4, 5,6 : Présentation des différentes parties aériennes de 1’églantier (photos

personnelles).
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1.6 Composition chimique de Rosa canina L.

*Cynorrhodon :

o Vitamine C (acide ascorbique, 0,2 a 1,2 %)

o Diméthyl sulfite (DMS), minéraux : Potassium, Phosphore, Magnésium,
Calcium, Fer

o Pectines (15 %) et tanins

o "Acides de fruits":acide citrique, acide malique et acide quinique, acide
gallique

o Flavonoides : tiliroside (trans-tiliroside,  hétéroside  du kaempférol et ester
paracoumarique), flavanediols : catéchol, épicatéchol, gallocatéchol, leucopéon
idine, glycosides de quercétine, de taxifoline et d'ériodictyol, kaempférol 3-O-
béta-D-glucopyranoside

o Anthocyanes et caroténoides : rubixanthine, lycopéne, béta-

carotene, zéaxanthine, cyanidine-3-O-glucoside
* Graines :
Elles contiennent une huile grasse riche en acides gras poly-insaturés

*Bourgeons ou jeunes pousses
Ils sont composés de Flavonols, glycosides de quercétine de kaempférol, acides

hydroxycinnamiques, ellagitanins et gallotanins (jusqu'a 1,7 g/L).

e Vitamine C

La vitamine C (acide ascorbique, 0,2 a 1,7 % soit autant que dans un gros citron), est
une vitamine hydrosoluble de formule C6H806. C'est I'acide L-(+) -threo-ascorbique ou
L-threo-hex-2-énono-1,4-lactone. Elle est composee d'un cycle lactone, associé a une
fonction énolique hydroxylée. Chez les végétaux, elle provient d'une transformation
complexe du D-glucose. C'est le principal anti-oxydant soluble dans I'eau présent dans le
corps humain. Son apport par l'alimentation est essentiel car I'étre humain ne synthétise
pas de vitamine C : I'nomme est I'une des rares espéces sur terre a ne pas posseder
I'enzyme qui permet la transformation du glucose en vitamine C. L'acide ascorbique est

facilement oxydé en acide déhydroascorbique (DHAA). Ce mécanisme est facilement
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réversible a partir du DHAA, ce qui en fait un excellent antioxydant (BRUNTON J,
2009).

e Vitamine E

Contrairement a la vitamine C, la vitamine E (ou tocophérol) est une vitamine
liposoluble de formule C29H5002. On la retrouve en grande quantité dans les huiles
végétales. On désigne sous le nom de vitamine E, un groupe de 8 molécules qui different
par leur structure chimique : 4 tocophérols et 4 tocotriénols. Le compose le plus actif
biologiquement est I'alpha-tocophérol et les autres composés (béta et gamma tocophérols)

ne représentent que 15 a 30 % de l'activité biologique de I'alpha-tocophérol.
e Autres vitamines

D'autres vitamines sont présentes dans le cynorrhodon comme par exemple la
provitamine A, précurseur de la vitamine A, classée dans les caroténoides. On trouve
également de la vitamine K ou encore de la vitamine B3, qui est une coenzyme

nicotinique.

La composition précise en vitamines des cynorrhodons n'a cependant pas encore été assez

étudiée afin d'en faire un inventaire détaillé.
e Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments végétaux. Il y en a aujourd'hui plus de 600 décrits.
Ces pigments sont synthétisés dans les plastes des végétaux et donnent a ces derniers leurs
couleurs, en complément notamment de la chlorophylle. Ils sont divisés en 2 grandes
familles : les carotenes et les xanthophylles. Leur aptitude a la coloration des végétaux
vient de leur structure chimique, qui permet une absorption de la lumiére dans le bleu le
plus souvent, leur donnant une couleur rouge orangé. Ce sont des dérivés de l'isopréne
comprenant généralement 40 carbones, ce qui en fait une structure polyinsaturée.
L'homme ne produisant pas naturellement de caroténoides, ils lui sont donc apportés par
I'alimentation (BRUNTON, 2009).

e Tanins et acides phénols

Les tanins, comme les flavonoides, font partie de la grande famille des composés
phenoliques. Leur caractéristique commune est de posséder au moins un noyau de type

benzeéne, avec une liaison directe a un groupement hydroxyle. Tous les composés
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phenoliques sont issus de 2 grandes voies de biosynthese via l'acide shikimique ou le
métabolisme d'un polyacétate (Brunton, 2009). Les composeés phénoliques non-
flavonoides sont reliées par des liaisons C6-C1 ou C6-C3. Les tanins sont différents des
autres polyphénols par leur aptitude a précipiter certaines molécules comme la gélatine ou
les alcaloides. C'est cette propriété qui leur a donné leur nom de « tanin ». Les tanins sont

divisés en 2 groupes : les tanins hydrolysables et les tanins condenses.
e Flavonoides

Les flavonoides sont décrits comme des pigments végétaux hydrosolubles. Cette
famille comprend plusieurs branches suivant leurs propriétés : les flavonoides stricto sensu
(flavones, flavonols...) et les anthocyanosides. Les tanins peuvent étre considérés comme
faisant parti de la famille des flavonoides I.s., mais ils possedent des propriétés particuliéres.
Les flavonoides l.s. sont souvent responsables de la coloration du végeétal, comme les
anthocyanosides rouges ou les flavonoides jaunes. C'est un groupe trés vaste avec plusieurs
milliers de structures décrites. Il a pour origine biosynthétique commune le noyau 2-
phénylchromane. (BRUNTON, 2009).

e Acides gras

L’églantier contient d'autres substances moins étudiées et parfois en quantité nettement
inférieure. Les acides gras sont présents sous de nombreuses formes, dont les plus importants
étaient l'acide linoléique et 1’acide alpha-linolénique. Ce sont des acides gras a 18 atomes de
carbone et polyinsaturés. Une étude a permis de mettre en évidence l'acide palmitique, surtout
dans les fruits mars de 1’églantier (BARROS L et al., 2011). Ce sont les fruits immatures qui
possedent un taux plus important d'acides gras polyinsaturés. Les acides gras sont essentiels
pour l'organisme car il ne peut pas les synthétiser. De plus, ils sont connus pour jouer un réle

inhibiteur de COX-1 et COX-2, enzymes presentes dans le mécanisme inflammatoire.
e Mineraux

De nombreux minéraux ont aussi été mis en évidence dans différentes études : sodium,
potassium, phosphore, fer, zinc, manganése, magnésium et calcium ont ainsi eté identifiés par
DEMIR et OZCAN en 2001. Des taux éleves de phosphore (environ 2000 mg/kg) et de
potassium (de 890 a 1024 mg/kg) ont été notamment identifiés.

Une étude a permis de mettre en eévidence un composé actif, dénommé GOPO qui est un
galactolipide. Sa dénomination entiére est : (2S) -1, 2-di-O- [(9Z, 12Z, 15Z) -octadeca-9, 12,

9
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15-trienoyl] - 3-O-B-D-galactopyranosyl glycérol. 1l a été demontré qu'il inhibait la

chimiotaxie et la réponse des leucocytes polynucléaires a I'oxydation, qui sont mises en place

normalement lors d'une inflammation. Ce composé semble jouer un réle important dans

I'activité méme si lui seul ne peut en étre pleinement responsable.

1.7 Utilisation de I’églantier

1.7.1 Usage médicinaux

Usage en medecine traditionnelle

"Rosier des chiens™ un nom qui peut paraitre bien rude pour un fruit si utile, mais qui
viendrait, en effet du fait qu’une personne mordue par un chien enragé pouvait guérir
en mangeant une omelette a la racine rapée d’églantier (BINETTE et JARDIN 2008-
2021). Ce traitement de la rage par I'églantier est devenu si populaire qu’au XVIIéme
siécle, on I’employait encore pour guérir cette pathologie (MAGNIER PAULINE,
2016).

Les Perses utilisaient les cynorrhodons pour dissoudre les calculs (effet diurétique).
Les poils de cynorrhodons ont, dans le mythe populaire, la vertu de soigner apreés leur
absorption par le malade, des infestations de vers dans les intestins (notamment
ascaris), et cela sans provoquer aucune irritation malgré leurs propriétés cutanées
irritantes (MAGNIER PAULINE, 2016).

Au Moyen Age, la fleur passait méme pour guérir la tuberculose pulmonaire et pour
ramener les comateux a la vie (GARY LASKI, 2015).

Pendant la Seconde Guerre mondiale, les Britanniques, qui subissaient les attaques
allemandes et ne pouvaient se procurer des oranges, faisaient récolter aux enfants le
cynorrhodon afin de conserver un apport en vitamine C dans leur alimentation, et

ainsi éviter le scorbut, véritable fléau des marins d’autrefois (GARY LASKI,2015).

Usage en médecine moderne

L’églantier abaissent les fievres, diminuent I"hyperacidité et I’hyperactivité gastrique
causant une faim excessive, ce qui est particulierement recommandé si vous sortez
d’une période de bombances successives ou si vous connaissez des problémes de
poids. Pour leur part, les fleurs sont légerement laxatives, tandis que les feuilles

servent comme astringent contre les diarrhées (GARY LASKI, 2015).

10
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e 1l calme I’entérite, les crampes d’estomac, la constipation, la nausee et le diabete —
bien qu’il ne soit pas recommandé aux femmes enceintes. Il lutte efficacement contre
les infections et régénére la flore intestinale. En outre, les médecins perses
I’appréciaient pour sa capacité a dissoudre les calculs rénaux (GARY LASKI, 2015).

e Les feuilles et les fleurs de rose soulagent la congestion utérine, cause de douleurs
intimes, de menstruations douloureuses et abondantes. Elles servent aussi comme
antispasmodique et comme relaxant pour les crampes menstruelles et le syndrome
prémenstruel. Elles apaisent également les bouffées de chaleur, les sueurs nocturnes et
les sautes d’humeur de la ménopause (GARY LASKI, 2015).

e Les fleurs élévent le moral, luttent efficacement contre le stress, la dépression et
I’insomnie, la fatigue tant psychologique que physique, I’irritabilité et la colére. Ainsi,
la rose peut vous prodiguer une certaine paix intérieure dans les moments difficiles,
voire critiques (GARY LASKI, 2015).

e Contrairement aux autres mammiferes, les primates dont nous faisons partie ne
fabriquent pas leur propre vitamine C. Celle-ci est pourtant essentielle a notre systeme
immunitaire, et elle nous permet de métaboliser le fer (GARY LASKI, 2015).
L’utilisation majeure de 1’églantier aujourd’hui est, sans aucun doute celle pour
prévenir la carence en vitamine C grace au cynorrhodon (MAGNIER PAULINE,
2016).

o |l est également appréciable pour le systéme respiratoire, puisqu’il stimule 1’activité
mucociliaire, décongestionne, prévient et soigne les rhumes, la grippe, les maux de
gorge, la toux, la bronchite, les inflammations et maladies infectieuses (GARY
LASKI,2015).

e Surtout, elle nous permet de nous requinquer en un rien de temps. Ses vertus
anticancers sont toujours a 1’étude, et ses pouvoirs antioxydants sont bien
réels, empéchant la prolifération des radicaux libres qui détruisent nos cellules. Ce qui
est particulierement appréciable pour les fumeurs, dont les vitamines antioxydantes
sont monopolisées par I’arbre bronchique (GARY LASKI, 2015).

o |l lutte contre les infections, chasse les toxines, et se montre particuliérement riche en
vitamines A, B et K. Toutefois, nous verrons que de nombreuses études tendent a
évoquer une action sur 1’arthrose et les douleurs articulaires (MAGNIER PAULINE,

2016). Et accroit la flexibilité en cas d’ostéo-arthrite. L’églantier posseéde aussi
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activités thérapeutiques contre les rhumatismes, la goute et la sciatique
(HICHEMMOUHAMDI, 2016).

Les feuilles d’églantier sont connues pour avoir une action cicatrisante et antiseptique
sur les plaies, lorsqu’elles sont préparées en infusions (MAGNIER PAULINE, 2016).

En Tunisie, Rosa canina L. connue sous le nom (Nesri) est utilisée pour la production
d’eau aromatique appelée (eau Nesri). Cette eau est généralement obtenue par
hydrodistillation des fleurs. Elle est hautement appréciée et consommée pour prevenir
les maladies cardiovasculaires.

L’églantier peut étre utilisé de différentes fagons : en décoction ; en infusion ou en
maceératglycériné de bourgeons. Toutefois, pour ceux qui n’ont ni le temps ni
I’énergie pour se fabriquer ces remédes, on trouve le cynorrhodon assez facilement

dans le commerce, que ce soit en gélules ou en infusion (GARY LASKI, 2015)

1.7.2 Usages alimentaires

Le cynorrhodon s’utilise en cuisine, en Suéde, il Se compte pour I'un des ingrédients
principaux de leur soupe nationale, trés populaire, appelée : "nyponsoppa".

Une purée de cynorhodons servira également a préparer toutes sortes de desserts, des
confitures (La pulpe des fruits est comestible), des jus ou des sirops, tous trés riches en
vitamine C (BINETTE et JARDIN 2008-2021).

Frais, ramollis par les premieres gelées ou aprés une Iégere cuisson, ils forment une

pate qui se mange sucrée avec des laitages.
Séchés et réduits en poudre, ils servent en décoction pour des tisanes.

IIs sont a la base du plat traditionnel tchéque et slovaque appelé Sipkovaomacka, sorte

de ragott de beeuf.

Au Moyen-age, les fruits de I’églantier étaient également utilisés comme friandises, en
ayant préalablement retiré les akenes irritants (LAROUSSE, 2001).

En effet, ce faux-fruit de I’églantier, peut aussi se consommer sous d’autres formes :
en compote, en gelées ou en infusion. Une tradition populaire veut que I’absorption de
cette partie de la plante aide a lutter contre les refroidissements, cette coutume venant
du fait que le cynorrhodon est trés riche en vitamine C. Ces faux-fruits sont considérés

comme des toniques. De nombreuses utilisations populaires sont décrites, mais peu
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sont Vvérifiées. Certains de ces emplois sont historiques et ne sont plus utilisés
aujourd’hui (MAGNIER PAULINE, 2016).

1.7.3 Utilisation dans la cosmétologie

L'églantine est utilisée en parfumerie pour ses notes délicates.

Le macérat huileux de pétales d’églantines resserre les tissus et s’applique sur les
vergetures, les ulcéres cutanés, les rides et les cicatrices. Pour le faire vous-méme,
recouvrir d’huile végétale un bocal rempli de pétales d’églantine non tassés, et laisser
macérer 3 semaines ; appliquer ensuite sur la peau abimée pour la régénérer.
(BINETTE et JARDIN 2008-2021).

Non seulement la rose sauvage allége I’humeur des femmes, mais 1’eau de rose nettoie
et tonifie la peau, élimine I’infection et I’inflammation en cas d’acné, fait méme
disparaitre les taches et les furoncles, et remédie aux yeux douloureux. Elle améliore
la cicatrisation des plaies et diminue I’enflure des contusions et des entorses (GARY

LASKI, 2015).

1.7.4 Utilisation de I’églantier en agronomie

Le Rosier des chiens servait de porte-greffe pour diverses variétés de rosiers, mais
actuellement seules les variétés Rosa canina inermis (sans épines) et Rosa canina P

fander (excellent pour les greffages de rosiers tiges) sont encore utilisées.
Des variétés horticoles ont été sélectionnées pour la culture ornementale.

Cette plante épineuse a également été employée dans les haies défensives des
campements, avec d’autres especes comme la ronce ou 1’aubépine. Cela permettait de
créer une barriere naturelle face aux prédateurs, humains ou animaux. Les conquérants
espagnols implanterent ce buisson en Amérique du Sud, afin de protéger les terres
qu’ils venaient d’envahir. (BARON D, 2011). Un climat a été plut6t favorable & son

implantation et les églantiers ont ainsi prospéré dans les pays de I’Amérique du Sud.
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1.1 Généralités

Le terme métabolite secondaire assez rencontré dans le regne végétal, recouvre
un vaste ensemble de molécules phytochimiques synthétisées par un organisme qui ne sont
pas exigés pour des processus vitaux de base des plantes telle la croissance ou la reproduction
(TOMISLAV MESTROVIC, 2018).
Beaucoup de meétabolismes présentent des propriétés médicinales et de grand intérét
nutritionnel. Pour leurs propriétés, ces métabolites présentent un champ d’investigation

important et encore peu exploré.

Ils représentent une large diversité de structure et appartiennent a des groupes
aussi divers que les alcaloides ; les composés cyanogéniques ou les terpenes, terpénoide et les
composés phénoliques.

On trouve les métabolites repartis sur toutes les parties de la plante difféeremment

et selon leurs roles.

Les composés phénoliques, forment le groupe des composés organiques
phytochimiques le plus important dans le royaume des végétaux avec plus de 8000 structures
phénoliques identifiés dans tous les organes de la plante (BETA et al., 2005). Contenant au
moins un noyau Benzoique directement lié un ou plusieurs groupes hydroxyles (OH) libre ou
engagé dans une autre fonction éther, ester ou hétérosides (BRUNETON, 1993).Allant des
molécules les plus simples comme les acides phénoliques jusqu’aux substances hautement

polymérisé comme les tannins (DACOSTA, 2003).
11.2 Classification des polyphénols

11.2.1 Les non flavonoides

11.2.1.1Acide phénolique

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Les acides phénoliques sont présents en abondance dans les aliments
et divisés en deux classes : les dérivés de I'acide benzoique (GUIGNARD J.L, 1996). Et les
dérivés de l'acide cinnamique (MALAGAS D, 1992). La concentration de 1’acide hydroxy-
benzoique est généralement trées faible chez les végétaux comestibles. Ces dérivés sont assez

rares dans 1’alimentation humaine par contre ceux d’acides hydroxycinnamiques sont tres

présents (FLEURIET A et al., 2005).
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11.2.1.1.1. Dérivés de I’acide hydroxybenzoique (C6-C1)

Ces acides sont trés communs aussi bien sous forme libre que sous forme combinée a
1’état d’esters ou hétérosides (THOMPSEN J. C et MOTTOLA H. A, 1984 ; AFANASEV 1.
B et al., 1989).et peuvent également étre intégrés dans des structures complexes comme
certains tanins (BERNAL et al.,2021). Les acides hydroxybenzoiques sont assez rares dans
notre alimentation et présentent des lors peu d’intérét nutritionnel. On en trouve dans le thé,
certains fruits rouges. (Mdre ; Framboise ; Fraise), le radis noir et 1’oignon (MANACH C et
al., 2004 ; KANTI B et SYED I, 2009) et les épices dans lesquels les concentrations peuvent
atteindre plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de fruits frais (MUROTA K et
al., 2004).

Les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique les plus répandus sont illustrés dans le

tableau suivant :

Tableau 111 : Principaux acides hydroxybenzoiques (SARNI-MANCHADO et CHEYNIER,
2006).

R2 R1 Acide benzoique H H H H
O Acide salicylique OH |H H H
R3
OH Acide p hydroxy- H H OH |H
benzoique
R4 : :
Acide gallique H OH |OH |OH
Acide protocatéchuique H OH |[OH |H
11.2.1.1.2.Dérivés de I’acide hydroxycinnamique (C6-C3)

Ces composés ont une distribution tres large. Rarement libres, ils sont souvent estérifiés (avec

le glucose, 1’acide quinique, 1’acide tartrique...) (AFANASEV 1.B et al., 1989) et peuvent
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également étre amidifiés ou combines avec des sucres (O-acylglucosides, Oarylglucosides) ou
des polyols tels que 1’acide quinique (THOMPSEN J. C et MOTTOLA H. A,1984;
PASCALE et VERONIQUE,2006). Les molécules de base de la série hydroxycinnamique
sont I’acide p-coumarique et ses isomeres (acide o- et m-coumarique), acide caféique,
férulique et sinapique (PANDEY et RIZVI, 2009).

Tableau 1V : Les principaux acide hydroxycinamiques (SARNI-MANCHADO et
CHEYNIER, 2006).

0 Acide Cinnamique (non | H H H H
phénolique)
Acide P-coumarique H H OH H
\ OH Acide o-coumarique OH H H H
Acide m-coumarique H OH | H H
Acide caféique H OH | OH H
Acide férulique OCH3 |OH | H H
Acide sinapique OCH3 |OH | OCH3 | H
Acide quinique OH OH | H H
(AcideChlorogénique)

L'acide caféique est le principal représentant de cette catégorie. Il est présent dans de
nombreux végétaux (graine de café, tomate, olive, pomme), en particulier dans les fruits. Il
représente 75 a 100% de la teneur totale en acides hydroxycinnamiques de la majorité des
fruits, principalement sous forme d'ester de I'acide quinique (acide chlorogénique) (MUROTA
Ket al., 2004). Une fois a maturation, la concentration de cet acide dans la peau des fruits
diminue, mais plus le fruit grossit, plus la quantité totale augmente (MANACH C et al.,
2004). L'acide chlorogénique est présent en tres forte concentration dans la pomme (430
mg/kg) (NEGRE-SALVAYRE A et al., 1991). Et dans le café, une seule tasse peut en
contenir de 70 a 350 mg (MUROTA K et al., 2004).L’acide feruliquese trouve quant a lui
dans les graines de ceréales (surtout le blé), principalement dans leurs sons. Donc plus la

farine est raffinée, moins elle contient de polyphénols (MANACH C et al., 2004). Sources

16



Chapitre 11

Composés phénoliques et activités biologiques

alimentaires majeures d’acides hydroxycinnamiques. (Café, Myrtille, Kiwi, Prune, Aubergine,

Farine de blé, Farine de mais).

L

HO
OH

H{_:H

Figure 7: L’acide caféique
(BRUNTENON, 2009).

Figure 8 : L'acide chlorogénique
(BRUNTENON, 2009) .

OH

HO

Figure 9 : L’acide férulique (SARNI-
MANCHADOet CHEYNIER, 2006).

H,CO on

HO
OCH,

Figure 10 : L’acide sinapique.

(SARNI-MANCHADO et CHEYNIER,
2006).

11.2.1.2.Stilbenes

Les stilbénes représentent une famille qui

possede la structure C6-C2-C6 comme les

flavonoides, de molécules dont un motif structural. A 1’état monomeérique ou polymérique, est

constitué¢ d’un groupe diphényléthyléne cis ou trans. Ils sont généralement isolés des plantes

sous formes hydroxylés (monomeéres et oligomeres de resvératrol), méthylés (pterostilbéne,

...), esterifiés, glycosylés (picéides, ...) ou méme prenylés (chiricanines).

Figure 11 : Les stilbénes (BRUNETON, 2008).
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Leur solubilité est négligeable dans I’eau et accrue dans la plupart des solvants organiques.
Parmi ces composés on trouve le resvératrol(3,5,4’-trihydroxystilbene), qui est un
anticancéreux présent dans certaines plantes médicinales. Le resvératrol a été identifié pour la
lére fois en 1940 dans le rhizome de la vératre blanc (TAKAOKA M.J, 1940), est le
précurseur des stilbenes caractérisés, comme des phytoalexines de la vigne, par
LANGCAKEet PRYCE (LANGCAKE P et PRYCE R.J,1977). L’exemple le trans-resvératrol
(AHMADU A et al., 2003 ; FLEURIET A et al., 2005).

OH

OH

Figure 12 : Trans-resvératrol (AHMADU A et al., 2003).

Les stilbenes ont déja été identifiés dans la plupart des parties de la plante : fruits
(BAVARESCO L et al.,2002), ecorce (ITO J. et NIWA M,1996 ; ITO J et al.,1998), feuilles.
Il se trouvent en petites quantités dans I’alimentation humaine, présents surtout dans le raisin
avec le resvératrol (MANACH C et al., 2004), par extension, le vin en contient également
(KARAM J et al.,2018), mais aussi dans le soja et les arachides. Ce sont des phytoalexines,
composés produits par les plantes en réponse a 1’attaque par les microbes pathogenes
fongique, bactériens et viraux. Dans la plupart des articles concernant les stilbénes
caractérisés dans la nature. Ces molécules sont trés fortement associées a la résistance des
plantes qui les produisent contre diverses maladies ou stress environnementaux. En 1993,
HAIN et al., publient dans "Nature" le premier rapport, traitant de 1’acquisition d’une
résistance plus efficace contre Botrytis cinerea de plants de tabac transgéniques, auxquels ils
ont ajouté des genes de STS isolés de la vigne (HAIN R et al.,1993).
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Tableau v : Structure genérale des stilbénes (BRUNETON, 2008).

H | H H Acide cinnamique Pinosylvine
H | H OH | Acide p-coumarique Resvératrol
OH| H OH Acide 2°,4°- hydroxyresvératrol
dihydroxycinnamique
H |OH| OH Acide cafféique Picéatannol
H | OH | OCH3 | Acide isoférulique Rhapontagénine

11.2.1.3Les lignanes et les lignines

Les monolignols sont les dérivés de ’acide cinnamique, ils servent de précurseurs
pour les composés de types phénylpropanoides tels que les lignanes et les lignines. Les
lignanes répondent a une représentation structurale de type (C6-C3)2 ; I’'unité (C6 - C3) est
considérée comme un propylbenzene. Les plantes les élaborent par dimérisation oxydante de
deux unités d’alcool coniférique. Quand cette dimérisation implique une liaison oxydante par
les C- 8 des chaines latérales propényles de deux unités d’alcool coniférique liées, formant la
liaison (C8-C8), les métabolites résultants portent le nom de lignane. Le terme néolignane est
employé pour définir tous les autres types de liaison. Lorsqu’il n’y a pas de liaison directe (C-
C) entre les unités (C6-C3) mais liés par un atome d’oxygeéne d’éther, le composé est appelé
oxynéolignane. Il existe d’autres types de lignanes tels que les sesquinéolignanes (ayant trois
unités (C6-C3)) et les dinéolignanes (contenant quatre unités de (C6-C3) (STALIKAS C. D,
2007). Les lignanes ont une large distribution botanique, plusieurs centaines de composés ont
été isolés dans environ soixante-dix familles, se trouvent essentiellement dans les graines
d’oléagineux (FLEURIET A et al., 2005). Les lignanesmatairesinol(ONWUKAEMEN N.D,
2006), secoisolariciresinol et d’autres auraient été détectés dans le vin rouge obtenus a partir
des raisins des vignes appartenant a la famille des Vitacées mais le néolignamesbiphényles
sont isolés de Magnolia officinalis (NURMI T et al., 2003) et les oxynéolignanes, de
Burseratonkinensis de la famille des Burcéracées (FUKUYAMA Y et al., 1996). La source
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majeure de lignanes dans notre alimentation est la graine de lin, qui est 1000 fois plus
concentrée que toutes les autres sources, comme les algues, les légumineuses (lentilles), les

ceréales (blé) et les Iégumes (asperges, carottes) (MANACH C et al., 2004).

Les lignines constituent une classe importante de produits naturels dans le régne végétal et
seraient formées par polymeérisation oxydative de monolignols (monomeéres) qui sont les

alcools p-coumarique, coniférigue et sinapique (JUTIVIBOONSUK A etal., 2005).

CH3 O HO

Figure 13: les lignanes Figure 14 : les lignines (GHERRAS, 2009).
(PETERSON et al., 2010).

HC
\
CH, 0
/
0
HO

Figure 15 : Matairesinol (ONWUKAEMEN N.D, 2006).

11.2.1.4 Coumarines :

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés de structure C6-C3, ayant comme
structure de base le benzo-2-pyrone (IWUEKE A.V et NWODO O. F.C, 2008). lls ont été
isolés pour la premiére fois par Vogel en 1820 dans le Coumarounaodorata. Aujourd hui, pres
de 1000 composes coumariniques sont isolés dans plus de 800 espéces de plantes et dans les
microorganismes. Du point de vue structural, ils sont classés en coumarines simples
(ONWUKAEMA D. N et UDOH F., 1999 ; EL-MAHMOOD A.M et al., 2008) avec des

substituants sur le cycle du benzene, les furanocoumarines (FANE S, 2003), les
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pyranocoumarines (ONWUKAEMA D, N and UDOH F, 1999), les coumarines substituées en
position 3 et/ou 4. Le dernier groupe serait celui des diméres (SAKAGAMI H et al., 2005).

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels et donnent une
odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. A 1’exception des algues,
ces composés sont les constituants caractéristiques du régne végétal chlorophyllien. Les
familles les plus riches en coumarines sont : les Légumineuses, Rutacées, Apiécées, les
Astéracées, les Fabacées, les Rosacées, les Rubiacées, les Solanacées et Thymeleacées. Elles
se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les fruits et les huiles
essentielles des graines (GUIGNARD ,1998 ; DEINA et al., 2003 ; BOOTH et al., 2004).

Les coumarines sont des substances phénoliques synthétisées a partir de la fusion des
noyaux benzénes et a- pyrone (O’KENNEDY et THOMES, 1997). Elle se trouve dans la
nature soit a 1’état libre ou bien combiné avec des sucres, les coumarines libres sont solubles
dans les alcools et dans les solvants organiques ou les solvants chlorés alors que les formes
hétérosidiques sont plus ou moins solubles dans I’eau (BRUNETON, 1999). Les coumarines
ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur concentration et aussi
selon I’espéce. Dans la cellule végétale elles sont principalement présentes sous forme
glycosylée (HOFMANN, 2003), Cette glycosylation est une forme de stockage permettant
d’éviter les effets toxiques de ces molécules. Elles sont considérées comme des phytoalexines,
c'est-a-dire des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une
infection causée par des champignons ou par des bactéries. Les coumarines peuvent
également se trouver dans le régne animal (les glandes a sécrétion odoriférante du castor) et
chez certains microorganismes (HOFMANN, 2003).

R6._ 2 !
AN
R7 O~ ~o
R8

Figure 16 : Structure de base de Coumarine (WANG et MAZZA, 2002).
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11.2.2.Les flavonoides

Les flavonoides furent découverts en1936 par le Hongrois Szent-Gyorgyidans le

zeste de citron. C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques.

Les flavonoides présentent une large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols avec 6000 composés, c’est le groupe le plus présentatif des
composés phénoliques. lls présentent un squelette de base de quinze atomes de carbones C15
(C6-C3-C6) ou la structure de base commune a ce groupe de phénols, est le diphenylpropane
(YAO etal., 2004). Les flavonoides sont caractérisés par la présence de 2 cycles aromatiques
A et B liés par une chaine de 3 carbones formant un hétérocycle oxygéne que désigne le cycle
C (figure 17).

Ces molécules ont des structures chimiques variées et des caractéristiques
propres. (TSIMOGIANNINS et OREOPOULUS, 2006). lls sont considérés comme des
pigments quasi universels des végétaux qui peuvent participer dans le processus
photosynthétique(MUKOHATA et al., 1978). Ils sont responsables de la pigmentation jaune,
orange et rouge de différents organes de la plante ; dans la régulation des génes et dans le
métabolisme et la croissance (HAVSTEEN, 2002). La plupart des flavonoides sont glycosylés
ce qui leurs confére un caractere plus hydrosoluble (CROZIER et al., 2009).

Figure 17: Structure de base des flavonoides (ABEDINI, 2013).
11.2.2.1 Classification des flavonoides

Les flavonoides sont subdivisés en plusieurs sous-classesen fonction du degré
d’oxydation du noyeaupyranique central, du nombre et de la nature des substitutions
(groupements, hydroxyles, methoxyles, ...), mais aussi de la position de la liaison entre le

noyau B et I’hétérocycle C (position 2ou 3).
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Tableau VI : Principales sous-classes des flavonoides (LEOPOLDINI et al., 2011).

Sous-Classes des Caractéristiques Exemple Source
flavonoides alimentaire
Les favan-3-ols Catéchine, Thé vert, thé
i . ¥ constituent la principale epicatéchine, noir,
dvane F e
R ,-JI f ‘ sous-classe des flavanes. ) o pomme, vin
0 ¥y ) epigallocatéchine.
rl “ r "_.# 2 Ces structures varient des rouge.
0 A3 monomeéres simples
5 4
catéchines & des structures
polymériques comme les
anthocyanidines.
Si la position 4 du Eriodictyol, Agrumes,
Flavanone : flavane porte un naringénine, citron,
7 carbonyle, la molécule est hespéritine.
g ‘ ) Pamplemou
§ ) appeléeflavanone.
, 0 J sse, orange.
) i
Al La molécule est trés
. J
i : /"\ réactive et subit des
| . :
0 y, réactions d’hydroxylation,
de glycosylation et d’O-
méthylation.
Fl 10e Caractérisé par une Pomme,
& liaison de type C2-C3 dans o celerti,
=] A
- Epigenine )
i~ - le squelette d’un flavanone graines de
i O . . . A .
B a 1“‘ ) | estinsaturé, le composé Lutéolline céréales,
' 7 [43\ 7 | estnommé flavone. _ herbes
l A ‘ c(]l | Chrysine.

—

Ce sont des substances de
couleur jaunatre

d’habitude n’existe pas

aromatiques
(persil,
romarin,

thym).
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sous forme de glucide.

La molécule est appelée Kaempférol Pellicule des
flavonol quand la o raisins.
o . Quercetine
substitution en position 3 )
o Feuille des
par un groupement Myricétine. _
vignes.
hydroxyle et d’une double
liaison C2-C3. Oignons
Ce sont des pigments Poireau,
jaunes. pomme,
capres,
brocoli
Les anthocyanidines se Pélargonidine Framboise
iji
A]]lhll]mnl[llﬂf caractérisent par la - _
i A Cyanidine Fraise
P présence d’un atome
/-\ B d’oxygéne chargé au Malvidine Cassis
| .
N0 A £ niveau du cycle central C. _
. \/ Myrtille

IIs sont impliqués dans la
protection des plantes
contre la lumiere excessive
et jouent un réle dans
I’attraction des insectes

pollinisateurs.
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" Si une liaison en position 3 Genisteine. Soja

1.4, 0, [soflavane a lieu c’est I’Isoflavane qui o
: |12 Daidzeine.

) L~

, se caracterise par une
ﬁ | f i i
VINA

liaison du cycle B en

| position 3. Par sa structure,
2 se composé imite

| I’hormone stéroidale

« oestradiol » qui bloque

I’ovulation.

11.2.3 Les Tannins

C’est un vaste ensemble hétérogéne de substances naturelles polyphénoliques
d’origine végétale, historiquement exploité pour le tonnage des peaux des animaux
(transformation de la peau en cuir). Cette transformation résulte de 1’établissement de liaison
entre le collagéne, la principale protéine constituée de la peau, et les tannins présentent dans
les végétaux. Les tannins sont des substances de saveur astringente, de masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000 Dalton (acide gallique esters) et jusqu’a 20.000 Dalton
(proanthocyanidines) (ROUX et CATIER, 2007). Soluble dans 1’eau et capable a se combiner
aux protéines et a d’autres polymeres organiques tel que des fluides des acides nucléaires, la
gélatine, des polysaccharides et des alcaloides, pour former avec eux des complexes stables
(HASLAM, 1996 ; COWAN, 1999). Sont trés répondus dans tous les organes de la plante
(I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines) (SCALBERT, 1991) ; mais on note une
accumulation plus particulierement dans les tissus les plus &gés ou dans les tissus atteints
d’une pathologie parasitaire.

Les tannins sont produits dans la quasi-totalité¢ de la plante des rhizomes, jusqu’aux fruits en

passant par les poils, les tiges, les troncs, les écorces et les fruits.

On distingue sur le plan structural et I’organe biogénétique deux groupes de tannins :

11.2.3.1 Les tannins hydrolysables

Ils sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’'un nombre variable d’acide

phenol. La molécule du sucre est le plus souvent le D-galactose et I’acide phénol est soit
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I’acide gallique dans le cas des gallo tannins soit 1’acide ellagiques dans le cas des tannins
classiquement dénommes ellagitannins (BRUNETON, 1993 ; COWAN, 1999).

IIs se caractérisent par le fait qu’ils peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique (alcaline
ou acide) ou enzymatique, pour donner une partie phénolique (acide gallique ou acide
ellagique) et une partic non phénolique (souvent le glucose ou I’acide quinique). (HDWIN,
1996). lls se trouvent genéralement dans les jeunes feuilles des arbres et des arbustes. Parmi

les fruits riches en tannins on trouve : les fraises, les grenades, les framboises et les noix.

Figure 18 : Structure d’un tanin hydrolysable (ARBENZ et al., 2015)

11.2.3.2 Tannins condensés
Les tannins condensés également nommeés proanthoganidines ou encore tannins catéchiques.
IIs se different fondamentalement des tannins hydrolysables par le fait qu’ils ne possedent pas
de sucre dans leur molécule et structure voisine des flavonoides. Ce sont des dimeres, des
oligomeres ou des polymeres flavonoides. Ces polymeresflaviniques constitués d’unité de
flavon-3-ols liés entre eux par des liaison carbone-carbone (BRUNETON, 1999).

Y’a des tannins qui ont jusqu’a 23.900 g.mol™ de poids moléculaire. Ils sont résistants &
I’hydrolyse enzymatique, seuls les attaques chimiques fortes sont capables de les dégrader

(KHANBABEE et al., 2001).
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Figure 19: Structure d’un tanin condensé¢ (ROPIAK et al., 2017).

11.2.4. Les quinones

Les quinones sont des noyaux aromatiques, des composés oxygénés avec deux
substitutions cétones. Elles sont caractérisées par un motif 1,4-dicéto cylohexa-2,5-diénique
(para-quinones) ou, éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5-diénique (ortho-
quinones). Ce sont des substances colorées et brillantes, en général rouges, jaunes ou oranges
et possédant deux fonctions cétones. Elles sont responsables de la réaction de brunissement
dans les fruits et végétaux coupés ou lésés. En plus de fournir une source de radicaux libres
stables, les quinones sont connues pour se complexer de maniere irréversible avec les
nucléophiles des acides aminés dans les protéines. Par conséquent, les quinones inactivent les
protéines et alterent leur fonction (ARIF et al., 2009). Elles sont ubiquitaires dans la nature,
principalement dans le régne végétal, mais aussi chez les champignons et les bactéries et sont
fortement réactives. Les organismes animaux contiennent également des quinones, comme
par exemple la vitamine K qui est impliquée dans la coagulation du sang. Les quinones sont

utilisées dans les colorants, les médicaments et dans les fongicides (KANSOLE, 2009).
O

O

Figure 20 : Structure d’une molécule de quinone (COWAN, 1999).

27



Chapitre 11 Composés phénoliques et activités biologiques

11.2.5 Alcools phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool
aliphatique et un hydroxyle phénolique. Le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et
hydroxytyrosol (3,4 dihydroxyphenylethanol) (Figure.) sont les principales molécules de cette
classe. Ces composés sont trés abondants dans 1’olive (fruit et feuille), libres ou associés a

I’acide ¢lénolique(MORIDANI M.Y et al., 2003 ; FUKUZAWA K et al.,2005).

OH OH

HO

HO OH

Tyrosol Hydroxytyrosol

Figure 21 : Structures de I’hydroxytyrosol et du tyrosol (LU Q.h et al., 2008).

Tableau VII : Principales classes des composésphénoliques (BRUNETON, 1999 ;
HENNEBELLE, 2006).

6 C6 Phénols simples Cathécol, Busserole
hydroquinone
7 C6-C1 Acides phénols Ac. Gallique, Ac. Avrtichaut Saule
Benzoiques Salysalique, vaniline
8 C6-C2 Acétophénones 3-acétyl6- Saule
méthoxybenzaldehyde
9 C6-C3 Acides phénols Ac. Coumarique Romarin
Cinnamiques Ac. Caféique Marronnier d’inde
10 C6-C4 Naphtoquinones Shikonine Drosera spp.
13 C6-C1-C6 | Xanthones Bellidifoline, Racine de
mangoctine gentiane,
Centaurée
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14 C6-C2-C6 | Stilbénes Hydrangénol, Raisin, pin
Pinosylvine
15 C6-C3-C6 | Flavonoides Quercétine, Roténoide | Ginkgo Thym
Isoflavonoides camomille

18 (C6-C3)2 Lignanes Matairésinol Chardon

30 (C6-C3- Bi flavonoides Amentoflavone, CarciniaHypeicum
C6)2 Hinokiflavone

N (C6-C3-C6) | Tanins condensés Aesculitanins Marronnier
n (proanthocyanidols) d’inde, vigne

11.3 Biosynthese des polyphénols

La plupart des composés phénoliques sont formeés a partir de deux acides aminés
aromatiques : Tyrosine et phénylalanine. Ces acides aminés sont formés de fagon variable
suivant les végétaux, a partir de la voie de I’acide shikimique.et la voix de I’acétate
(MACHIEX et al., 2005).

La biosynthése des polyphénols se fait par deux grandes voies métaboliques :

11.3.1 Voie du shikimate

C’est une voie majeure dans la biogenese des molécules phénoliques propres aux
végétaux et aux microorganismes. Cette voie shikimate conduit a la formation des oses aux
acides aminés aromatiques tels que la tyrosine et la phénylalanine, qui sont des intermédiaires
entre I’acide shikimique et I’acide cinnamique, puis par désamination de ces derniers aux
acides  cinnamiques, acide  phénolique, flavonoides,  coumarines, alcaloides
...etc(BRUNETON, 1993 ; DEWICK, 1995 ; GHASEMZADEH et al., 2011).

I1.3.2 Voie de I’acetate / Mélonate

La glycolyse et la B-oxydation forment la principale voie de synthése de I’acetyl-
CoA donnant le mélonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines
polycétoniques, obtenues par condensation répétés d’unités « acétate » qui se fait par la

carboxylation de 1’acetyl-CoA. Cette réaction est catalysée par 1’enzyme acetyl-CoA
carboxylasé (AKROUM, 2010).
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Figure 22 : schéma représentatif des voies de biosynthése des polyphénols (CHAOUCHE,
2014)

11.4 Activités biologiques des composés phénoliques

11.4.1 Chez les végétaux

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans :

e Certains aspects de la physiologie de la plante (lignification, régulation de la
croissance et contr6le du développement des plantes en interagissant avec les diverses
hormones végétales de croissance).

e Interactions moléculaires avec certains microorganismes symbiotiques ou parasites

(les bacteries, les champignons...), ou physique (relations avec résistance aux UV); soit
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directement dans la nature soit lors de la conservation aprés récolte de certains
végetaux.

e Les criteres de qualité (couleur, astringence, amertume, qualités nutritionnelles... qui
orientent les choix de I'nomme dans sa consommation des organes végétaux (fruits,
légumes, tubercules...) et des produits qui en dérivent par la transformation.

e Les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des traitements
technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées...) pendant
lesquels apparaissent fréqguemment des brunissements enzymatiques qui modifient la
qualité du produit fini.

e Les pigments non azotés sont impliqués dans le processus de pollinisation : ils attirent
I’attention des insectes pollinisateurs, ou servent au contraire a dessiner les formes pour

éloigner les prédateurs.

11.4.2 Chez I’étre humain

De nombreux composés phénoliques sont de plus en plus utilisé en thérapeutique
(CROZIER et al., 2006). Ces molécules sont décrites dans la littérature scientifigue comme
des agents capables d’inhiber de nombreux facteurs impliqués dans la genése de diverses
maladies.

o Activité antioxydante

1. Les oxydants

Certaines recherches scientifiques récentes ont mis en évidence 1’existence de facteurs
communs responsables aussi bien du vieillissement que des maladies liées au stress oxydatif.
Ces diverses maladies auraient, entre autres, la méme composante qui permet au bois de
bruler, a I’huile de rancir, a ’aliment d’altérer et au fer de rouiller. L’un des principaux
acteurs de tout cela est 1’oxydation de I’oxygene (LE CREN,2004).
L’oxydation représente un processus indispensable dans le métabolisme des cellules aérobies
de I’organisme. Quand la production de I’oxygene n’est pas contrélée, y a formation des

especes réactive de I’oxygene (ERO).

2. Les espéces réactives de ’oxygéne
Quand la cellule utilise de I’oxygene, il se passe, un grand nombre de réaction

d’oxydation.
Le résultat est la production de 1’énergie, est aussi de différents sous -produits appelées
especes réactive d’oxygéne « ERO » (POKORNY et HALL, 2001).
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L’appellation « dérivés réactifs de I’oxygeéne » n’est pas restrictive. A I’inclut les
radicaux libres de I’oxygéne proprement dit, radical superoxyde (O,) radical hydroxyl (OH)
monoxyde de 1’azote (NO) etc..., mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non
radicalaires dont la toxicité est moins importante telles que le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et
le peroxynitrite (ONOO) (NOVELLY, 1997 ; LARCIER, 2006).

Tableau VIII : Quelques exemples d’espéces réactives de 1’oxygene.

C’est le radical le moins réactif des ERO et le plus

Anion Oy fréquemment produit dans 1’organisme
Superoxyde (SCHEIBMEIRETAL, 2005).11 est également le
précurseur de tous les autres ERO(KOECHLIN-
RAMONATXO.C, 2006).

Considéré comme 1’espéce radicalaire la plus réactive
Le radical de ’oxygene vis-a-vis des structures organiques qui
Hydroxyle OH’ joue un role initial dans 1’auto-oxydation lipidique
(BARTOSZ, 2003)et le plus dangereux pour
I’organisme (GARDES-ALBERT M, 2003).

C’est une molécule non radicalaire. La majeure partie

Le peroxyde H,0, de sa toxicité provient de sa capacité de générer le
d’hydrogene radical (OH") hautement réactif en présence des
métaux de transition ( WARDMAN et CANDEIAS,
1996).
Monoxyde Le NO est un radical libre qui est surtout réputé pour
D’azote NO ses propriétés physiologiques qui agit sur le tonus

vasculaire (BAROUKI.R, 2006).

3 Les radicaux libres
Selon AFONSON et al., 2007, un radical libre désigne une entité chimique, atomes au

molécules, possédant un ou plusieurs électrons non appariés sur leurs orbital externe. Ce
déséquilibre n’est que transitoire et est comblé, soit par 1’acceptation d’un ¢électron, soit par le
transfert de cet électron libre sur une autre molécule. La présence de ces radicaux libres

confére a la molécule une grande instabilité. En essayant de retrouver leurs stabilités par
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I’appariement des électrons en les captant d’une molécule plus stable, elles peuvent entrainer

des lésions au sein des cellules et des tissus (FILAIRE et TOMI, 2012).

4 Le stress oxydant et les dégats cellulaires
L’organisme est équipé pour lutter contre les « ERO » par un énorme systeme de

défense anti oxydant. Cependant, ce systeme de défense parfois dépasse, surtout quand les
agressions sont multipliées sous ’effet des attaques des radicaux libres sur divers biomolécule
principalement les protéines, les lipides et I’ADN, ayant finalement comme conséquence la
dégradation est la mort cellulaire. Ces dégats causes par un déséquilibre de la balance oxydant
/anti oxydant est appelé « le stress oxydatif » (LECREN, 2004 ; MOON J K etSHIBAMBO T,
2009).

Le stress oxydant a été décrit réellement comme un facteur étiologique crucial
impliqué dans I’augmentation des risques de plus de 30 processus de déférentes maladies
(ARUOMA, 1998). Parmi ces pathologies : diabéte, cancer, les maladies cardiovasculaires et

déficient cardiaque. Les maladies neuro-dégénératives comme le Parkinson et 1’ Alzheimer.

Les cedémes est vieillissement prématuré de la peau (GEORGETTI et al., 2003 ; ALI
etal., 2008 ; UTTARA B et al., 2009).

O ©ONQO Alimsntation Cifense snaymatique
“OH H.O, vitamees C of £, carotiroiden PAladhon percvydose. Cataiase

pohohdron Woartey3e Senine

RADICAUX LIBRES

mala3es mMaloSws
vieilissement NOUrOSSOENratNes  CATORVMLASTOS

Figure 23 : Stress oxydant et conséquences (BONNET et al., 2010)
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De ce fait, les scientifiques s’intéressent récemment aux antioxydants normaux (Non
toxique) particulierement ceux du régne végétal ayant en plus d’un systeme de défense a
enzymatique, un systéme non enzymatique de régénération tel que 1’acide ascorbique et les

polyphénols qui sont des composes anti oxydant exclusivement vegétaux.

Les polyphénols sont probablement les composés naturels les plus répandus dans la
nature et de ce fait, sont des €léments qui font partic de I’alimentation animale. A ce titre
d’exemple, I’homme consomme jusqu’a 10 g de ces composés par jour. Contrairement aux
antioxydants synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluene
(BHT), les polyphénols n’ont aucun effet nuisible sur la sant¢é humaine (BOUNATIROU et
al., 2007).

Le rble des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes
(inhibiteurs d’enzymes) (BRUNETON, 1999),et de leurs propriétés antioxydantes.
Spécifiqguement, on attribue aux flavonoides des propriétés variées : veinotonique,
antitumorale,  anti-radicalaire,  anti-inflammatoire,  analgésique,  antispasmodique,
antibactérienne, hépatoprotectrice, estrogénique et/ ou anti-estrogénique, anti-carcinogenes,
antiathérogéenes, anti-thrombotiques, analgésiques, antiviraux, anticancéreux (BABAR ALl et
al.,2007), anti-allergénes, vasodilatateurs (FALLEH et al., 2008) et antioxydants (GOMEZ-
CARAVACAEet al., 20086).

5 Activité antioxydante

Parmi les activités biologiques des plantes médicinales, une grande attention s’est portée
sur I’activité anti oxydante en raison du role qu’elle joue dans la prévention des maladies dus
au stress oxydatif (MEDDOUR, 2001).

D’aprés BOYD et al., 2003 ; un antioxydant est défini comme étant toute molécule, a
concentration relativement faible, capable d’entrer en compétition avec d’autres substrats
oxydables retardant ou inhibant les réactions en chaines de production des radicaux libres et
limitant ainsi leurs actions. Cette propriété est souvent exprimée dans nombreuses familles de
polyphénols (POPOVICI, 2009).

Certains antioxydants sont synthétisés par le corps comme les enzymes, d’autres
proviennent de I’alimentation qui a une plus grande hétérogénéité comme les vitamines, les
minéraux est les métabolites secondaires (composé phénoliques). D’autres sont a la fois

synthétisé par 1’organisme et apportés par I’alimentation.
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Amioaxryd am §

Figure 24 : Les différents types d’antioxydants (DURAND et COLL, 2013).
Selon MARTIN et al., 2015, les antioxydants doivent :

e Etre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux lires

e Interagir avec d’autres antioxydants, et dans la mesure du possible, les régénérer.

e Etre rapidement absorbé.

e Avoir une concentration qualifiée de « physiologique » dans les tissus et les fluides.

e Etre efficace en milieu aqueux et/ ou dans le milieu membranaire.

6 Les mécanismes d’action des antioxydants

» Piégeage des radicaux libres

Les composés phénoliques sont des piégeurs efficaces des radicaux libres du fait que leur
potentiel redox est faible (ZHANG et JI, 2006).Ainsi les flavonoides préviennent la
peroxydation lipidique et protégent les membranes cellulaires (HAVSTEEN, 2002).Cette
propriété est conférée par la structure idéale des polyphénols pour le piégeage des radicaux

libres, parce qu’ils possédent :
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e Des groupes phénoliques hydroxyles qui sont susceptibles de donner un atome
d’hydrogene ou un électron au radical libre.

e Un systéme aromatique stabilisé par la résonnance (DAl et MUMPER, 2010).

> Chélation des ions métalliques

Malgré que certains métaux soient indispensables a certaines fonctions physiologiques tels
que le cuivre et le fer, restent d’importants sources d’effets nocifs du stress oxydant en
stimulant la production des radicaux hydroxyles par la réduction du peroxyde d’hydrogene
selon les réactions de Fenton et Haber Weiss qui sont impliqués dans 1’oxydation des
biomolécules cellulaires comme 1’ ADN, les lipides et les protéines(TIWARI, 2001).
Les polyphénols en chélatant les ions métalliques, les inhibent en empéchant leurs interactions
avec les intermédiaires lipidiques (VIRGILI et al., 2001 ; LEE et al., 2004).C’est ainsi que la
chélation des ions métalliques diminue I’effet pro-oxydant des ions et augmente 1’énergie

d’activation des réactions d’initiation bloquant ainsi les réactions radicalaires

d’oxydation(BERSET et CUVELIER, 1995).

> Inhibition enzymatique

Les composés phénoliques sont considérés comme des antioxydants enzymatiques qui
affectent de nombreux systemes enzymatiques impliqués dans le stress oxydant. En formant
des complexes protéines-polyphénols, les polyphénols réussissent 1’inhibition de plusieurs
enzymes particulierement ceux responsable de la production des ERO. L’exemple le plus
connu est celui de I’inhibition de la xanthine oxydase qui est une source biologique
importante du radical superoxyde par certains flavonoides (NIJVELDT et al., 2001 ; DA
SILVA et al., 2004).

e Activités antimicrobiennes

Dés la naissance, I'hnomme se trouve en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéo-muqueux. Pour résister a ces micro-
organismes de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut schématiquement en distinguer 3
groupes : les barriéres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et
I'immunité acquise (Kaufmann, 1997).La thérapeutique des infections antimicrobiennes
notamment bactériennes se base principalement sur I’usage des antibiotiques.
La prescription a grande échelle et parfois inappropriée de ces agents peut entrainer la

sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance d’orienter les recherches vers la
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découverte de nouvelles voies qui constituent une source d’inspiration de nouveaux
médicaments a base des plantes (BILLING et SHERMAN,1998), et autres préparations

phytochimiques, on parle ici des polyphénols.

De nombreuses études expérimentales in vitro et in vivo suggérent que les polyphénols
sont des molécules d'intérét avec des spectres d'activités variables (DJENADI, 2011), en
raison de leurs nombreuses propriétés, responsables des bienfaits pour la santé et pourraient

prévenir de nombreuses pathologies.

s Activité antibactérienne

Les mécanismes par lesquels les extraits végétaux exercent leur activité antimicrobienne
ne sont pas clairs. Certains auteurs supposent que les biomolécules présentes dans ces extraits
tels que les polyphénols et plus particulierement les flavonoides agissent sur la membrane
cytoplasmique ou la paroi cellulaire bactérienne, causant des dommages structurels et
fonctionnels (DIXON et al., 2005 ; KOSALEC et al., 2005 ; SCAZZOCCHIO et al., 2006 ;
HEINONEN, 2007).
En réalité, D’effet antibactérien des polyphénols ne se limite pas aux seuls effets de
perturbation de la membrane cytoplasmique ou la dégradation de la paroi bactérienne.
Multiples sont les modes d'actions mis en ceuvre, tels que l'inhibition des enzymes
extracellulaires microbiennes, la séquestration de substrat nécessaire a la croissance
microbienne ou la chélation de métaux tels que le fer, I’inhibition du métabolisme microbien
et I'influence sur la synthése de I'ADN et de I'ARN, des protéines et des lipides (MILANE,
2004 ; PIEBOJI, 2007 ; ZHANG et al., 2009 ; LUIS et al., 2014).

L’influence sur la synthése de I’ADN des polyphénols particulicrement de la
quercétine est attribuée a l'inhibition de I'ADN gyrase. Concrétement, la quercétine se lie a la
sous-unité GyrB de I'ADN gyrase et inhibe son activité ATPase (PLAPER et al, 2003).

Les polyphénols semblent avoir une plus grande activité contre les bactéries Gram-
positives par rapport aux Gram-négatives en raison du role de barriere que joue le

lipopolysaccharide chez ces dernieres (IKIGAI et al., 1993).

Ainsi, le retrochalcone C (4,4’-dihydrocy-2’-methoxy-3’-prenyl) est actif contre
Staphylococcus aureus avec une concentration inhibitrice minimale de croissance (CMI) de
6,25 ug /ml (HARAGUCHI et al., 1998). Aussi, le constituant 5,7-dihydroxy-3,8-dimethoxy
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flavone a une CMI de 50 pg/ml contre staphylococcus epidermis(INIESTA-SUNMARTTIN
et al., 1990). De nouveau, la substance 5,7,2’,6’-tetrahydroxy-6-prenyl-8-lavandulyl-4’-
methoxy-flavanone inhibe complétement la croissance de S. aureus a des concentrations entre
1,56 et 6,25 pg/ml (IINUMA et al.,1994). Le susdit flavanone est particulierement actif contre
les souches de S. aureus résistants aux antibiotiques et pourrait avoir la valeur de traiter des
patients, qui prend involontairement cette infection pendant qu’a 1’hopital (HARBORNE et
WILIAMS, 2000).

Les études du pouvoir inhibiteur des flavonoides sur la croissance bactérienne ont
démontré que de nombreux composés flavoniques (apigenine, kaempferol et d’autres) sont
doués d’un effet important sur différentes souches bactériennes (ULANOWSKA et al., 2007 ;
HARIKRISHNA et al., 2004) :

- Les acides phénoliques ont des propriétés antibactériennes (BRUNETON, 1999), par
exemple les acides caféiques, p-hydroxybenzoiques, vanilliques et p-coumariques,
protocatéchiques,  empéchent la  croissance  de Escherichiacoli et
Klebsiellapneumoniae. Les acides vanilliques et caféiques inhibent la croissance et la
production d’aflatoxine par Aspergillus flavus et Aspergillus
parasiticus(ABBOUYEN, 2014).

- Les coumarines Exercent plusieurs activités antimicrobiennes : inhibitions de la
croissance de Saccharomyces cerevisiae et de la germination des spores d'Aspergillus
niger(BENIDICTE et HOOPER, 1998).Pour Il'activité antibactérienne, on site que les
coumarines sont plus efficaces contre les bactéries Gram positifs (BENKIKI, 2006).

- Les tanins lls exercent une activité antibactérienne par interaction avec la membrane
cellulaire qui induit un changement morphologique de la bactérie, en inhibant I'activité
des protéases, des protéines de transport et des adhésines (COWAN, 1999).

- Il a éteé établi que I’oleuropéine, une des classes principales de polyphénols contenues
dans les feuilles, empéche ou retarde le taux de croissance d’une gamme de bactéries.

- L’oleuropéine et les produits de son hydrolyse sont capables d’inhiber le
développement et production de I’entérotoxine B par Staphylococcus aureus, le
développement de Salmonellaenteritidis, des spores de Bacillus cereus (BISIGNANO
et al.,,1999), de Klebsiella pneumoniae, et Escherichia coli (AZIZ et al.,1998).
Egalement actif dans la régulation de la flore gastrique par la réduction sélective de

Helicobacter pylori et Campylobac terjejuni (SUINA et al., 2009).
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s Activité antifongique

La majorité de flavonoides reconnus comme des agents constitutifs antifongiques aux
plantes sont les iso flavonoides, flavones ou flavanones. La présence d’un groupe phénolique
dans un flavonoide naturel pourrait étre s’attendre fournisse une activité antimicrobienne et
I’adjonction de plusieurs groupes phénoliques améliore cette activité. La mise a I’essai de
I’effet de différents flavonoides sur la croissance mycélienne dans le champignon Verticillium
alba-atrum, un pathogéne de plusieurs maladies sérieuses, a montré exactement que 1’opposé
était vrai. Les composés les plus inhibitrices étaient les structures parentales, flavone et
flavanone, qui étaient actifs a 1 et 5 ppm, respectivement (HARBORNE et WILLIAMS.,
2000). L’hydroxy flavonoide normal inhibe la croissance seulement dans les concentrations
au-dessus de 5 ppm et certains étaient ineffectifs méme a 200 ppm. En fait, le nombre
croissant de substituant hydroxyl, méthoxyl ou de glycosyl s’est ensuivi dans la perte

réguliére d’activité antifongique (PICMAN., 1995).

Les expériences avec d’autres compositions de champignons suggérent que V. albo-atrum
peut étre exceptionnel en sa réponse a la substitution hydroxy/methoxy dans la série de
flavonoide et il y a beaucoup d’exemples de flavonoides antifongiques avec un tel substituant
(HARBORNE et WILLIAMS., 2000).Par exemple, deux chalcones présent dans les feuilles
de Myrica cerrata (2’,4’-dihydroxy-6’-methoxy-3’,5’-dimethyl-chalcone) et le (2°,4’-
dihydroxy-6’-methoxy-5’-methylchalcone). De nouveau, deux nouveaux flavanes caractérisés
du carex, Mariscuspsilostaxhys (2S-4’-hydroxy-5,7,3’-trimethoxy-,4’-dihydroxy-7,3’-

dimethoxy flavan), sont aussi inhibiteurs sur C.cucumerinum(GARO et al.,1996).

Une flavanoneprénylée (5,7,4’- trihydroxy-8-méthyl-6-(3-méthyl-[2-butényl]) -(2S) -
flavanone) ainsi qu’une flavane (7- hydroxy-3’,4’-(methylénedioxy)-flavane sont actives
contre Candida albicans. Alors que plusieurs flavonespolyméthoxylées sont actives contre
Aspergillus flavus. Le groupe des ptérocarpanes regroupe de nombreux antifongiques. Il
semblerait que 1’activité des ptérocarpanes soit due a la configuration particuliére de ces
molécules (structure plane), de plus, la présence de substituants oxygénés en position 3 et 9
apparait comme essentielle a ’activité antifongique. Quel que soit la classe de flavonoides
considérée, il apparait que le caractere lipophile des composés augmente 1’activité, permettant
aux molécules de pénétrer plus facilement a travers la membrane fongique. De plus, la

présence d’une chaine isopréne apparait comme importante pour 1’activité antifongique...
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En raison de la capacité prouvée des flavonoides d'inhiber la germination des spores
pathogenes des plantes, on les a proposés pour l'application contre les microbes fongiques
pathogenes de I'nomme (HARBORNE et WILLIAMS, 2000).

% Activité antivirale

La génistéine, ainsi que d’autres flavonoides (quercétine, kaempférol, 5,6,7-
triméthoxyflavone, 3-méthylkaempférol) sont actifs in vitro sur plusieurs souches virales, que
ce soit des virus non-enveloppés (poliovirus, adénovirus) ou des virus enveloppés
(Retroviridae comme VIH, Flaviviridae, Herpes virus...). Le flavonoide le plus étudié est de
loin la génistéine, néanmoins les mécanismes d’action ne sont pas clairement ¢lucidés. La
génistéine pourrait étre active en inhibant la PTK (inhibition de I’entrée du virus), en inhibant
la phosphorylation de la glycoprotéine E et d’autres polypeptides viraux (inhibition de
I’assemblage du virus), en inhibant la sécrétion du facteur TNF-a, ou en inhibant I’expression

de certains génes viraux (inhibition des enzymes exigées pour la réplication virale).

La propriété¢ des flavonoides qui a été récemment explorée été effectivement 1’activité
antivirale, notamment contre le virus d’immunodéficience humain (VIH), I’agent xausatif de
SIDA. Certains flavonoides ont I’air d’avoir 1’activité inhibitrice directe sur le virus
(HARBORNE et WILLIAMS, 2000).C’est apparemment vrai pour baicaline (5,6,7-
rinydroxy-flavone 7-glucuronide) a partir Scutellariabaicalensis(Ll et al.,1997). Deux
biflavones, robusta flavone et hinokiflavone, sont actifs contre la transcription inverse du
VIH-1 avec les valeurs d’IC50 de 65 uM(LI et al.,1997). Aussi, la quércetine (3-2°’-alloylar-
abinopyranoside) isolé d’Acer okamatoanum, est actif contre VIH-1 intégrasse avec une
valeur d’IC50 de 18,1 pg/ml (KIM et al.,1998).

En fait, la quércetine appliquée a une concentration de Sug/ml a provoqué ’inhibition de
70% de développement de lésion local du virus sur la plante testé Chenopodium quinoa
(HARBORNE et WILLIAMS, 2000). La quércetine et autres flavonoides ont 1’air de se méler
d’un premier événement dans le cycle de vie virulent (MALHOTRA et al., 1996).

s Activité antiparasitaire

Plusieurs études rapportent que les composés phénoliques et particulierement les

flavonoides manifestent des activités contre un large spectre de parasites.

40



Chapitre 11 Composés phénoliques et activités biologiques

Les flavonoides en particulier les chalcones ont été identifiés comme de puissants
inhibiteurs de différentes fonctions mitochondriales, essentielles a la vitalité du parasite du
genre Leishmania (ZHAI et al., 1995).

Les plantes contenant des roténoides, dont en particulier la roténone, ont longtemps été
utilisées pour lutter contre les ecto et les endo-parasites. D’ailleurs des formulations
Vétérinaires existent. La roténone représente ainsi le principe actif (0,1 a 10%) de quelques

formulations acaricides a usage externe pour les chats, les chiens, les ruminants et les porcs.

L’effet antiparasitaire de 'extrait a l'acétate d'éthyle des feuilles d’arbousier s'est révélé
étre important vis-a-vis de Trichomonas vaginalis avec une 'inhibition totale de sa croissance
a la concentration de 500 mg / ml (ERTABAKLAR et al., 2009). Une autre étude réalisée par
KIVCAK et al., (2009) rapporte 1’activité de cet extrait aqueux sur les promastigotes de
Leishmania tropica.

Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par leur toxicité
vis- a -vis des microorganismes. Parmi les hypothéses avancées de leurs mécanismes de

toxicité on peut citer :

- Inhibition de la synthése d'acide nucléiques (HILLIARD, 1995),

- Inhibition des fonctions de la membrane cytoplasmique (TSUCHIYA et al., 2000),
- Séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne,

-Inhibition du métabolisme énergétique microbien (HARAGUCHI et al., 1998),

- ’inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases),

- Autres interactions pour inactiver les andésines microbiennes, les protéines de transport et
d'enveloppe cellulaire (COWAN, 1999).

e Activite anti-inflammatoire

L’inflammation est la réponse immunitaire de 1’organisme a une agression par des agents
pro-inflammatoires d’origine virale, bactérienne ou autre (par exemple, les lipoprotéines
oxydees, marqueurs du stress oxydant). Celle-ci est un processus normal dont le but est
d’éliminer le pathogene et de réparer les dommages tissulaires causés par ce dernier.

Néanmoins, elle peut avoir des effets négatifs en raison de 1’agressivité du pathogene, de sa
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persistance, du site inflammatoire, par dérégulation du processus inflammatoire ou par
altération quantitative ou qualitative des cellules impliquées dans 1’inflammation.
L’inflammation est précisément régulée afin de limiter les altérations des biomolécules de
I’hote. Cependant, une régulation inappropriée de ce phénoméne peut conduire a un état
inflammatoire chronique (BENGMARK S, 2004).

Les propriétés antioxydantes des polyphénols ont longtemps été considérées comme étant
le principal phénomeéne expliquant leurs effets protecteurs. Cependant, les différentes études
menees sur les effets protecteurs des polyphénols dans ces contextes pathologiques ont
montré que ceux-ci diminuaient les marqueurs de I’inflammation (GONZALEZ-GALLEGO J
et al.,2010) et agissaient sur de nombreuses cibles moléculaires au centre des voies de
signalisation de I’inflammation (SANTANGELO C et al.,2007). Les études menées chez
I’homme sain ont montré que le suivi d’un régime riche en fruits et Iégumes était inversement
corrélé aux marqueurs de 1’inflammation (CRP, IL-6) dans le plasma (SALAS-SALVADO J
et al.,2008), que la consommation d’anthocyanes était associée a la diminution du taux de
cytokines (IL-8, IL-13 et IFN-a) circulantes (KARLSEN A et al.,2007) ou encore que
I’augmentation du pouvoir antioxydant du plasma di a une consommation de jus de fruits
concentré était associée a une diminution des cassures de brins d’ADN (NANTZ M.P et
al.,2006).

Des études in vitro et in vivo ont permis de montrer que les polyphénols pouvaient agir
sur les activités enzymatiques du métabolisme de 1’acide arachidonique (AA) phospholipase
A2, cyclooxygénase et lipoxygénase. Ils agissent également sur la production de NO en
modulant 1’activit¢é des NOS. Des travaux menés in vitro ont également montré que des
flavonoides comme la lutéoline ou 1’apigénine inhibaient la production de cytokines telles que
IL-4, IL-5 et IL-13, que la quercétine inhibait la production de TNF-a par des macrophages
stimulés au lipopolysaccharide (LPS), que le kaempférol inhibait I’expression et la sécrétion
du TNF-a, de I’'IL-1p ou de I’IL-6 dans les mastocytes (GONZALEZ-GALLEGO J et
al.,2010). De plus, il est maintenant connu que les polyphénols exercent leur activité anti-
inflammatoire en agissant in vitro et in vivo sur 1’activation du facteur de transcription NF-Kb

(SANTANGELDO C et al.,2007).

L’effet anti-inflammatoire d’une solution aqueuse des feuilles d’Arbutus unedoa été mis
en évidence par (MARIOTTO et al., 2008)sur l'inflammation pulmonaire aigué induite chez

un rat, par injection intrapleurale de carragénine. Leurs résultats ont montré que les composés
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biologiques contenus dans les feuilles de cette plante sont capables de réduire

considérablement I'inflammation pulmonaire.

e Effet sur le systéme cardiovasculaire

« Le french paradox » fait ressortir les bienfaits du régime alimentaire méditerranéen chez
les individus qui, malgré la présence de facteur de risque cardiovasculaires et la richesse de
leurs régimes en graisse, semble présenter une incidence plus faible d’événements
cardiovasculaires que ceux n’ayant pas ce mode de vie. Cet effet « protecteur » est
habituellement attribué au pouvoir antioxydant, supposé ou réel, d’aliments comme I’huile
d’olive, les légumes et les fruits, voir le vin, caractérisés par la présence dans leurs
compositions des substances polyphénoliques particulierement les flavonoides.

De nombreux travaux suggeérent que les flavonoides participent a la prévention des
maladies cardiovasculaires ; Etudes faites par plusieurs auteurs (CROZIER et al., 2010). Leur
consommation se traduit par une augmentation transitoire de la capacité antioxydante du
plasma dans les heures qui suivent le repas. Parvenus au niveau des arteres, ils préviennent
I'oxydation des lipoprotéines de faible densité (Low Density Lipoproteins ou LDL), qui est
I'un des facteurs clé du processus physiopathologique de I'athérosclérose (épaississement des
arteres qui contribue a réduire le flux sanguin et peut conduire a l'asphyxie des tissus irrigues).
En inhibant I'oxydation des LDLs, ils limitent leur incrustation dans les parois des artéres qui
contribue a I'épaississement des parois et a réduire le flux de sang qui parvient au niveau des

tissus.

Des études cliniques réalisées aux Royaume-Uni, Australie, et I’Europe ont montré que
les flavonoides améliorent le fonctionnement de I'endothélium la couche cellulaire qui tapisse
les surfaces des vaisseaux sanguins et qui joue un rdle essentiel dans le contréle du bon
fonctionnement du systéme vasculaire en réduisant les risques d'athérosclérose (PETERS et
al.,2001 ; MULVIHILL et HUFF, 2010), une étude similaire a été réalisé au Arabie Saoudite
(A. KELOUILLI et Z. BOUCHENTOUF, 2018). Les résultats de HAKIM et al., 2003,
confirment que les flavonoides possédent des effets préventifs contre les risques de thrombose
limiteraient les risques d'infarctus du myocarde. Autres études ont montré que Les
flavonoides notamment les coumarines sont des agents anticoagulants, antiagrégants
plaquettaire (ZHOU et al., 2009), et antiatherogénes ce qui expliques leur effet protecteur
contre les maladies cardiovasculaires (CHANG et al., 2009).

Cependant les preuves des effets des polyphénols chez I’homme restent encore insuffisantes.
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o Effet sur les maladies neuro-dégénératives

De nombreuses études suggérent que les polyphénols alimentaires pourraient atténuer les
dommages cellulaires associés a I'age (QUEEN BL et al., 2010). Le résultat du stress oxydatif
subi au cours du métabolisme serait un des principaux phénomeénes responsables du
vieillissement. De ce fait, par leurs effets antioxydants, les polyphénols pourraient protéger
I’organisme du stress oxydatif.
Les polyphénols ont montré des effets protecteurs contre les maladies neuro-dégénératives
telle que les pathologies liées au vieillissement cérébral (maladie d'Alzheimer, autres types de
démences, maladie de Parkinson...) (SPENCER J.P, 2010).

Il a été observé que boire trois ou quatre verres de vin rouge diminuent I’incidence de
I’apparition de cette maladie de 80%, contrairement aux consommations inférieures (KANTI
B et SYED I, 2009). Le vin contient du resvératrol qui offrirait une protection contre la béta-
amyloide (SMID S et al., 2012). Consommer régulierement et a long terme une alimentation
riche en polyphénols pourrait avoir une incidence dans la prévention de l'apparition de cette
maladie. Il est néanmoins difficile d’étudier ce phénoméne, car I’apparition de la maladie
d’Alzheimer peut étre attribuée a de nombreux facteurs : stress, tabac...etc. Observer I’action
d’une alimentation riche en polyphénols sur 1’apparition ou non de cette maladie chez des

sujets sans déficits cognitifs est deés lors tres difficile.

e Activité anticancereuse

Le cancer est largement déterminé par les facteurs environnementaux, I'alimentation étant
un facteur majeur. Les habitudes alimentaires et les constituants alimentaires synthétiques
consommeés quotidiennement sont étroitement associés au risque de développer un cancer
(MANSON, 2003).

Les propriétés anticancereuses des polyphénols ont été mises en évidence dans de
nombreuses études in vitro, utilisant des cultures cellulaires cancéreuses ou des animaux
prétraités par des réactifs chimiques carcinogenes. Cependant, les données disponibles sur les

effets des polyphénols vis-a-vis des cancers chez I’homme sont plus disparates.

Les polyphénols peuvent exercer leurs effets anticancéreux par divers mécanismes,
tels que I'élimination des agents cancérogenes, la modulation de la signalisation des cellules

cancéreuses, 1’activation d’enzymes antioxydantes, l'induction de 1'apoptose et I'arrét du cycle

cellulaire (RAMOS, 2008 ; SURH, 2008).
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Un autre aspect de ’effet anti-tumoral des polyphénols est leur capacité a inhiber la
formation d'’AGEs (Produits finaux de glycation avancée) qui sont réputées pour étre des
molécules a fort impact sur le processus de carcinogenése (BENGMARK, 2007 ;SANG et al.,
2007).

Les cellules cancéreuses se caractérisent généralement d’une part par des niveaux
élevés d'absorption et de métabolisation du glucose, ce qui joue un rdle important dans la
croissance tumorale, d’autre part, elles induisent une vascularisation importante du tissu

tumoral.

Les flavonoides pourraient aussi exercer des effets protecteurs contre les maladies
hormono-dépendantes telle que l'ostéoporose en modulant la réponse aux oestrogenes
endogenes. Ainsi selon une étude sur le cancer du sein, 1’effet antiprolifératif de 1'hespéridine,
serait probablement di a ’entrave dans le processus d’absorption du glucose par les cellules

cancéreuses (YANG et al., 2013).

D’autres études impliquent les polyphénols dans 1’arrét de la prolifération tumorale via
I’arrét du processus d’angiogenése et de métastase (BAGLI et al., 2004) par I’inhibition des

effecteurs de ces deux processus clef de la prolifération tumorale (ADHAMI et al, 2004).

Une étude clinique a permis de montrer une activité anticancéreuse de la quercétine,
administrée par voie intraveineuse chez des patients atteints du cancer (HODGSON et al.,

2010).La catéchine présente aussi une activité remarquable (BRACKE, 1991).
L’activité anticancéreuse est attribuée a :

* la capacité d’inactiver le t-PA (tissue-type plasminogenactivator) en greffant a celui-ci la
laminine, une molécule de la matrice extracellulaire qui joue un réle important durant la mort
cellulaire (PIANTELLIet al., 1996).

* L’inhibition de la croissance cellulaire en empéchant certaines phases du cycle cellulaire et
en bloquant les sites récepteurs des hormones. Egalement par d’autres mécanismes, & savoir :
la stabilisation du collagéne. En effet, la catéchine augmente la résistance du collagéne et
inhibe I’activité de la collagénase, mais aussi, la réduction des radicaux libres (HARVEY et
al.,1987).
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e Activité antiallergique

L'allergie est un phénoméne d'exagération pathologique de la réponse immunitaire, en
particulier la réaction inflammatoire. Certains flavonoides (quercétine, myricétine), exercent
une activité antiallergique grace a leur aptitude a I’inhibition d’enzymes impliquées dans les
processus de stress oxydant et inflammatoire (LANDOLFI et al., 1984). Les flavonoides
exercent aussi cette activité par I’inhibition de I'AMP cyclique phosphodiesterase et ATPase
Ca2+ -dépendante, responsables de la libération de I'histamine a partir des mastocytes et des
basophiles (DI CARLO et al.,1999 ; YAMAMURA et al., 1998).

e Activité anti-ulcere

L'ulcere gastroduodénal est une maladie chronique. Il résulte d'un déséquilibre entre des
facteurs d'agression (sécrétions acides) et des facteurs de défense (mucus, épithélium de
surface). Il se traduit par la perte de substance du revétement épithélial cutané ou muqueux
gastrique ou duodénale sans tendance a la cicatrisation spontanée.
Dans des expériences réalisées sur des rats, il a été demontré certains composés phénoliques
jouent un réle important dans la réduction de 1’ulcére et la protection des cellules gastriques.
(DI CARLO et al., 1999). Certains polyphénols tels que la quercétine, la naringénine, la rutine
et le kaempférol présentent un effet anti-ulcere, mise en évidence chez le rat dont 1’ulcére
gastrique a été induit par 1’éthanol (MARTIN etal., 1994), grace a leur inhibition du PAF
(Platelet Activating Factor) qui est un facteur ulcérogéne (SOBHANI et al.,, 1995 ;
1270,1996). D’autre part, la quercétine est connue pour son effet protecteur des cellules
gastriques par un mécanisme complexe alliant sécrétion de mucus, piégeage des radicaux
libres et I’inhibition de la production des leucotrienes (DI CARLO et al., 1999). Aussi les
flavonoides sont capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents ulcérogénes.

e Polyphénols et diabete

L’administration aigu€ ou chronique de polyphénols chez des modéles animaux a montré
des effets sur la glycémie : les polyphénols agissent par différents mécanismes dont
I’inhibition de 1’absorption du glucose au niveau intestinal (DEMBINSKA-KIEC A et
al.,2008), ou encore son assimilation dans les tissus périphériques (inhibition de la
gluconéogenese, de la stimulation adrénergique de 1’absorption du glucose ou stimulation de
la libération de I’insuline par les cellules  du pancréas) (SCALBERT A et al.,2005).
Les données portant sur les effets des polyphénols dans la prévention du diabéte chez
I’homme sont moins nombreuses que chez 1’animal. Il a ét€ montré que la consommation de

400ml de café décaféiné n’avait pas d’effet sur la glycémie lorsqu’il était ingéré avec du
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glucose ; cependant, il diminue la sécrétion du polypeptide insulinotropique glucose-
dépendant (GIP) et augmente la sécrétion du glucagon de maniére a ce que 1’absorption du
glucose soit retardée (JOHNSTON K.L et al.,2003). Chez des patients atteints de diabéte de
type 11, la consommation de 50 mg/j d’un complément alimentaire contenant des anthocyanes,
des flavones et des acides phénoliques d’orange sanguine pendant 2 mois n’a pas d’effet sur la
glycémie (BONINA F.P et al.,2002). Cependant, certaines données épidémiologiques laissent
penser que les polyphénols pourraient avoir tout de méme un effet protecteur puisqu’il a été
observé que la consommation de café (riche en acide chlorogénique) était associée a une
diminution du risque de diabéte de type Il (VAN DAM R.M et FESKENS E.J,2002).

Les flavonoides peuvent prévenir le diabéte ou au moins le réduire en inhibant I’enzyme
aldose réductase. Une étude récente a montré que la myricétine a un effet hypoglycémiant
chez des animaux diabétiques (ONG et KHOO, 2000). Les flavonoides ont été également
étudiés pour leurs propriétés anti-tumorales (BIRT et al., 2001).

e Effet sur le systtme immunitaire

Les flavonoides peuvent moduler le fonctionnement du systeme immunitaire, mais leur
action est complexe et reste encore mal élucidé. A doses élevées, les flavones et flavonols
sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T, mais, a
concentrations plus faibles, ils pourraient agir comme immunostimulants chez les personnes
immunodéprimés (MIDDLETON, 1998 ; NAMGOONG et al., 1994).

Actrvité antioxydante

Bienfaits Action
Cardiovasculaires I antiulcéreuse
Activité antibiotique POLYPHENOLS Activité antivirale

mflammatoire Propriétés
Activité enzymatique et antitumorales
hormonale

Figure 25:Activités biologiques des polyphénols. (HANHINEVA et al., 2010)
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Tableau IX : Propriétés biologiques des quelques polyphénols dans I’organisme.

Acides phénols | Antibactériennes, anti-ulcéreuses, (SANNOMIYA M
(cinnamiques et | antiparasitaires antifongiques, antioxydantes | et al.,2005 ;
benzoiques) GURBUZ | et
al.,2009).
Coumarines Anticoagulant, antioxydant, protectrices (ITO C et al.,2005;
vasculaires, antiinflammatoires, anti SMYTH T et
parasitaires analgésiques et anti cedémateuses | al.,2009).
Flavonoides Antitumorales, antiparasitaires, vaso, (WOLLGAST J
dilatoires, antibactériennes, anti carcinogenes, | et ANKLAM E.
anti-inflammatoires, analgésiques, 2000 ; SHON H Y et
hypotenseurs, antivirales, diurétiques, al.,2004 ; Tripoli E
ostéogene, antioxydantes, anti- et al.,2007 ;
atherogéniques, antithrombotique, anti- HITARA T et
allergique, antiulcéreuse. al.,2009).
Anthocyanes Protectrices capillaro-veineux, anti oxydant (BRUNETON J,

1993).

Proanthocyanidines

Effets stabilisants sur le collagéne,
antioxydantes, antitumorales, antifongiques et

anti-inflammatoires

(MASQUELIER J et
al.,1979).

Tannins galliques

et catéchiques

Antioxydantes

(OKAMURA H et
al.,1993 ; KUBATA
BK et al.,2005).

Lignanes Anti-inflammatoires, analgésiques (KIM JY et
al.,2009).
Saponines Antitumorale, anticancérigene, ... (NEBELING L.,

2002).

Phytostérols

Agent de protection contre I’hormone

dépendant du cancer de colons

(NEBELING L,
2002).
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I11. Matériels et méthodes

La partie expérimentale est une contribution a 1’é¢tude de I’extrait aqueux de Rosa
canina L. qui a été menée au sein du laboratoire de recherche de biochimie analytique et
biotechnologie (LABAB) du département biologie de 1’université de Mouloud Mammeri de

Tizi Ouzou. Ce travail a été déroulé entre Mai et Juin 2021.
L’objectif de cette expérience est :

v La détermination de la teneur de I’extrait aqueux de Rosa canina L. en polyphénols

totaux.

v" Lamise en évidence de I’activité anti oxydante et anti bactérienne de notre extrait.

Matériel végétal (fenilles)

!

Etudes phytochimique Etude des activités biclogiques

| ! |

! 11

Méthode calorimétrique au Test TAC Détermination de 1a
Folin-Ciocalten (CMT)

Figure 26 : Schéma récapitulatif de la démarche expérimentale.
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111.1 Matériel
111.1.1 Matériel végétal

Les feuilles de Rosa canina L. ont été récoltées dans la région de Larbaa Nath Irathen
(36° 38" 12" nord, 4° 12’ 24" est) et Ath Yanni (36° 34’ 31" Nord, 4° 12’ 28" Est). La zone
d’échantillonnage est motivée par son éloignement de la pollution. Elles sont prélevées au
milieu du rameau a partir des arbres sains, transportées dans des filets. Une fois triées et
lavées a I’eau distillée, celles-ci sont séchées a température ambiante et a I’abri de la lumiére

puis broyée.

111.1.2 Souches bactériennes

L’activité antibactérienne a été¢ évaluée dans notre expérience a 1’aide des souches
bactériennes de référence de la collection du laboratoire (LABAB) et appartenant a
I’ Américain Type Culture Collection (ATCC), résumés dans le (Tableau X) :

Tableau X: Description et pouvoir pathogéene des souches testées.

Microorganisme Espece Référence

Bactéries Bacille Echirichia coli ATCC 25922
Gram négatif Pseudomonas aeruginosa ATCC 25852
Bactéries Cocci Staphylococcus aureus ATCC 43300
Gram positif Bacillus cereus ATCC 10876

II1.1.3 L’antibiotique
L’antibiotique utilisé comme référence est la Gentamycine (CN 10ug).
111.2 Méthodes

I11.2.1 Préparation de ’extrait aqueux de Rosa canina L.
Aprés récolte, le matériel végétal est débarrassé des débris. Les feuilles de la plante

sont ensuite isolées et séchées a 1’air pour subir une macération.

Un extrait aqueux est préparé par macération dans de 1’eau distillée a raison de 10 %
(10g de poudre des feuilles dissoutes dans 100 ml d’eau distillée a température ambiante sous
agitation douce pendant 24H (SALHI, 2012).Ce mélange est ensuite filtré a I’aide d’un papier

Wattman pour avoir un filtrat. Ce dernier va étre congelé pendant une nuit, ensuite une
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lyophilisation est réalisée pour avoir 1’extrait sec qui va étre conservé dans des tubes ECBU

au réfrigérateur pour des usages ultérieurs comme le montre la figure ci-dessous (Figure 27) :

-———

_————

- ——— -

-

Figure 27: Schéma récapitulatif du protocole d’extraction de la plante de Rosa canina L.
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I11.2.2 Analyse quantitative de I’extrait aqueux

111.2.2.1 Etude phytochimique
111.2.2.1.1 Dosage des polyphénols totaux (PPT) :

Dans le but d’évoluer quantitativement le contenu en polyphénols de notre extrait, un
dosage des polyphénols totaux (PPT) par la méthode colorimétrique au Folin Ciocalten
effectué selon la méthode mise au point par SINGLETON et ROSSI en 1965.

Un volume de 200 ul de I’extrait ou d’acide gallique a été préparé a une concentration
de 200ug /ml mélangé & 1ml (1000 pl) de Folin Ciocalton dilué au dixiéme (1/10). Aprés une
incubation de 4min a I’obscurité, 800 ul de carbonate de sodium (Na,COs) est ajoutée afin de

stabiliser la réaction. Enfin, le mélange est incubé a I’abri de la lumiere pendent 45min.

La réaction dans le milieu se fait entre les polyphénols et le réactif de Folin. La
coloration en bleu est un indice proportionnel a la quantité des polyphénols totaux présents

dans cet extrait.

Les polyphénols contenus sont quantifiés par la lecture de son absorption a une

longueur d’onde de 760nm. L’acide gallique est un contréle positif de cette réaction.

Les valeurs de concentration des polyphénols sont déduites par extrapolation a partir
de la courbe droite d’étalonnage établie a I’aide de la solution de référence d’acide gallique.
Les résultats sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg
EAG/Q).

VA

1ml du réactif de Folin

[ 200 pl d’extrait ou ] Ciocalteu (dilué 1/10 -eéme)

d’acide ascorbique

{'\ Aprés 4min

[ 800 ul de Na,COs3 ]

a7,5%

= (| (:OD
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Incubation a T° ambiante et
obscurité pendant 45 min puis
Lecture des DO a 760 nm

_______________________

P ——
o

Figure 28: Schéma récapitulatif du protocole de dosage des polyphénols totaux (Singleton et
al., 1965).

111.2.2.2 Tests des activités biologiques

Les antioxydants présentent une grande diversité moléculaire agissant contre le
processus d’oxydation a travers une variété de mécanismes. A cet effet, Pour évaluer les
activités biologiques de notre plante, nous avons choisi quelques méthodes permettant
d’apprécier le potentiel pharmacologique des molécules bioactives des feuilles de Rosa
canina L. : Le FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Power) et le TAC (Total Acitivity
Capacity).

111.2.2.2.1 Détermination de la capacité antioxydante totale (TAC)
Le pouvoir antioxydant est cette fois est mesuré par la technique de réduction du
molybdate en molybdéne défini par (PRIETO et al., 1999). L’indicateur de cette réaction est

la formation d’un complexe vert.

Mode opératoire

Une gamme de concentration comprise entre 50 et 1000 pg/ml est réalisée. Ensuite
Iml de ’extrait est mélangé a 0,1 ml du réactif antioxydant composé de (0,6 nM de 1’acide
sulfurique ; 28 nM de phosphate sodium et 4 nM de molybdate d’ammonium). L’incubation
est faite a 95°C pendant 90 min. ensuite 1’absorption est mesurée a une longueur d’onde de
625nm apres refroidissement contre un blanc. L’acide ascorbique est utilise comme contrdle

positif.

0,1 ml de I’extrait ou r\ {\

) ) 1 ml du réactif
I’acide ascorbique

réactionnel
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-

_______________

Figure 29: Schéma récapitulatif du protocole du test de 1’activité antioxydante totale (TAC),
(PRIETO et al., 1999).

11.2.2.2.2 Détermination de I’activité réductrice du fer (FRAP)

Selon la méthode de CHEW et al., (2009), le test du pouvoir réducteur est basé sur la
réduction des ions ferrique (Fe3") qui sont présents dans le composé ksFe (CN) en ions ferreux
(Fe?* )en présence d’un antioxydant qui posséde le pouvoir de céder les électrons. La réaction
est révélée par le virement de la couleur jaune du fer ferrique (Fe3*) en couleur bleu vert du
fer ferreux (Fe?"). Cette capacité réductrice peut servir comme indicateur significatif de
I’activité antioxydante potentielle d’un composé. Ainsi que 1’augmentation de 1’absorbance
dans le milieu réactionnel mesurée a 700 nm qui est un indice de I’augmentation de la

réaction du fer. L acide ascorbique est utilis¢é comme contrdle positif.
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Figure 30 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe
ferricyanide ferrique Fe (I11) et un antioxydant (AH) (CHUNG et al., 2002).

e Mode opératoire

Pour cela, une gamme de concentration est réalisée de dilutions de la vitamine C/ ou de
I’extrait (de 50 mg/ml jusqu'a 1000 mg/ml)
A chaque concentration est ajouté 400ul de tampon phosphate (0,2M ; Ph 6,6) et 400ul de
ferricyanure de potassium a 1%. Apres agitation, le milieu réactionnel est incubé a 50°c.
Apres incubation, 400ul d’acide trichloracétique (TCA) a 10% sont ajoutés au milieu
réactionnel précédent. Apres agitation, une quantité de 400ul de surnagent de chaque dilution

est mélangée avec 400ul d’eau distillée et 80ul de chlorure ferrique al%.
400 pl de I’extrait
ou acide ascorbique

f\‘f\

400 pl de tampon 400 pl de ferricyanure de
phosphate potassium (KsFe(CN)g) a
1%

QD
Ul
o
o
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ge]
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____________________

400 pl d’acide
trichloracétique
(TCA) a 10%
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400 pl du surnageant
+400 pl d’eau distillée

r—\ {-\ 80 pl de chlorure ferrique
de (FeCla) 2 0.1%

__________________

Incubation pendant 10 min a
la température ambiante puis
Lecture des DO a 700 nm

Figure 31 : Schéma récapitulatif du protocole du test de détermination du pouvoir réducteur
du fer (FRAP), (CHEW et al., 2009).

111.2.2.2.3 Test de I’Activité antibactérienne

La détection de la sensibilité de certaines bactéries appartenant aux :
Gram positif (staphylococcus aureus et bacillus cereus), Gram négatif (Escherichia coli et
pseudomonas aeruginousa) Vis-a-vis de I’extrait aqueux de Rosa canina L. a été eévalué par
la méthode décrite par (FELLAH et al., 2008).

¢ Revivification des souches bacteriennes
La revivification des souches bactériennes est réalisée sur milieu BHIB pendent 24h a
37°C. Puis isoler les colonies sur milieu Mueller Hinton (MH) par la méthode de stries serrées

suivie d’une incubation a 37°C pendant 24H.

e Préparation de I’inoculum
Pour réaliser une suspension standardisée, quelques colonies jeunes de bactéries ont été
isolées et mises en suspension dans des tubes contenant de 1’eau physiologique a 0,9% avec

une densité optique de 0,08 - 0,1 a 625 nm.
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e Préparation des boites de pétri pour I’antibiogramme
Couler aseptiquement le milieu de culture gélose de Mueller Hinton (MH) en surfusion a
45°C dans des boites de pétri a raison de 4mm d’épaisseur pour permettre une bonne diffusion

de Dextrait. Laisser refroidir et solidifier.

e Ensemencement et incubation

A partir de I’inoculum préalablement préparé, des boites sont ensemencées par
écouvillonnage, il consiste a tromper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne,
I’essorer a I’intérieur du tube puis le frotter sur toute la surface de la gélose. Cette opération
est effectuée a trois reprise en tournant la boite a environ 60°C de facon a avoir une
distribution homogeéne de I’inoculum en stries serrées.
Par la suit, des disques stériles de papier wattman sont déposes a la surface de la gélose, puis

imbibés de 15ml de I’extrait aqueux d’une concentration de 160 mg/ml.
Dans cette étape un antibiotique Gentamycine a été utilisé comme témoin positif (+).

Les boites de pétri sont en suit fermées et prés-incubées sur la paillasse a température
ambiante du laboratoire pendant environ 20-30 min pour la diffusion de I’extrait, puis

I’incubation proprement dite se fait a 37°C pendent 24H.

Aprées incubation, I’effet de ’extrait se traduit par I’apparition autour du disque d’une
zone transparente circulaire correspondant a 1’absence de croissance de bactéries. Plus le
diamétre de cette zone est grand plus la souche est sensible (CHOI et al., 2006). Les résultats

enregistrés sont exprimeés en millimetre (mm).

111.2.2.2.4 La concentration maximale inhibitrice (CMI)

Pour les souches bactériennes ayant exprimées une sensibilité vis-a-vis de ’extrait,
une CMI est effectuée sur milieu solide en gélose Mueller Hinton (MH), (OZOMBA et
MCHANYEREY, 2012).

L’inoculum bactérien est effectué dans de I’eau physiologique avec une densité
optique de 0,08-0,1 a 625 nm. Par la suite, une série de dilution de I’extrait réalisée dans de

I’eau distillée stérile.
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Une série de disque imbibés par des concentrations décroissantes de 1’extrait a raison
de 15 pl/ disque sont disposés a la surface de boites de pétri préalablement ensemencées par
I’inoculum bactérien.

Les boites sont laissées 20-30 min sur la paillasse pour une pré-diffusion de I’extrait,
puis incubées a 37°C pendent 24H.

La concentration minimale inhibitrice correspond a la plus petite concentration d’extrait qui

inhibe toute culture visible d’une souche bactérienne aprés incubation.

Tableau X1: Sensibilité des bacteries envers les différents composés (MOREIRA et al.,

2005).
Le diametre D<8 9<@<14 15<@<19 @>20
(mm)
Sensibilité des | Bactéries non Bactéries Bactéries tres Bactéries
bactéries sensibles sensibles sensibles extrémement
sensibles
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V. Résultats et discussion

V.1 Résultat de dosage des polyphénols totaux

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de 1’extrait aqueux des feuilles de
Rosa canina L. effectué suivant la méthode de (SINGLETON et ROSSI, 1965) utilisant le
Folin Cioacalteu comme réactif. Parallelement une courbe d’étalonnage a été établie en
utilisant 1’acide gallique (AG) comme étalon. L’absorbance est lue a une longueur d’onde
de760 nm. La courbe ci-dessous presenté dans la (Figure 32) montre un linéaire de

I’absorbance en fonction des concentrations.

0,7 -
06 y = 0,006x - 0,027 *
' R*=10,990
E o0s
o=
b4
0,4
]
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Figure 32: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

La quantité des polyphénols totaux de I’extrait de I’espéce de Rosa canina L. est
calculée a partir de I’équation de régression de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (Y=

0.006x — 0.027) avec un coefficient de corrélation de (R?=0.990).

La quantité des polyphénols a été rapportée en mg équivalent d’acide gallique par
gramme d’extrait (mg EAG/g E). L’absorbance est étroitement corrélée a la concentration de

I’acide gallique utilisé dans la gamme étalon.

Les résultats obtenus montrent que la teneur moyenne en polyphénols totaux de

I’extrait aqueux de Rosa canina L. est de 106 £ 0.004 mg EAG /g d’extrait. Ces résultats sont
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supérieurs a ceux obtenus par (GULCIN et al., 2003) avec une valeur de 0.153 mg EAG pour
I’espéce Lavandula steochas L. Pour les feuilles d’Arbutus Unedo la teneur est plus
importante avec une valeur de 207+15.03mg/g d’extrait, néanmoins, restent nettement
inférieur a ceux retrouvés dans 1’étude menée en 2016 sur 1’espéce Verbascum phlomoides

(965.5+ 8.9 mg EAG/g d’extrait) par Gabriela P. et al., 2016.

Les variations de la teneur phénolique peuvent étre influencées par plusieurs
parametres tels que la méthode d’extraction (LEE et al., 2012) qui doit fournir une sécurité
des composés d’intérét contenus dans la fraction et qui doit éviter toute modification chimique
(DAl et MUMPER, 2010). Le type du solvant utilisé doit avoir une haute capacité
d’extraction des biomolécules. ZOLTEK et al., 2016, ajoutent que les meilleurs teneurs sont
obtenues dans les extractions méthanoliques. Cependant I’extraction aqueuse offre la
possibilité de I’incorporer dans la composition des produits a consommation humaine :
alimentaire et pharmaceutique contrairement aux autres extractions qui présentent une toxicité
(NAWAZ et al., 2006). La composition phénolique de la plante est aussi controlée par des
facteurs intrinséques (génétiques) et extrinseques tel que le climat, température, maturité de la
plante & la récolte et les conditions de stockage (PODSEDEK, 2007).

V.2 Résultats des tests des activités biologiques
IV.2.1 Résultats de I’évaluation de la capacité antioxydante totale (TAC)

Une autre méthode de I’évaluation de I’activité¢ antioxydante est le pouvoir réducteur
du molybdeéne. Par ce test on évolue la capacité antioxydante de 1’extrait aqueux des feuilles
de Rosa canina L. ainsi que celui de 1’acide ascorbique qui est utilis¢é comme composé de
référence.

Les histogrammes présentés dans la (Figure 33) representent des variations de
I’absorbance pour le composé référence ainsi que pour I’extrait issu de 1’espéce de Rosa
canina L. qui présentent une corrélation proportionnelle aux concentrations qui vont de 50

jusqu’a 1000 pg/ml
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Figure 33 : Capacite antioxydante totale de I’acide ascorbique et de I’extrait aqueux de Rosa

canina L.

Les densités optiques de 1’acide ascorbique passent de 0.468 +£0.032 a 2.329 +0.007
(20.09 % a 100 %) et celles de I’extrait qui vont de 0.083+ 0.003 a 1.107 + 0.015 (3.56% a
47.53 %).

Le pouvoir réducteur de I’acide ascorbique est largement supérieur avec une IC50 =
14.89ug/ml comparativement a celle de 1’extrait aqueux des feuilles de Rosa canina L. qui

présente une IC 50= 553.5ug/ml.

La capacité antioxydante totale de notre extrait aqueux de Rosa canina L. est

nettement plus faible comparativement a 1’'IC50 enregistré par les feuilles de Ficus

benghalensis (31.48+0.12ug/ml).(YADAV et al., 2011).

A notre connaissance et selon les articles consultés, aucune étude n’a été réalisée sur
I’activité antioxydante totale de I’extrait aqueux des feuilles de Rosa canina L. Pour cela, il

est difficile de comparer nos résultats a d’autres résultats obtenus pour la méme plante.

IV.2.2 Résultats de I’évaluation de la Réduction du fer

Une autre méthode de I’évaluation de I’activité¢ antioxydante est le pouvoir réducteur
du fer. Par ce test, on évalue le pouvoir réducteur de I’extrait aqueux des feuilles de Rosa

canina L. en suivant la méthode de CHEW et al., 2009 qui consiste en la mesure de
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I’augmentation de la densité¢ optique et de la couleur bleu vert issue de la réduction de
complexe (Fe3* )en (Fe2") dans le milieu réactionnel & 700 nm.

Les résultats exprimés dans I’histogramme (Figure 34) montrent une variation du
pouvoir réducteur donné en absorbance de 1’extrait aqueux issu des feuilles de Rosa canina L.
comparé¢ a 1’acide ascorbique. Ce dernier est un composé réducteur par excellence utilisé

comme standard.
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Figure 34 : Pouvoir réducteur du fer par I’acide ascorbique et de I’extrait aqueux de Rosa

canina L.

Les densités optiques enregistrées indiquent clairement une activité réductrice dose-
dépendante. Le standard passe de 1.692 + 0.007 nm a 2.213 = 0.01 nm (76 % a 100%). Pour
I’extrait aqueux de Rosa canina L. Les absorbances obtenues sont de 0.283 + 0.003 & 2.084 +
0.004 (3.75% a 50.02%).

I1 ressort de nos résultats également que le pouvoir réducteur de 1’extrait aqueux de
Rosa canina L. reste nettement inférieur a celui de 1’acide ascorbique qui présente dans la
méme concentration (1000ug/ml) la moitié du pouvoir réducteur du standard (50% du
standard).

L’extrait aqueux de Rosa canina L. avec une IC50 de 294 pg/ml exprime un pouvoir
antioxydant modéré par rapport a celle enregistrée par MOUALEK et al., 2016pour I’extrait
des feuilles d’Arbutus Unedo qui est: IC50 = 461.67+4.16 pg/ml. Cependant, 1’'IC50
retrouvée par EL JEMLI et al., (2016)reste plus importante (35.83+0.37 pg/ml) que celle

présenté dans nos travaux.
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Selon GIFGUN et al., 2004, le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme
indicateur significatif de son potentiel antioxydant et justifie ainsi son étude. La capacité
réductrice de cet extrait est probablement due a la présence du groupement hydroxyle dans les
composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur d’électrons. Par conséquences, les

polyphénols sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des oxydants.

V.3 Résultats de I’activité antibacterienne
Parmi les activités biologiques des plantes qui intéressent les recherches scientifiques :
L’activité antibactérienne.
Le pouvoir antibactérien de I’extrait aqueux des feuilles de Rosa canina L. a été évalué
a ’aide de méthode de diffusion sur gélose (MH), vis-a-vis de quatre souches de bactéries de
référence réparties en deux groupes égaux en nombre. Les bactéries de Gram positif dont fait
partie : Bacillus cereus et Staphylococcus aureuset des bactéries de Gram négatif dont fait

partie : Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa.

Cette capacité est évoluée par la détermination des zones d’inhibition ainsi que la

concentration minimale inhibitrice (CMI).

La lecture des résultats se fait par la mesure des diametres des zones d’inhibition
autour de chaque disque. Ainsi le degré de sensibilité des germes testés est déterminé par

comparaison de leurs diamétres d’inhibition aux diameétres références.

D’apres les résultats illustrés dans le (Tableau XI1), I’extrait aqueux issu de Rosa
canina L. a la concentration 160 mg/ml présente une activité antibactérienne vis-a-vis toutes
les souches testées avec des diametres des zones d’inhibition compris entre 16+0.3mm et 20+

0.2 mm.
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Tableau XII: Variation des zones d’inhibition de 1’antibiotique et de 1’extrait vis-a-Vis des

souches testées.

Antibiotique
Souches Gentamycine Extrait aqueux (mm)
(CN10ug)
Staphylococcus
Gram positif aureus ATCC 43300 48 19+0.3
Bacillus cereus
ATCC 10876 36 18+ 0.5
Escherichia coli
ATCC 25922 45 16 +0.3
Gram negatif Pseudomonas
aeruginosa 51 20+0.2
ATCC 25852

D’aprés le tableau, les germes testés appartenant au Gram + présentent des zones
d’inhibition importantes : 18+0.5 mm pour Bacillus cereus ATCC 10876 et 19+0.3 pour
Staphylococcus aureus ATCC 43300.Escherichia Coli qui appartient au Gram- a eu une zone
moins importante que celles des souches appartenant au Gram+ avec un diameétre de
16+0.3mm. Cependant, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25852 connue pour étre une bactérie
trés résistante marque une zone d’inhibition qui dépasse celles relevées pour bactéries Gram+

testées avec un diameétre de 20+0.2mm.

La comparaison de nos résultats avec ceux rapportés par la littérature pour la méme
plante reste difficile en raison de plusieurs variables tels que le type de solvant utilise.
Néanmoins, ces resultats peuvent étre comparés a ceux enregistré par d’autres plantes. Ces
résultats sont supérieurs a ceux enregistré par (ORAK et al., 2011)pour les feuilles d’Arbutus
Unedo(10.5+0.15mm pour S. aureus) et par MALHEIRO et al., 2012 (S. aureus 10 mm, B.

cereus 10mm et 11 mm pour P. aeruginosa).

On constate d’apres les résultats obtenus que, I’extrait de Rosa canina L. exerce son
action antibactérienne différemment sur les deux Gram. En effet, il est globalement plus actif
sur les Gram+. Cela peut étre expliqué par la nature et la complexité de la structure et la

nature des bactéries Gram - . Le caractére hydrophile du LPS (constituant majeur de la
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membrane externe) rend la membrane des bactéries Gram- imperméable a la plupart des
macromolécules hydrophobes. Cette particularité structurale, est en partie, responsable de la
résistance des germes appartenant a ceux a ce groupe (NORMAK et NORMAK, 2002 ;
GUINOISEAU, 2011).

D’une autre partie, les variations des zones d’inhibition sont influencées par: le
potentiel antibactérien de 1’extrait étudié, la partie testée de la plante, la concentration en
extrait et la capacité de diffusion dans le milieu gelosé (SASSI et al., 2007 ; CARNEIRO et
al., 2008 ; MALHEIRO et al., 2012 ; MIGUEL et al., 2014).

Il faut noter que le pouvoir antimicrobien des plantes médicinales est corrélé a leur

richesse en composants antimicrobiens (STEVIC et al., 2017).

IVV.4 Détermination de la CMI

Apres avoir réalisé un antibiogramme pour tester 1’activité antibactérienne de notre
extrait issu de I’espéce Rosa canina L. et pour approfondir dans cette étude, on détermine la
plus petite concentration de 1’agent antibactérien (I’extrait) suffisante pour 1’inhibition de la
croissance des germes ayant déja exprimées une sensibilité. Elle nous renseigne sur le
potentiel bactériostatique de l’extrait de Rosa canina L. testé. Les CMI obtenues sont

résumées dans le tableau XII1 :

Tableau XI11: Les valeurs de la CMI vis-a-vis les souches testées.

Souche CMI pg/ml
Staphylococcus aureus 40 £0.03
Gram positif ATCC 43300
Bacillus cereus 50 +0.02
ATCC 10876
Escherichia coli 40 +0.06
Gram negatif ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa 40 £0.02
ATCC 25852
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Les extraits ayant une CMI inférieure a 500 pg/ml sont considérés actifs, I’activité
antibactérienne est modérée a des concentrations de CMI comprises entre 500 et 1000 pg/ml,
et faible au-dela de 1000 pg/ml (RIOS et RECIO, 2005; MOLINA SALINAS et al., 2007;
TOYANGETAL, 2012).

En effet, d’apres les résultats obtenus notre extrait issu des feuilles de Rosa canina L.
est considéré actif. Les souches les plus sensibles sont celles qui présentaient les CMI les plus

basses.

La CMI de notre extrait vis-a-vis Staphylococcus aureus est similaire a celle
enregistrée par SAFFIDINE KARIMA, 2015(CMI = 0.046 mg/ml). Les souches du gram-
(Escherichia coli ATCC 25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 25852) présentent des
CMI proche, CMI = 40 pg/ml) alors que, pour Bacillus cereus ATCC 10876, elle est
légérement basse (50+0.02 pg/ml). Ces résultats sont plus importants que ceux rapporté par
I’extrait d’arbousier testé par MOUALEK et al., 2016qui sont respectivement pour ces
souches Pseudomonas  aeruginosa  ATCC 25852  (1.6+0.28mg/ml);  Bacillus
cereusATCC10876 (1.3+0.57mg/ml) ; Staphylococcus aureus ATCC 43300 (1+0.36mg/ml) et
Escherichia coli ATCC 25922 (2.7+1.15mg/ml).
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Conclusion

La phytothérapie a recu un regain d’intérét dans la recherche biomédicale qui vient
d’une part des effets secondaires et les séquelles néfastes induits par les médicaments,
inquiétant les utilisateurs, et d’autre part des thérapeutiques des plantes médicinales
procurées. Cette diversité des propriétes biologiques telles que les activités antioxydantes et
antibactériennes liées aux vertus d’'une gamme de molécules bioactives synthétisés par les

plantes dont les composés phénoliques.

Dans cet axe, I’objectif de notre travail est 1’évaluation des propriétés antioxydantes et

antibactériennes de I’extrait aqueux de Rosa canina L.

En premier temps, la quantification des polyphénols totaux (PPT) par la méthode
colorimétrique en utilisant le réactif de Folin Ciocalteu a révélé que notre extrait a une teneur

en polyphénols totaux (PPT) qui est de 106 + 0,004 mg EAG/g d’extrait.

En deuxiéme temps, le potentiel antioxydant a été confirmé par deux tests, celui de
réduction du phosphomolybdate (TAC : total antioxydant capacity) et celui de réduction des

ions ferriques (FRAP : ferric ions reducing antioxydant power).

Pour le premier test (TAC) les résultats ont montré que notre extrait a un pouvoir
antioxydant total moins important que celui du standard, 1’extrait aqueux de Rosa canina L. a
une densité optique de 0.083+0,003nm a 1.107 +0,015nm (3.56% a 47.53 %) alors que pour
’acide ascorbique elle est de 0.468 +0.032 nm a 2.329 +£0.007nm (20.09 % a 100 %).

Pour le second test (le FRAP) les résultats montrent que notre extrait a un pouvoir
réducteur en fer moins important que celui du standard, 1’extrait aqueux de Rosa canina L. a
une absorbance de 0.283 + 0.003nm a 2.084 + 0.004nm (3.75% a 50.02%) alors que ’acide
ascorbique son absorbance passe de 1.692 + 0.007nm a 2.213 £ 0.01nm (76 % a 100%).

En dernier temps, notre étude s’est intéressée au test antibactérien vis-a-vis de quatre
souches bactériennes : Bacillus cereusATCC 10876 ;Staphylococcus aureus ATCC 43300 ;
Escherichia coli ATCC 25922 ; Pseudomonas aéruginosaATCC 25852, selon la méthode de

diffusion sur gélose MH.

Les résultats ont confirmé ’effet antibactérien des polyphénols totaux de notre extrait
des feuilles de Rosa canina L. sur toutes les quatre souches bactériennes testées avec des

zones d’inhibitions qui varient de 16 + 0.3mm et 20 £ 0.2mm.
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Conclusion

A la suite de ces résultats, pur mieux cerner 1’effet thérapeutique de cette plante, de

nombreuses perspectives peuvent étre envisagées :

e Effectuer une étude précise en identifiant les composes phénoliques impliqués
dans chaque activite étudiée.

e Il serait intéressant d’étendre 1’éventail des tests antioxydants et antibactériens
en utilisant des extractions aqueuses des autres parties de la plante (tige,
racine...).

e Appliquer d’autres tests antioxydants tel que le test de piégeage des radicaux
libres (DPPH) pour avoir un aspect plus affiné sur le pouvoir antioxydant de
notre plante.

e Elargir I’éventail des tests antimicrobiens avec d’autres bactéries a Gram+ et
Gram- ainsi qu’une autre gamme de microorganismes cibles tel que les
champignons, les virus...

e Etudier d’autres activités biologiques telle que I’activité anti-inflammatoire.

o Etudier la toxicité de la plante.

e Une étude in vivo est souhaitable pour obtenir une vue plus approfondie sur les

activités antioxydantes et antibactérienne de 1’extrait aqueux de Rosa canina L.
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Annexes

Annexe 01 :

s Matériels utilisés

Flacons
Ependorfs
Tubes & essai.
Fioles.

Béchers.
Passoire
Entonnoir
Laine de verre
Pinces.
Micropipettes
Anses.
Seringues
Filtres

Pipettes Pasteur
Ecouvillons.
Erlenmeyer
Papier wattman.
Papier aluminium
Boites de pétri

Bec bezen.

Etuve

Broyeur électrique

Réfrigérateur

Lyophilisateur

Bain marie

Spectrophotomeétre

Autoclave

Agitateur a plaque
chauffante

Vortex

Balance de précision

Centrifugeuse

Eau distillée
AcideascorbiqueC6H806
(vitamine C)

Ammonium molybdate

Phosphate dibasique de
sodium Na2HPO4

Phosphate monobasique
de sodium Na H2PO4

Acidesulfurique H2SO4

Tampon phosphate (Na
H2 Po4+Na2 H Po4)

Chlorure ferrique FeCI3

Ferricyanure de
potassium K3Fe(CN)6

Acide trichloracétique
C2HCI30210%

Réactif Folin-Ciocateu

Bicarbonate de sodium

BHIB
Heart

Bouillon
(Brain
Infusion Broth)
Milieu MH (Mueller

Hinton gélosé)
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Na2CO3

Acide galliqgue C7TH605

Eau physiologique (Na
Cl 9g/l)

Disques d’antibiotiques

Annexe 02 : Composition des milieux de cultures.

Milieu MH (Gélose Mueller Hinton)

Infusion de viande bovine 30
Hydrolysat acide de caséine 1759
Amidon soluble 159
Agar 15.0¢
Eau distillée QST
Milieu BHIB(Brain Heart Infusion Broth)

Extrait Coeur-cervelle 1759
Peptone pancréatique de gélatine 10.0g
Chlorure de sodium 05.0¢
Phosphate di sodique 025¢
Glucose 02.0¢
Eau distillée QST
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Annexe 03 : Préparation des milieux de cultures

v Le milieu MH

Pour la préparation de ce milieu de culture, il suffit de mélanger 37 grammes du milieu déshydraté
dans 1 litre d’eau distillée stérile jusqu’a I’obtention d’une suspension homogene (chauffer si
nécessaire), répartir ensuite a raison de 5 a 10 ml par tubes et enfin stériliser a I’autoclave a 121°C

pendant 15 minutes.

v Le milieu BHIB

Pour la préparation de ce milieu de culture, il suffit de mélanger 37g du milieu déshydraté
dans 1 litre d’eau distillée stérile jusqu'a obtention d’une suspension homogéne (chauffer si
nécessaire), repartir ensuite a raison de 5 a 10ml par tube et enfin stériliser a 1’autoclave a

121°C pendant 15min.

Annexe 04 : Caractéristiques des souches testées.

v' Staphylococcus aureus

Ce sont Cocci @ Gram+ ubiquitaire avec un diamétre de 0.5 & 1.5pum. Elles sont
regroupées en diplocoques ou en petits amas (grappe de raisin). Ce type de bactérie sont

immobile, asporulés habituellement sans capsules.

Staphylococcus aureus, commensal de I'nomme et se révele étre pathogene opportuniste.
Responsable d’infections postopératoires, endocardite aigue, d’intoxications alimentaires et sa

résistance aux antibiotiques est parfois un grand probléeme pour le traitement des patients.
v Bacillus cereus

Ce sont des bacilles a Gram+, aerobies ou anaérobies facultatifs et sporulent. Les especes
de groupe Bacillus cereus sont caractérisées par une température optimale de croissance de
30-37°C mais elles sont capables de croitre de 4°C a 50°C selon les especes. Ces
caractéristiques les rendent particulierement résistante a la chaleur, le froid, la déshydratation

et I’action des désinfectants.
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Les produits alimentaires contaminés par cette souche sont plus précisément par leurs toxines,
ont été incriminés dans des toXi-infections alimentaires qui peuvent étre a I’origines des

maladies humaines.
v' Escherichia coli

Bacille a Gram- de forme non sporulée, de type aérobie facultative, généralement mobiles, sa

longueur varie de 2a 6um, alors que sa largeur est de 1.1 a 1.5 um.

Ce groupe de bactéries constituent la majeure partie de la flore microbienne aérobie du tube
digestif de ’homme et de nombreux animaux. Certaines souches sont virulentes, capables de
déclencher des infections spontanée des voies digestives et urinaires ou bien des méningites

néo-natales.
v' Pseudomonas aeroginosa

Ce sont des bacilles & Gram négatif, de forme non sporulée, ces bacilles de 1.5 & 3 um de long

et 0.5 a 0.8 um de large. Elles sont mobiles gracea une ciliature de type polaire monotriche.

Pseudomonas aeruginosa est responsable de 10% de 1’ensemble des infections nosocomiales,

occupent le 3*™rangaprés E. coli et S. aureus, mais le 1% rang pour les infections pulmonaires

basses et le 3*™ rang pour les infections urinaires

Annexe 05:Dilution a partir de la solution mére

Pour avoir des solutions diluées a partir d’une solution mére on applique la régle suivante :

(C1V1=CyVy)
C,: la concentration de la solution diluée que 1’on veut préparer.
V5 : le volume connu de la solution diluée.
C; : la concentration de la solution mere.
V1 : le volume inconnu de la solution mere qu’il faut prélever et ajuster avec de I’eau

distillée pour avoir une concentration finale.
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Annexe 06 : Résultats du dosage des polyphénols totaux

Figure 1 : dosage des polyphénols.
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Annexe 07:Résultats du test de ’activité antioxydante totale (TAC)

Figure 2 : Activité antioxydante totale del’acide ascorbique.

Figure 03 : Activité antioxydante de 1’Extrait aqueux deRosa canina L.
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Annexe 08 :Résultats du test de réduction du fer (FRAP)

Figure 04 : Pouvoir réducteur de I’acide ascorbique

Figure 05 : Pouvoir réducteur de I’extrait aqueux de Rosa canina L.
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Annexe 09 : Les courbes d’étalonnage

Vit C
/ Rosa canina
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Figure 06 : Comparaison de I’activité antioxydante totale de I’acide ascorbique et del’extrait
aqueux de Rosa canina L.
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Figure 07 : Comparaison du pouvoir réducteur ’acide ascorbique et de 1’extrait aqueux de
Rosa canina L.
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