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Introduction

Les plantes médicinales sont une source importante pour la recherche
pharmacologique et 1’élaboration des médicaments. Non seulement, leurs constituants sont
utilisés directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premieéres pour
la synthése des médicaments. Les infections microbiennes quant a elles, demeurent graves et
leur fréquence ne cesse d’augmenter, ce qui meéne a I'usage excessif des antibiotiques dans la
médication humaine et dans I’¢levage des animaux. Cela a conduit a la sélection des souches
microbiennes résistantes. Ce phénomeéne de résistance des bactéries aux antibiotiques se
développe de plus en plus de maniére quasi universelle, et il est devenu donc primordial
d’orienter les recherches vers des agents thérapeutiques efficaces et avec le moins d’effets

secondaires possible.

Les extraits issus des végétaux commencent a avoir beaucoup d’intéréts comme source
potentielle de molécules naturelles bioactives. Elles font ’objet de multiples études pour leur
éventuelle utilisation comme alternative dans le traitement des maladies infectieuses. On a
déduit d’apres des travaux de recherche que certaines plantes ont des effets antibactériens,
antioxydants, assez intéressant telle que Lavandula stoechas L. Ces activités biologiques sont
dues aux polyphénols qui sont des métabolites secondaires de grande importance

pharmacologique confirmés dans un grand nombre d’études. (AMIOUR et al., 2014).

L’Algérie est un pays riche en plantes aromatiques et médicinales (lavande entre
autres), Lavandula stoechas L ou lavande papillon (BENABDELKADER, 2012), connue sous

le nom de "Amezir".

Cette plante se présente sous la forme d’un arbrisseau treés ramifié, possédant des
fleurs de couleur violettes et qui est largement distribuée a travers toute la périphérie nord du
pays. Cette plante est connue pour sa richesse en huile essentielle et pour ses propriétés
antibactériennes, antifongiques (CAVANAGH et WILKINSON, 2002), antioxydantes et
désinfectantes des plaies contre les problémes dermiques. (GOREN et al., 2002).

Afin d’augmenter I’exploitation économique des espéces du genre Lavandula, celles-ci
font ’objet de plusieurs études sur leur composition chimique et I’activité biologique de ses
huiles. Cependant, il apparait un manque d’études sur la composition en polyphénols de

Lavandula stoechas L. (BENABDELKADER, 2012).

Dans cette perspective, ce présent travail, abordera dans un premier temps 1’étude

bibliographique des généralités sur Lavandula stoechas L ainsi que celle des polyphénols.
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Dans un deuxiéme temps, nous décrirons le matériel et les méthodes utilisés afin
d’extraire et doser les polyphénols totaux a partir des fleurs de Lavandula stoechas L, ainsi

que la détermination de I’activité antioxydante puis de I’activité antibactérienne.

Dans un troisiéme temps, nous exposerons nos résultats et la discussion relative aux

différentes expérimentations menées.

Enfin, nous terminerons par une conclusion ainsi que des perspectives de recherche

future.






Chapitre I Généralités sur lavandula stoechas L.

1. Présentation de Lavandula stoechas L

L’espéce Lavandula stoechas L, communément appelée, «lavande francaise»,
« lavande italienne », « lavande espagnole», « lavande des stoechades », « lavande maritimey,
« lavande papillon » ou « lavande a toupet », est une espeéce végétale bien connue qui fait
partit de la famille des Lamiacées ou Labiées. Elle posséde donc les mémes caractéristiques
morphologiques et communes a I’ensemble de cette famille. (BALOUIRI, 2011 ;
BENABDELKADER, 2012).Elle se présente sous la forme d’un buisson pouvant atteindre
un metre de haut (BENABDELKADER, 2012), tomenteux, blanchatre, tétragone (JULLIEN,
2016), tres ramifié et trés aromatique avec une lourde odeur semblable a celle du pin

(BENABDELKADER, 2012), I’essence qu’on peut en extraire a une odeur tres forte et
désagréable. (BARBIER, 1963).

2. Classification systématique

La lavande appartient a la famille des Lamiacées. Ces arbustes sont célebres pour leurs
fleurs trés parfumées et pour leurs feuillages aromatiques et persistants. On compte trente-
neuf especes de lavandes, toutes originaires des régions séches, ensoleillées et rocailleuses du

monde. (SAADATIAN et al., 2013). (Tableau I)

Selon (UPSON et ANDREWS, 2004) la taxonomie de la lavande papillon est la suivante :

Régne  Plantae
Sous régne  Plantes vasculaires
Embranchement  Spermaphytes
Sous embranchement Angiospermes
Classe  Dicotylédones
Sous classe  Dialypétales
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Sous famille  Nepetoideae
Genre  Lavandula
Espéce  Lavandula stoechas L

Tableau I : Taxonomie de Lavandula stoechas L (UPSON et ANDREWS, 2004).
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3. Répartition géographique

Lavandula stoechas L a été historiquement la premiére lavande a étre formellement
décrite et dont le territoire géographique est le plus vaste. Elle est répandue dans tout le bassin
méditerranéen (Europe méridionale, I’ Afrique du Nord et le Moyen Orient) avec une petite
disjonction sur la fronticre Lybie-Egypte. Actuellement, elle a été introduite et elle est
cultivée en Bretagne, Nouvelle Zélande et en Australie. (LIS-BALCHIN, 2002 ; AGRIMER,
2013). (Figure 01).

En Algérie, les populations naturelles de Lavandula stoechas L sont situées au nord du
pays, le long de la cote méditerranéenne dans les wilayas de Skikda, Jijel, Boumerdes, Bouira,
Blida, Médéa, Ain Defla, Chlef et Tizi Ouzou (BENABDELKADER, 2012), elle est parmi les
trés nombreuses especes végétales qui forment la flore spontanée algérienne. (HAUSSEIN,

2000).

Lavandula stoechas L est une plante tendre, qui préfére les endroits ensoleillés et les
sols riches ou la température ne descend pas en dessous de (-10°C) et surtout, sec. (CHU et

KEMPER, 2001 ; FESTY et DUPIN, 2012).

503

L]
@ Lovandula stoechas L

Figure 01 : Distribution géographique de Lavandula stoechas L (d’aprés UPSON et
ANDREWS, 2004).
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4. Caractéristiques des différentes parties de Lavandula stoechas L

Pour une description détaillée de la plante, il y’a nécessit¢ de décrire chaque organe

constituant la lavande papillon :
4.1 Feuilles

Les feuilles de Lavandula stoechas L sont petites, grisatres, tomenteuses. (BESOMBES,
2008).

Elles sont opposées, sessiles, oblongues, lancéolées, linéaires, étroites et recourbées sur les

bords, d’une longueur de 2 a 4 cm. (BENABDELKADER, 2012).

Les feuilles ne possédent pas de lobes ni de dents et elles sont dépourvues de stipules et de

pétioles. (SIDDIQUI et al., 2016). (Figure 02)

Feuilles opposées

Feuilles longues
et étroites

Feuilles Grisatres

Figure 02 : Feuilles de Lavandula stoechas L (FLORESALPES, 2019).
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4.2 Fleurs

Les fleurs, avec pédicelle, sont disposées en verticilles (DEBEAUX, 1894), tenues en
grappes de cymes cylindriques ou quadrangulaires (BATTANDIER, 1888), a l'extrémité de
tiges rarement feuillées (BENABDELKADER, 2012). L’¢pi floral est court (GUBB, 1913),
oblong, brievement pédonculgé; verticilles foliaires espacés. Chaque verticille est composé de
deux feuilles opposées, linéaires, acuminées au sommet, longues de 3 a 4 cm et larges de 2 a 3
mm, hispides en dessus, incandescentes en dessous, dépassant les entre-nceuds, et de 6 a §
petites feuilles linéaires-filiformes, naissant a l'aisselle des deux feuilles opposées composant
le verticille, et 3 a 4 fois plus courtes que celles-ci (DEBEAUX, 1894). Elles peuvent étre le

plus souvent mauves, bleues, violettes pourpres, roses ou lilas et parfois blanches.

La floraison de Lavandula stoechas L se déroule deux fois dans I’année, en printemps
puis en automne, (GIRAY et KIRICI, 2008) contrairement a certaines autres especes de

lavande qui ne fleurissent qu’une seule fois dans I’année. (Figure 03)

Figure 03 : Fleurs de Lavandula stoechas L (FLORESALPES, 2019).

4.3 Corolles

La corolle est constituée de cinq pétales soudés (Figure 04). Cette derniere présente
une forme en entonnoir, réguliere, exserte a tube dilaté a la gorge, elle possede deux lévres.
La levre supérieure possede deux lobes et l'inférieure trois. Elle est soudée avec quatre
¢tamines subégales. Les lobes sont de taille variable. Dans la section Stoechas le tube est

presque totalement inséré dans le calice. Les quatre étamines sont inclinées (courbant vers le

6
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bas), généralement didynamous (deux paires d'étamines inégales en longueur), la paire
antérieure ¢étant plus longue et inclue dans le tube. Le stigmate est unique, bilobé ou capité.
Les lobes nectariferes sont positionnés en face des ovaires. (BATTANDIER, 1888 ;
QUEZEL, 1963 ; BENABDELKADER, 2012).

Qorolle en forme
d’entonnoir a tube
dilaté a la gorge

5 pétales soudés
de la corolle

Figure 04 : Corolles de Lavandula stoechas L (FLORESALPES, 2019).

4.4 Calice

Le calice est tubulaire court et a cinq lobes qui se terminent par cinq dents inégales. 11
est persistant, régulier ou avec deux levres (bilabiée), la levre supérieure ayant alors trois
lobes et la lévre inférieure deux lobes. Les deux leévres sont plus ou moins égales en taille ou
la lévre postérieure est plus large ou modifiée en un appendice a huit, treize ou quinze
nervures. Les nervures des sépales inférieurs sont toutes portées a l'apex. La variation de
forme des calices offre de nombreux indices importants pour diagnostiquer les sections et
especes. Dans le genre Lavandula, le lobe médian de la leévre supérieure forme une extension
qui recouvre I’ouverture du calice avant I’épanouissement de la fleur ainsi qu’apres la tombée

de la corolle. (COUDERC-LE-VAILLANT et al., 1990).
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4.5 Bractéoles et bractées

Les bractéoles sont petites, souvent négligeables (Figure 05). Les bractées sont
portées au niveau des points de ramification, a la base de chaque cyme de fleurs. Chez
I’espéce Lavandula stoechas L, des bractées trés développées sont également présentes a
l'apex de I’inflorescence. Ces dernicres sont allongées, colorées, stériles et trés attractives
pour les pollinisateurs (HERRERA, 1997).Les cymes sont sous-tendues par des bractées qui
varient en taille, forme et nervation selon les taxons et qui peuvent avoir une valeur
taxonomique au sein du genre Lavandula. Dans les sections Dentatae et Stoechas, les bractées
sont trapézoidales avec une pointe courte alors qu’elles sont triangulaires dans la section
Subnudae avec une pointe trés allongée. Les nervures des bractées sont paralleles dans le
sous-genre Fabricia alors qu’elles sont réticulées dans les deux autres sous-genres.

(BENABDELKADER, 2012).

Bractees
colorées

Figure 05 : Bractées de Lavandula stoechas L (FLORESALPES, 2019).
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5. Composition chimique

Les constituants chimiques potentiellement actifs du genre Lavandula selon (CHU et

KEMPER, 2001) sont les suivants :

% Monoterpénes: a-pinéne, P-pinéne, B-ocimeéne, camphre, limonéne, p-cymene,
sabinéne, terpinéne.

% Monoterpénes alcools: a -terpinéol, bornéol, lavandulol, linalool, p-cyméne-8-ol,
transpivocarveol.

% Monoterpene aldéhydes: aldéhyde de cumin.

% Monoterpéne ethers: 1,8-cinéole.

% Monoterpene esters: acétate de linalyl, acétate de terpényl.

% Monoterpénes cétones: carvone, coumarine, cryptone, fenchone, methylheptenone,
noctanone, nopinone, p-méthylacétophénone.

< Benzenoides: eugénol, coumarine, carvacrol, acide hydroxycinnamique, acide
rosmarinique, thymol.

% Sesquiterpeénes: caryophylléne, oxyde de caryophylléne, a-photosantanol, o -santalal,
o — norsantalénon.

% Traces de nombreux autres composés (CHU et KEMPER, 2001).

L’huile essentielle de Lavandula stoechas L d ’Algérie, analysée au stade de pleine
floraison, contient: a-Pinéne a 1.0 %, p-Cyméne a 6.5%, Fenchone a 31.6%, Camphre a
22.4%, et Lavandulyl acétate a 3.0 %, comme principaux constituants avec une variation

quantitative et qualitative par rapport a d’autres pays. (DOB et al., 2006).

Le genre Lavandula est relativement riche en constituants phénoliques. Environ dix-
neuf flavones et huit anthocyanines ont été trouvées dans cette plante. Deux esters de 1’acide
hydroxycinnamique, 1’acide rosmarinique et I’acide chlorogénique, sont régulicrement
présents dans les feuilles des especes du genre Lavandula. (HARBORNE et WILLIAMS,
2002). Les flavonoides identifiés de Lavandula stoechas L sont : apigénine 7-glucoside,

lutéoline, lutéoline 7-glucoside et lutéoline 7-glucuronide. (UPSON et al., 2000).
6. Usage moderne et traditionnel de Lavandula stoechas L

Jadis, les égyptiens imbibaient des tissus de coton avec de la lavande lors des
momifications. Grecs et Romains ’appréciaient pour son parfum et surtout pour ses vertus

thérapeutiques. Le nom lavande vient du latin lavare, car les Romains parfumaient leurs bains
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avec cette plante. Cette opération avait un double effet : elle parfumait le corps, en méme
temps et surtout, elle le protégeait contre les maladies, grace a son grand pouvoir antiseptique

et antibiotique. (WILSON et GIRARD, 2007).

Au Moyen-Age, on I'utilisait pour combattre la peste bubonique. On pensait que le

mélange lavande-romarin (Rosmarinus officinalis) incitait a rester chaste. (COUPLAN, 2012).

Au Pallars, la lavande a été utilisée comme protectrice du foyer. Avec la partie
supérieure de la plante, on confectionnait une croix pour les portes de maisons qui protégeait
contre les maladies et la fatalit¢. (VIALARD, 2008) On I’utilisait aussi comme talisman
contre les calamités climatiques : le mélange lavande (Lavandula angustifolia), sureau
(Sambucusnigra L.) et thym (Thymus vulgaris) s’utilisait en fumigation seche pour prévenir
les tempétes. (WILSON et GIRARD, 2007) Mais cela reste incertain, car elle était peu connue
non seulement des Grecs mais aussi des Romains. Par contre, comme elle était fort prisée en
France, a I’époque médiévale , pour marquer les mauvaises odeurs, le golt de la viande
avariée et pour prévenir les maladies, il serait plus plausible que son nom dérive de livere, €tre

livide ou étre bleue, du latin médiéval lavandula. (WILSON et GIRARD, 2007).

Aujourd’hui, la lavande est généralement utilisée dans la préparation des parfums et

les savons et produits pharmaceutique. (MENCEUR et al., 2016 ; SOUIHI et al., 2017).

L’huile essentielle de la lavande est largement employée dans I’industrie du parfum
(eaux de Cologne, savons, vernis, lotions pour la peau, démaquillants...) (SCHAUENBERG et
PARIS, 2010). En parfumerie, la lavande fixe et stabilise toutes les essences de fleurs entre
elles pour éviter que le parfum ne vire, de plus, la lavande fine est indispensable pour la tenue

des parfums puisqu’elle sert de note de ceeur, apparaissant entre deux et quatre heures apres la

pose du parfum. (SCHAUENBERG et PARIS, 2010).

Lavandula stoechas L posséde des propriétés thérapeutiques remarquables, la
décoction des feuilles est utilisée dans le cas d'infections intestinales, de gastralgies et dans les
douleurs coliques (NADKARNI, 1982 ; USMANGHANI et al., 1997 ;SIDDIQUI et al.,2016)
, mais c'est surtout pour ses propriétés antitussives qu'elle est largement recommandée. Les
fleurs en décoction apaisent l'hystérie, ingérées telles quelles, elles seraient également
efficaces pour calmer la toux, I'asthme (BELOUED, 2005) et pour la lutte contre les insectes
comme insectifuge (SKOULA et ABIDI, 1996 ; MENNAL et CHENNAFI, 2015) ou
insecticide. (GOREN et al., 2002).
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Son huile essentielle est un précieux remede des premiers secours, elle accélere la
guérison des brilures des plaies (action cicatrisante, réparatrice (MENNAL et CHENNAFI,
2015) et désinfecte les plaies contre les problémes dermiques (GOREN et al., 2002), a aussi
des effets positifs sur les infections urinaires, les maladies cardiaques, l'eczéma (BAYTOP,
1999), spasmolytiques, contre le diabete, la fievre (CHU et KEMPER, 2001), les douleurs
menstruelles féminines, les calculs rénaux, 1’anthrax, I’otite, 1'hypertension (SKOULA et

ABIDI, 1996) et pour traiter I’infertilité. (CHU et KEMPER, 2001).

De plus, la lavande papillon a un effet anti-inflammatoire (SOSA et ALTINIER,
2005), antispasmodique (GOREN et al., 2002), anti-carcinogéne, antidépresseur, antioxydant
(GOREN et al., 2002), expectorant, stimulant (GIRAY et KIRICI, 2008) et antimicrobien.
(ASIMGIL, 1997; GOREN et al., 2002).
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Chapitre I1 Polyphénols et activités biologiques

1. Généralités

Communément considérés comme métabolites secondaires, les polyphénols sont
présents chez tous les végétaux supérieurs. Ils correspondent a une trés large gamme de
structures chimiques qui se caractérisent par une répartition qualitative et quantitative trés
inégale selon les espéces considérées mais aussi les organes, les tissus et les stades
physiologiques .Ce sont un vaste ensemble de substances qui possédent un cycle aromatique
portant au moins un groupement hydroxyle libre (J.JMACHEX, 2005).Les composés
phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies d’¢laboration de cycles
aromatiques, la voie Shikimate (également responsable de la syntheése des acides aminés
phénylalanine et tyrosine) et la voie de ’acétate malonate, qui consiste en la condensation de
molécules d’acétylcoenzyme A (ACHAT.S, 2013). Les composés phénoliques participent
activement aux interactions de la plante avec son environnement jouant soit le role des
signaux de reconnaissance entre les plantes (Allélopathie), entre les plantes et les symbioses,
ou bien lui permettant de résister aux diverses agressions vis-a-vis des organismes
pathogenes. Ils participent de maniere trés efficace a la tolérance des végétaux a des stress
variés, donc ces composés jouent un role essentiel dans I'équilibre et I’adaptation de la plante

au sein de son milieu naturel. (ZEGHAD. N ,2009).

Ce sont aussi des €léments importants de qualités sensorielles (couleur et caractéres
organoleptiques) et nutritionnelles des végétaux, tels que les 1égumes, les fruits, les céréales
ou les fruits secs, ainsi que dans les boissons, le café, le cacao ou le thé. Que consomme
I'homme (environ un gramme de polyphénols chaque jour), soit dix fois plus que de vitamine
C et cent fois plus que de caroténoides ou vitamine E (SCALBERT et al., 2005). Ils font donc
partie intégrante de 1’alimentation humaine et animale et nous sont bénéfique (MARTIN et
ANDRIANTSITOHAINA, 2002) puisqu’ils présentent plusieurs effets biologiques en
fonction de leurs diverses propriétés : anti-inflammatoire, antioxydante, cardio-protectrice,

antivirale/bactérienne et anti-cancérigene. (1ZZO et al., 2020).

2. Biosynthese des polyphénols
Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques :

2.1 La voie Shikimate

La voie Shikimate produit des acides aminés aromatiques (tyrosine, tryptophane,

phénylalanine) qui peuvent étre a lorigine de métabolites secondaires ou primaires
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Chapitre 11 Polyphénols et activités biologiques

(HOPKINS, 2003). La synthése de ces acides aminés aromatiques commence par une
condensation de phosphoénol pyruvate avec [érytrose-4-phostaphate pour former un
composer de 7C, le 3-désoxyD-arabinoheptulosonate-7-phosphate (DAHP) (JEAN, 2009). Ce
dernier subit une cyclisation puis une réduction pour former le shikimate (HOPKINS, 2003).
L’acide shikimique aprés transformation en acide chorismique conduit a la tyrosine,

tryptophane et phénylalanine (Figure 06) (MOROT-GAUDRY, 1997).

N

P - énolpyruvate 1 2 3

n mmmm) Shikimate wssssp Chorismate wssssp Anthranilate

Erythrose4 - P \

Phénylpyruvate

Préphenate

Hydroxyphényl
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Indole 3 - glycérol - P
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Tryptophane
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Shikimate kinase
2 5-Enol pyruvyl shikimate
3-phosphate synthase
3 Chorismate synthase
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5 et 6 Transaminases
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Figure 06 : Voie de synthése des acides aminés aromatiques (MOROT-GAUDRY, 1997).

Les deux acides aminées aromatiques phénylalanine et tyrosine, sont a 1’origine de la
formation de la plupart des molécules phénoliques chez les végétaux (MACHEIX et al.,
2005). La tyrosine peut étre désaminée directement par TAL (tyrosine ammonia-lyase) et
forme l'acide p-coumarique tandis que la phénylalanine est désaminée par PAL
(phénylalanine ammonia-lyase) et forme I’acide cinnamique qui est rapidement transformé en
acide p-coumarique par 1’addition d’un radical hydroxyle. L’addition séquentielle de radicaux
hydroxyle et méthyl donne naissance respectivement aux acides caféiques et féruliques
(Figure 07) (HOPKINS, 2003). Alors que la désamination de la phénylalanine et de la
tyrosine conduit aux acides cinnamiques (MACHEIX, 1996) et a leurs nombreux dérivés :

acides benzoiques, lignanes et lignines, acétophénones, coumarines, ...etc (JEAN, 2009).
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Figure 07 : Biosynthése des composés phénoliques par la voie Shikimate (HOPKINS, 2003).

2.2 La voie de ’acétate malonate

Une seconde voie de biosynthése, consiste a réaliser non plus un seul noyau
benzénique, mais un ensemble de noyaux aromatiques par cyclisation de chaines
polycétoniques, elles-mémes obtenues par condensation de groupements acétate. Par exemple,
I’¢leuthérinol, une chromone provenant de la condensation de groupements acétates. Chez les
végétaux supérieurs, cette voie des polyacétates concerne un petit nombre de composés. En
revanche cette seconde voie intervient pour réaliser un second noyau benzénique chez les
végétaux supérieurs pour de nombreux composés possédant déja un noyau aromatique obtenu
par la voie Shikimate : ce sont les composés mixtes dont les représentants les plus importants

sont les flavonoides. (GUIGNARD, J.-L, 1996)

C’est la malonyl-CoA qui fournit, par décarboxylation, les unités en C2 pour allonger
le complexe acyl-CoA. L’acide polycétonique formé se referme en un cycle portant une
chaine latérale. Le cycle A de la structure flavane est construit sur ce principe ; il est ensuite
complété a 1’aide de dérivés de I’acide cinnamique, par un hétérocycle central, puis par un
second cycle aromatique (cycle B). Ainsi, les deux voies responsables de la biosynthése des
composés phénoliques se rejoignent. (GUIGNARD, J.-L, 1996 ; GUIGNARD, J-L, 2000 ;
RICHTER, G., 1993).
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3. Principales structures phénoliques

Chez les polyphénols, il existe un grand nombre de structures qui sont caractérisées
par la présence au moins d’un noyau benzénique (phénol), auquel est directement li¢ un ou

plusieurs groupes hydroxyle. (JEAN, 2009). (Figure 08).

Leurs structures varient depuis les molécules simples (acides phénoliques simples vers

les molécules les plus hautement polymérisées. (Tanins condensés)

OH

L J

Figure 08 : Structure de base du phénol (CHEYNIER, 2005).

Ils sont répartis en différentes classes définies d’abord en fonction de la complexité du
squelette de base (allant d'un simple C6 a des formes trés polymérisées), ensuite par le degré
de modifications de ce squelette (degré d'oxydation, d'hydroxylation, de méthylation ...), enfin
par les liaisons possibles de ces molécules de base avec d'autres molécules (glucides, lipides,
protéines, autres métabolites secondaires pouvant étre ou non des composés phénoliques

(MACHEIX et al., 2006). (Tableau II)
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Tableau II : Les différentes classes des composés phénoliques (MACHEIX et al., 2005).
4. Classification des polyphénols

Les polyphénols peuvent se regrouper en trois grands groupes : Les non flavonoides
dont les principaux composés sont : les acides phénoliques, les stilbeénes, les lignanes, les
lignines et les coumarines (HOFFMANN, 2003) et les flavonoides, dont on caractérise
principalement : les flavones, flavanones, flavonols, isoflavonones, anthocyanines,

proanthocyanidines et flavanols et enfin les tanins. (PINCEMAIL et al., 2007).
4.1 Les non flavonoides
4.1.1 Les acides phénoliques

Ce sont I'une des classes les plus importantes d'acides organiques possédant des
noyaux phénoliques, qui sont largement distribués dans les plantes (LI et al., 2020). Ils
constituent environ un tiers des composés phénoliques des aliments d'origine végétale comme

les fruits, les légumes, les épices, les céréales et les boissons (RASHMI et NEGI, 2020). 11
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existe deux sortes d’acides phénoliques: les acides hydroxycinnamiques et les acides

hydroxybenzoiques. (COLETTE, 2010).
4.1.1.1 Dérivés de I’acide hydroxybenzoique

Les acides hydroxybenzoiques possédent une structure commune en (C6-Cl) et
dérivent de I'acide benzoique (KUMAR et GOEL, 2019). Leurs structure est similaire a celle
de I’acide hydroxycinnamique; le squelette de base reste le méme (Figure 09), le nombre et la
position des groupes hydroxyle sur le cycle aromatique font la différence et établissent la
variété. (STALIKAS, 2007). Ils se trouvent sous forme soluble (conjugués avec des sucres ou
des acides organiques) et liés a des fractions de paroi cellulaire comme la lignine (ROBBINS,
2003). On trouve ’acide vanillique, I’acide syringique, 1’acide gentisique et ’acide gallique.
Ce dernier est le principal composé dont la teneur est comprise entre 100 et 230 mg/kg.

(CHIRA et al., 2008).

R2 R1
R1=R2=R3=R4 =H: acide benzoique (non phénolique)
R3 COOH R1=R2=R4 =H, R3 = 0OH : acide p-hydroxybenzoique
R1=R4 =H, R2=R3 = OH : acide protocatéchique
R1=R4 =H, R2 =0CH3, R3 = OH : acide vanillique
R4 R1=H,R2=R3=R4 = OH : acide gallique

Figure 09: Quelques exemples d’acide hydroxybenzoique (SARNI-MANCHADO P et
CHEYNIER V, 20006).

4.1.1.2 Dérivés de ’acide hydroxycinnamique

Les acides hydroxycinnamiques dérivent de l'acide cinnamique (C6-C3), et sont
présents dans les aliments souvent sous forme d'esters simples avec de I'acide quinique ou du
glucose. (KUMAR et GOEL, 2019). Leur squelette de base est un noyau benzénique (Figure
10) avec une chaine aliphatique a trois carbones, avec un ou plusieurs groupements
hydroxyles. (CHIRA et al., 2008).Ils ont un role de précurseurs basiques dans la biosynthese
de divers phénols végétaux. (KAURINOVIC et VASTAG, 2019). Les dérivés d'acide
hydroxycinnamique des plantes comprennent : les acides p-caumarique, caféique (CaA),

férulique (FA) et sinapique. (MILLER et al., 2014).
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Figure 10 : Structure de base d’acide hydroxycinnamique (STALIKAS, 2007).

4.1.2 Les stilbénes

Les stilbénes sont un groupe important de composés phytochimiques non flavonoides
dérivés de la voie phénylpropanoide (SIREROL et al., 2016). Ils ont une structure C6-C2-C6
avec deux noyaux benzéniques reli€s par un pont méthyléne (CHIRA et al., 2008). Ils sont
présents en petites quantités dans 1’alimentation humaine comme les raisins, les amandes, les
haricots, les bleuets, la prune et le vin (DURAZZO et al., 2019). La plupart des stilbénes
végétaux sont des dérivés de l'unité de base trans-resvératrol. (Figure 11) (SHEN et al,
2009). Ce dernier peut prévenir ou ralentir la progression d'une grande variété de maladies, y

compris le cancer et les maladies cardiovasculaires. (CHONG et al., 2009).

OH

Hol\

OH

Figure 11 : Structure chimique du trans-resvératrol (DURAZZO et al., 2019).
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4.1.3 Lignanes

Les lignanes sont l'un des groupes les plus importants de métabolites secondaires
largement distribués dans le régne végétal (PIHLAVA et al., 2018). Environ soixante-dix
especes végétales différentes sont riches en divers lignanes dans leurs racines, rhi-zomes,
tiges, feuilles, graines et fruits (CORONA et al., 2020). La majorité des lignanes sont trouvés
a I'état libre, mais certains parmi eux peuvent se combiner avec du glycone et former des
glycosides et d'autres dérivés. Structurellement, le lignane contient un squelette de base de
deux unités de phénylpropane ou plus (CUI et al., 2020). Lorsque le mode de liaison des deux
unités est unique, en 8 et 8’(appeler ainsi B-f’), ces composés sont appelés «lignanes
classiques». En revanche, les composés sont appelés «né€olignanes» si les principales unités
structurales sont couplées de toute autre maniere (liaison non 8-8) (LAMBLIN et al., 2008).

(Figurel2) :

Figure 12 : Classification des lignanes : (A) néolignane, (B) lignane classique (CUI et al.,
2020).

4.1.4 Lignines

La lignine est un des éléments structuraux polymériques les plus abondants dans la
nature apres la cellulose (BAGNIEWSKA-ZADWORNA et al., 2014).Elle est formée par
trois alcools phénoliques simples : p-coumarylique, sinapylique et coniférylique (Figure 13)

(VANHOLME et al., 2010).
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Alcool p-coumarylique Alcool sinapylique Alcool coniférylique
Figure 13: Alcools phénoliques formant la lignine (VANHOLME et al., 2010).

Elle est localisée dans les parois cellulaires et plus spécialement dans les parois
secondaires des €léments conducteurs, contribuant a la résistance mécanique et a la rigidité
des tiges lignifiées. Malgré son abondance (elle n’est dépassée que par celle de la cellulose),
sa structure n’est pas bien comprise. La lignine est un trés grand polymere, insoluble dans
I’eau et dans la plupart des solvants organiques, il est donc impossible de I’extraire sans lui
faire subir d’importantes dégradations. De plus les trois monomeéres de bases peuvent
s’assembler de multiples fagon formant une structure tridimensionnelle trés ramifiée

(HOPKINS, 2003), comme le montre la figure 14 :

HO

Lignin—Q

Figure 14 : Structure d’une lignine (MOROT-GAUDY, 2010).
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4.1.5 Les coumarines

Les coumarines sont des composés hétérocycliques naturels trés intéressants avec leurs
structures et leurs activités biologiques; elles comprennent une grande classe de substances
phénoliques (JEAN, 2009).Elles peuvent étre classées en quatre types, a savoir les coumarines
simples, les furanocoumarines, les pyranocoumarines et les coumarines a substitution pyrone
(GARG et al., 2020). La coumarine la plus simple, dépourvue de groupe hydroxyle —OH, est
la 1-benzopyran-2-one COH602. (FORET, 2018). (Figure 15)

1

Figure 15 : Structure chimique d’une coumarine (JEAN, 2009).

Dans la cellule, les coumarines sont principalement présentes sous forme glycosylée.
Cette glycosylation serait une forme de stockage permettant d’éviter les effets toxiques des

coumarines sur la cellule et la croissance (HOFFMANN, 2003).

Actuellement ces compos€s aromatiques sont largement utilisés en médecine : les
dérivés de coumarine ont un effet toxique sur les cellules cancéreuses, empéchant

l'inflammation et agissant contre les caillots sanguins (KOWALCZYK et al., 2020).
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4.2 Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondaires des plantes qui appartiennent a la
famille des polyphénols qui compte presque huit milles composés polyphénoliques naturels
(STALIKAS, 2007). Ce sont des produits quasi universels des végétaux souvent rencontrés
dans les fruits et légumes, responsable de coloration de nombreux végétaux (fruit et
fleurs).Tous les flavonoides possedent la méme structure de base, le noyau flavane (Figure
16) constitu¢ de quinze atomes de carbone qui sont assemblés en trois cycles : A, B et C (A et
B sont des noyaux aromatiques, et le noyau C, est un hétérocycle oxygéné central) (BRAVO,

1998).

Figure 16 : Structure de base des flavonoides (PIETTA, 2000).

Les flavonoides interviennent dans la pigmentation des fleurs et dans les processus de
défense contre le rayonnement UV, les herbivores et les attaques microbiennes (KORKINA et

AFANAS’EV, 1997).

La famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui différent par leurs
structures chimiques: flavanols, flavones, flavonols, flavanones, isoflavones et les

anthocyanidines ou anthocyanidols (KHIREDDINE .H, 2014). (Tableau III)
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Tableau III : Structure des principales sous-classes de flavonoides (IZZO et al., 2020).
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4.3 Les tanins

Les tanins désignent un groupe de substances phénoliques polymériques hydrosolubles
dont le poids moléculaire est compris entre 500 et 30000 (SEREME et al., 2008). Ils sont
présents en diverses concentrations dans diverses parties de la plante : I'écorce, le bois, les
feuilles, les fruits et les racines (VANDI et al., 2016). Les tanins sont largement répandus
dans I'alimentation humaine, tel que les pépins de raisin, les pommes, les baies, le vin rouge,
le chocolat, le cacao et autres (BULE et al., 2020). Ils ont la propriété de tanner la peau,
c’est-a-dire de la rendre imputrescible, grace a leur propriété de se combiner aux protéines,

'amidon ou la gélatine. (ALIHOSSEINI, 2017 ; ROUX, 2007).

Les tanins peuvent étre divisés en deux catégories : hydrolysables et condensés (CHEN et al.,

2020).
4.3.1 Les tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables ou acides tanniques sont des polymeéres de I’acide gallique ou
de son produit de condensation : I’acide ellagique. Ils ont un poids moléculaire plus faible et
précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condensés. (ROUX et al., 2007). Ils
sont nommés tanins hydrolysables parce que le traitement avec des acides faibles hydrolyse
facilement les résidus d'acide gallique et produit des acides phénoliques avec un hydrate de
carbone coré. Cependant, la production de diverses structures tanniques hydrolysables
suggere qu'ils sont employés dans une fonction spécialisée. Une utilisation indiquée des tanins
hydrolysables dans la défense des plantes contre les toxines et pour éviter la prédation

herbivore. (HOLDERNESS et al/., 2008).

Les tanins hydrolysables sont divisés en deux groupes: les Gallotanins et les
Ellagitannins dont le premier groupe est formé a partir de I’acide gallique et le deuxieéme est
obtenu principalement a partir de I’acide ellagique (Figure 17) (KHANBABAEE et REE,
2001 ; CAl et al., 20006).

24



Chapitre 11 Polyphénols et activités biologiques

Figure 17: Structure chimique d’un tannin hydrolysable : Ellagitannin (A) Gallotannin (B).
(KHANBABAEE et REE, 2001).

4.3.2 Les tanins condensés

Les tanins condensés également appelés proanthocyanidines, sont des polyméres a
noyau flavone qui ont un poids moléculaire élevé (de 1000 a 30000) et une forte affinité pour
les protéines (JARRIGE et RUCKEBUSCH, 1995).Ils sont largement répandus dans
I’alimentation (fruits, vin, thé, etc.) et résultent de la polymérisation de molécules
¢lémentaires de flavanes (flavanes ol-3, flavane ol-4, flavane diol —3,4). Ils se différent
fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possédent pas de sucre dans leurs
molécule et leurs structure est voisine a celle des flavonoides. (Figurel8) et comme les tanins
hydrolysables, ils jouent un rdle important dans la défense contre les herbivores.

(BRUNETON.J, 1999 ; BOGS et al., 2005 ; HOLDERNESS et al., 2008).
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Figure 18 : Structure des tanins condensés (BULE et al., 2020).

5. Roles et fonctions biologiques

Les recherches récentes sur les polyphénols sont trés poussées en raison de leurs diverses

propriétés et effets bénéfiques sur la santé humaine ou chez les végétaux.
5.1 Chez I’étre humain

Le role des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leurs interactions possible avec de nombreuses enzymes et de
leurs propriétés antioxydantes (FLEURIET, al., 2005). Spécifiquement, on attribue aux
flavonoides des propriétés variées: veinotonique, antitumorale, anti-radicalaire, anti-
inflammatoire, analgésique, antiallergique, antispasmodique, antibactérienne,
hépatoprotectrice, estrogénique et/ ou anti-estrogénique. Ils sont également connus pour
moduler Dlactivit¢ de plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires. Les flavonoides
favorisent la relaxation vasculaire et empéchent l'agglutinement des plaquettes sanguines. Par
conséquent, ils réduisent la coagulation du sang et le rendent plus fluide. Ils limitent
l'oxydation des lipides sanguins et contribuent a la lutte contre les plaques d'athérome. Ils sont
aussi anxiolytiques et protegent nos arteres contre l'athérosclérose et réduisent la thrombose
(caillots dans les artéres).Les exemples de quelques composés phénoliques et de leurs

activités biologiques sont récapitulés dans le tableau IV :
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Tableau IV: Propriétés biologiques de quelques polyphénols dans 1’organisme.
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5.2 Chez les végétaux

Comme dit précédemment, les polyphénols interviennent dans la défense contre les
herbivores, en effet les plantes pour se protéger de ces prédateurs, produisent des composés
phénoliques (BRAKE et CHASE, 2019), les tanins en particulier, protégent les plantes contre

les prédateurs comme les animaux, les insectes et les microbes. (MADHAN et al., 2005).

La quantité de tanins présente dans le bois permet une résistance des ligneux contre les
champignons de pourritures : les tanins condensés pour de nombreuses légumineuses et
Anacardiaceae, et les tanins hydrolysables pour les Myrtaceae. 11 existe une corrélation entre
la capacité des plantes a résister aux infections parasitaires et la teneur en flavones et les

flavanes. (PHILOGENE et al/., 2008)

Les composés phénoliques peuvent aussi affecter positivement ou négativement les
caractéristiques sensorielles des aliments avec des impacts sur la couleur (OLIVEIRA et al.,
2014); (les anthocyanes sont des pigments naturels, induisant toutes les couleurs, bleu, rose,
rouge de différents fruits et légumes), la saveur (les flavonoides), ’amertume du cacao et de

l'astringence (Tanins) (MORAND, 2014).

Enfin, ils sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme la
croissance cellulaire, la rhizogenése, la germination des graines et la maturation des fruits.

(BOIZOT et CHARPENTIER, 2006).
6. Activités biologiques
6.1 Activité antioxydante

Les antioxydants sont des composés tres divers qui regroupent des protéines a activité
enzymatique (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase) et non enzymatique
(séquestrant des métaux) et des petites molécules liposolubles (vitamine E, - caroténe) ou
hydrosolubles (vitamine C, acide urique). C’est toute substance qui, lorsqu’elle est présente en
faible concentration comparée a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de maniere

significative I’oxydation de ce substrat. (HALLIWELL, 1999).
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Les composés phénoliques sont parmi les antioxydants les plus puissants, ces derniers peuvent

agir selon divers mécanismes :

% Piégeage des_radicaux libres.
% Chélation_des_ions_métalliques.

% Inhibition_enzymatique.

6.1.1 Piégeage des radicaux libres

Les composés phénoliques ont des propriétés antioxydantes en raison de leurs capacité
a piéger les radicaux libres et les especes réactives de 1'oxygene, le processus est radicalaire
(SOKMEN et al., 2012). Ils interférent avec l'oxydation des lipides et d'autres molécules par
la donation rapide d'un atome d'hydrogéne aux radicaux libres selon un mécanisme proposé
des 1976 par Sherwin : ’antioxydant cede formellement un radical hydrogéne, qui peut étre
un transfert d’électron suivi, plus ou moins rapidement, par un transfert de proton, pour
donner un radical intermédiaire. Il est stabilis€¢ par ses structures mésomeres conjuguées

(SOKMEN et al., 2012). (Figure 19)

Figure 19 : Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques.

Les radicaux intermédiaires phénoxy (PO") sont relativement stables en raison de la
résonance et donc une nouvelle réaction en chaine n'est pas facile a initier (DAI et MUMPER,

2010).

Par ailleurs, ils peuvent agirent avec d'autres radicaux libres selon la réaction:

PO’ + R = POR|
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Les composés phénoliques possedent une structure chimique idéale pour le piégeage des

radicaux libres, parce qu’ils posse¢dent:

- Des groupes phénoliques hydroxyles qui sont susceptibles de donner un atome d'hydrogéne

ou un ¢électron au radical libre.
- Un systéme aromatique stabilisé par la résonnance (DAI et MUMPER, 2010).

Les flavonoides en général et les flavan-3-ols en particulier sont de bons piégeurs des
radicaux libres (FRAGA, 2007). A cause de la présence de 3’,4’-dihydroxy et la présence du
groupe o-dihydroxy (structure des catéchols) sur le noyau aromatique B; ils possedent la
propriété de donneur d’¢électrons. En outre, la présence du 3-OH du cycle C est également
bénéfique pour l'activité antioxydante des flavonoides. La présence de la double liaison C2-
C3 conjuguée avec le groupe 4-céto est responsable de la délocalisation des électrons du

noyau B, ce qui améliore encore I’activité antiradicalaire (AMIC et al., 2003). (Figure20)

Figure 20: Les caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de piégeage des

radicaux libres élevée (AMIC et al., 2003).
6.1.2 Chélation des ions métalliques

Les ions métalliques sont nécessaires pour le fonctionnement des processus
biochimiques et physiologiques cellulaires, mais dans certains cas et lorsque leur mécanisme
d'action n'est pas bien contr6lé, ces mémes ions peuvent étre a l'origine d'une peroxydation

lipidique, un stress oxydatif, ou une blessure des tissus, a titre d'exemple : Cu®*" est un
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stimulateur de la peroxydation des LDL. (TIWARI, 2001). Les composés phénoliques avec
catéchol et groupes gallate peuvent inhiber le métal induit et la formation du radical oxygene
soit par coordination avec le Fe?" et le renforcement de I'auto-oxydation de Fe** soit par la
formation de complexe inactif avec le Cu?***Fe*" ou le Cu” relativement avec faible interaction.

(YOSHINO et al., 1998 ; PERRON et BRUMAGHIN, 2009).

H20;+ Cu” or Fe? ? Cu? or Fe** +'OH + H,0)

La chélation des ions métalliques par les flavonoides nécessite trois sites principaux :

- Noyau catéchol sur le cycle B.

- Les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C.

- Le groupe 4-oxo et 5S-hydroxyle entre les cycles A et C (PIETTA, 2000 ; HEIM et al., 2002).

A titre d'exemple : la quercétine et la myricétine répondent a tous ces critéres nécessaires pour

avoir une activité anti-radicalaire efficace et importante (MIDDLETON et al., 2000).
6.1.3 Inhibition enzymatique

En raison de la présence de multiples fonctionnalités phénol, ils interagissent avec les
protéines si fortement, que la précipitation des complexes protéines-polyphénols se produit
fréquemment, ce qui est la base de leur utilisation dans le processus de tannage du cuir
(HANDIQUE et BARUAH, 2002). Les phénomeénes d’interaction polyphénols-protéines ont
¢té largement étudiés in vitro, particuliecrement dans le cas des flavonoides (ROLO-
NARANIJO et al., 2009). Afin de préciser le mécanisme d’action de 1’activité inhibitrice des
flavonoides, des ¢tudes ont été réalisées sur I’effet de la quercétine sur I’oxydation de I’acide
linoléique par une lipoxygénase. Ces auteurs ont constaté que le mécanisme d’inhibition des
lipoxygénases par la quercétine ne serait pas di & une complexation ou a une oxydation du
Fe?" mais plut6t a une inhibition irréversible résultant de liaisons covalentes entre I’enzyme et

les dérivés oxydés de la quercétine (quinone ou radical phénoxy) (CHEBIL, 2006).
6.2 Activité antibactérienne

Les polyphénols peuvent interagir avec la paroi bactérienne, cependant la sensibilité
a l'action des polyphénols sur les bactéries Gram-positives est différente de celle des bactéries

Gram-négatives ; ces dernieres sont plus résistantes aux actions des polyphénols. Cela est di
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aux différences de composition de la paroi cellulaire qui entrave les connexions des

polyphénols aux couches de peptidoglycane de ces micro-organismes (CUI et al., 2012).

Pour rappel, les parois cellulaires des bactéries Gram-négatives sont constituées d'une
fine couche de peptidoglycane et de la membrane externe qui est composée d'une bicouche
phospholipidique et de protéines et, sur son feuillet externe contient des lipopolysaccharides
(LPS). Chez les bactéries Gram-positives, les parois cellulaires n'ont pas de membrane
externe et sont donc composées d'une épaisse couche de peptidoglycane et d'acides

lipotéichoiques (Figure 21) (BROWN et a/., 2015).

Polymeres
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Figure 21 : Représentation schématique de I’enveloppe cellulaire des bactéries Gram-

positives (A) et Gram-négatives (B). (CECILE MORLOT, 2013)

Les flavones, les flavonoides et les flavonols sont des substances antimicrobiennes

efficaces contre un large éventail de micro-organismes en raison de leur capacité a complexer
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les parois cellulaires microbiennes, (TAKAHASHI et al., 1995 ; COWAN, 1999 ; ZHAO et
al., 2001 ; ZHAO et al., 2002).

Ces derniéres années, l'interaction des favan-3-ols, en particulier des flavan-3-ols du
thé vert, avec la paroi cellulaire bactérienne a été largement étudiée pour leur potentiel

antibactérien.

Le gallate d'épigallocatéchine (EGCG) (polyphénol que I’on retrouve dans le thé vert)
est capable de se lier directement au peptidoglycane de Staphylococcus aureus , affectant
l'intégrité cellulaire, et réduisant ainsi la tolérance de la cellule a la fois a une force ionique
¢levée et a une faible pression osmotique dii a ’endommagement de la paroi cellulaire.

(ZHAO et al., 2002).

Les polyphénols sont aussi capables de désintégrer la membrane externe, libérant du
LPS et augmentant la perméabilit¢ de la membrane cytoplasmique (BURT, 2004 ;
NOHYNEK et a/.,2006).

En effet, les extraits phénoliques de chicouté et de framboise sont capables de
désintégrer la membrane externe de Salmonella en chélatant les cations divalents de la
membrane externe ou en les insérant dans la membrane externe avec la substitution de cations
stabilisants. En outre, ils ont supposé que l'ellagitanin du chicouté et de la framboise et 1'acide
ellagique de la canneberge étaient responsables de l'activité antimicrobienne de ces baies

(NOHYNEK et al.,2006).

Les polyphénols, en particulier les catéchines du thé, peuvent aussi interagir avec les
membranes bactériennes (IKIGAI et a/,1993; CHO etal., 2007; MATSUMOTO
et al., 2012).

Chez les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, l'interaction avec les protéines
membranaires (les protéines et/ou les phospholipides de la bicouche lipidique), provoque une
perturbation de la bicouche lipidique, augmentant la perméabilit¢é membranaire, affectant la
fluidité membranaire, inhibant la respiration et modifiant les processus de transport des ions.

(NAZZARO et al., 2013).

(YT et al., 2014) ont étudié¢ l'effet antimicrobien des polyphénols du thé par
microscopie électronique a transmission, et ils ont signalé que les membranes cellulaires

bactériennes sont endommagées, notamment en ayant une perméabilité accrue des membranes
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externe et interne, des membranes cellulaires perturbées et la libération de petites molécules

cellulaires.
6.3 Activité anti-cancéreuse

Parmi les propriétés biologiques intéressantes des polyphénols, la prévention du
cancer. En effet, un certain nombre de recherches menées in vitro et in vivo ont montré que les
polyphénols pourraient étre utilisés comme des agents de prévention de différentes maladies

cancéreuses. (STAGOS et al., 2012).

De nombreuses études ont montré que trois types de cancers (sein, prostate et digestif)
peuvent étre fortement influencés par 1’alimentation notamment 1’apport en lipides et en
antioxydants et que I’huile d’argan pourrait grace a sa teneur en polyphénols, contribuer a la

prévention de certains cancers tels que le cancer de la prostate. (BENNANI et al., 2009).

Des recherches plus récentes ont décrit les activités anti-cancérigenes de la curcumine,
le resvératrol et 1’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) pour le traitement du cancer du col (DI
DOMENICO et al., 2012). Les effets inhibiteurs du thé vert et noir dans le traitement du
cancer ont largement ¢été étudi€s. Les polyphénols du thé de type flavan-3-ol sont des
compos€s bioactifs puissants qui interférent avec l'initiation, le développement et la
progression du cancer par des processus critiques. (LAMBERT et al., 2010 ; YANG et al.,
2013).

Ils ont la capacité d’interrompre ou inverser le processus de cancérogenese en agissant
sur les molécules de réseau de signalisation intracellulaires impliquées dans ’initiation et / ou
la promotion d'un cancer pour arréter ou inverser la phase de progression du cancer. Les
polyphénols peuvent également déclencher I'apoptose dans les cellules cancéreuses a travers

la modulation d'un certain nombre d'éléments principaux en signal cellulaire. (LINK et al.,

2010).

Les flavonoides sont impliqués fréquemment dans I’inactivation des cancérogenes et
I’inhibition des enzymes responsables de I’activation des procarcinogénes en raison de leur
activité anti-carcinogenes. Ainsi ils ont une trés forte capacité de bloquer la prolifération des
cellules cancéreuses grace a leur effet chimio-thérapeutique, ils participent également a la

prévention des carcinogénes d’atteindre leur site d’activation. (KHAN et al., 2019).
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6.4 Activité anti-inflammatoire

\

L’inflammation est la réponse immunitaire de I’organisme a une agression par des
agents pro-inflammatoires d’origine virale, bactérienne ou autre (par exemple, Iles
lipoprotéines oxydées, marqueurs du stress oxydant). Cette derniére est précisément régulée
afin de limiter les altérations des biomolécules de 1’hote. Cependant, une régulation
inappropriée de ce phénomene peut conduire a un état inflammatoire chronique et la plupart
des pathologies chroniques possédent une composante inflammatoire. C’est le cas de
I’obésité, du diabéte de type II, des maladies cardiovasculaires et du cancer. Les différentes
¢tudes menées sur les effets protecteurs des polyphénols dans ces contextes pathologiques ont
montré que ceux-ci diminuaient les marqueurs de I’inflammation et agissaient sur de
nombreuses cibles moléculaires au centre des voies de signalisation de I’inflammation. Les
¢tudes menées chez ’homme sain ont montré que le suivi d’un régime riche en fruits et
légumes était inversement corrélé aux marqueurs de I’inflammation dans le plasma, et que la
consommation d’anthocyanes était associée a la diminution du taux de cytokines circulantes.

(LENOIR.L, 2011)

Des recherches récentes ont démontré que les flavonoides, notamment les flavonols,
peuvent prévenir de la douleur musculaire en accélérant la réparation des tissus au niveau
moléculaire. De maniére spécifique, ils inhibent I’enzyme NOS responsable de la synthése de
I’oxyde nitrique, qui est déclencheur chimique de I’inflammation. D’autres études, affirment
I’action inhibitrice de ces flavonoides, plus particulicrement la lutéoline, 1’apigenine,
catéchine, sur la cyclo-oxygénase, une enzyme synthétique des molécules impliquées

fortement dans le processus inflammatoire. (SCALBERT et al., 2005).

6.5 Protection cardio-vasculaire

Les composés phénoliques ont la propriét¢ de lutter contre les maladies
cardiovasculaires (ADRIOUCH et al., 2017).Au niveau des artéres, ces molécules
préviennent 1’oxydation des lipoprotéines de faible densité évitant ainsi 1’athérosclérose
(épaississement des artéres qui contribue a réduire le flux sanguins et peut conduire a
I’asphyxie des tissus irrigués). Les polyphénols inhibent aussi I’agrégation plaquettaire
impliquée dans le phénoméne de thrombose, qui induit I'occlusion des artéres. Ainsi en
prévenant l'athérosclérose et les risques de thrombose, ces composés limitent les risques

d’infarctus du myocarde. (AKROUM , 2010).
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Selon des études épidémiologiques, un plus grand apport de flavonoides tirés des fruits
et des légumes s’associe a une diminution du risque d’apparition de maladie cardiovasculaire.
Les mécanismes expliquant cette observation ne sont pas clairs, mais d’apres les données
probantes, les flavonoides exerceraient leurs effets par la diminution des facteurs de risque
cardiovasculaire. D’aprés de récentes données probantes, certains polyphénols sous forme
purifiée, y compris le resvératrol, la berbérine et la naringénine, ont des effets bénéfiques sur
la dyslipidémie chez les modeles humains ou animaux. Un traitement a la naringénine atténue

I’athérosclérose en corrigeant la dyslipidémie. (MULVIHIL et al., 2010).

Enfin, les flavonoides de 1’argousier (les leucocyanidines, la catéchine et les flavonols)
ont la capacité de normaliser le rythme cardiaque et d'améliorer le fonctionnement du systéme
cardiovasculaire dont la contraction myocardique par une action direct sur le muscle

cardiaque. (LI et BEVERIDGE, 2004).
6.6 Polyphénols et maladies neurodégénératives

Les maladies neurodégénératives telles que la maladie de Parkinson et la maladie
d'Alzheimer représentent un probléme croissant lié¢ aux pathologies du vieillissement cérébral,
principalement car il y‘a une augmentation de la prévalence de la maladie d'Alzheimer a la
fois et la maladie de Parkinson avec l'dge. Ceux-ci et d'autres maladies neurodégénératives
semblent étre déclenchées par des événements multifactoriels dont la neuro-inflammation, une
augmentation du stress oxydatif, de fer et / ou une déplétion des antioxydants endogenes. Par
ailleurs, l'apport alimentaire réguliére d'aliments riches en flavonoides et / ou de boissons a
¢été associée a une réduction de 50% du risque de démence, une préservation des performances
cognitives avec l'age, un retard dans l'apparition de la maladie d'Alzheimer et une réduction

du risque de développer la maladie de Parkinson. (VAUZOUR et al., 2010).

Les flavonoides peuvent agir pour protéger le cerveau dans un certain nombre de
fagons, y compris par la protection des neurones vulnérables, le renforcement de la fonction

neuronale existante ou en stimulant la régénération neuronale. (VAUZOUR et al., 2010).

De nombreuses études d’intervention alimentaire menées chez I’homme ou chez
I’animal avec des aliments ou boissons issus du raisin, du thé ou de baies comme les myrtilles
ont montré une amélioration de la mémoire et de la cognition. Il semblerait cependant que les
seules propriétés antioxydantes des flavonoides contenus dans ces aliments ne soient pas

suffisantes pour expliquer leurs effets bénéfiques au niveau cérébral, d’autant que la
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concentration de composés retrouvés a ce niveau est relativement faible. Il a ainsi été suggéré
que les polyphénols puissent agir en protégeant les neurones vulnérables, en stimulant le
fonctionnement neuronal et le flux sanguin ainsi qu’en favorisant la neurogencse.

(LENOIR.L, 2011).
6.7 Activité antivirale

L'¢pidémie mondiale de COVID-19 avec ses taux de mortalité ¢levé a incité plusieurs
laboratoires du monde entier a rechercher des agents antiviraux. A ce jour, aucun traitement
spécifique pour l'infection par le SRAS-Cov-2 n'a été confirmé, mais plusieurs composés sont
en cours d'essai. Les polyphénols sont un groupe de composés naturels avec des résultats
prometteurs. Récemment, il a été rapporté que la photothérapie avec des polyphénols
constitue une approche puissante pour la prévention et le traitement de la nouvelle maladie

COVID-19 (LEVY, DELVIN, MARCIL, et SPAHIS, 2020).

Les théaflavines sont des polyphénols antioxydants présents en grande quantité dans le
thé noir. Ils inhibent I'infection par le virus de I'hépatite C de manieére dose-dépendante a un
stade précoce de l'infection. L'action des théaflavines est diie a leur effet direct sur le virus et a
l'inhibition de sa propagation (CHOWDHURY et «l.,2018). Dans les coronavirus, 'ARN
polymérase dépendante de 1I'ARN (RdRp) est une enzyme importante qui catalyse la
réplication de ' ARN a partir de matrices d'ARN. Par conséquent, RdRp est considéré comme
une cible thérapeutique potentielle pour le SRAS-CoV-2. Un rapport récent utilisant deux
méthodes d'amarrage moléculaire a montré que les théaflavines inhibaient l'activité RdRp en
bloquant le site actif du SARS-CoV-2 (LUNG et al/.,2020). Cependant, les effets in vivo de

RdRp nécessitent des recherches supplémentaires.

Aujourd'hui, on utilise des aliments comme le thé, pomme, orange, cacao, a cause de

leur richesse en polyphénols pour une bonne protection contre les maladies coronariennes. (LI

et al., 2020).
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1. Matériels

Nous avons mené une étude analytique et nous nous sommes fixés pour objectifs la
détermination des teneurs en polyphénols totaux ainsi que la mise en évidence de ’activité

antioxydante et antibactérienne, de 1’extrait brut de I’espéce végétale Lavandula stoechas L.

Cette étude est réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie appliquée dirigé par
le professeur HOUALILK, situé au département sciences biologiques et agronomiques de

I’Université Mouloud Mammeri, Tizi-Ouzou.

Le digramme du travail effectué au cours de cette étude est schématisé dans la figure 22 :

F ( Mateériel vegatal J 1

(fleurs)

Extraction aqueuse

Etude des activites biologiques

phytochimique
Dosage des
polyphenols

Activite
antibactérienne
Methode de diffusion
sur disque et CMI

antioxydante
I Test TA@ l Test FRAP

Figure 22: Diagramme représentant les protocoles expérimentaux adoptés.

1.1 Matériel végétal

Nous avons récolté la plante végétale Lavandula stoechas L au mois de Mai 2021 dans
la région de Michelet et pour cette étude, nous avons utilisé uniquement la fleur de Lavandula
stoechas L. Pendant notre récolte, nous avons procédé a un tri dans le but d’écarter toute
plante qui présente des anomalies. Apres la récolte, nous avons effeuillé et enlevé les tiges du
matériel végétal, pour le laisser sécher a l'air libre et dans I'obscurité a température ambiante.
Aprés sept jours de séchage, les fleurs sont broyées a 1’aide d’un broyeur électrique. La

poudre obtenue est pesée puis placée dans des bocaux hermétiques a I’abri de I’humidité.
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1.2 Appareillage

Mis a part le matériel couramment utilisé tel que Spectrophotométre UV- Visible, bain marie,

centrifugeuse et autres, on a eu recours a I’utilisation du lyophilisateur. (Annexe01)
1.3 Solvants et réactifs

- Eau distillée ;

- Carbonate de Sodium (Na2CO3) ;

- Réactif de Folin Ciocalteu ;

- Tampon Phosphate (0.2M, pH 6.6) ;

- Ferricyanure de Potassium (CsNesFeKs) a 1% ;
- Chlorure Ferrique (FeClI3) ;

- Acide Trichloracétique (TCA) a 10% ;

- Phosphate de Sodium (Naz; PO, ) 28mM ;

- Molybdate d’ammonium (NH4)2Mo0O4 ;

- Phosphate monobasique de sodium (NaH2PO4) ;
- Phosphate dibasique de sodium (Na2HPO4) ;
- Disques d’antibiotiques.

1.4 Standards

- Acide Gallique ;

- Acide Ascorbique ;

- Acide Sulfurique.
1.5 Outillage

Nous avons utilis¢ différents outils en rapport avec la verrerie du laboratoire (Flacons, Tubes
a essaies, Erlenmeyer, Becher et autres) ainsi que des outils en rapport avec la microbiologie

tel que (Pipette pasteur, anse a boucle, boite de Pétri, écouvillons et autres). (Annexe 01)
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2. Méthodes d’analyse

2.1 Préparation de P’extrait

Vingt grammes de poudres issues de Lavandula stoechas L sont mises a macérer
dans 200 ml d’eau distillée pendant 24h a température ambiante sous agitation continue. Le
macéra aqueux obtenu est filtré successivement a I’aide d’une passoire puis d’un papier
Whatmann®1. Le filtrat obtenu est réparti dans des cristallisoirs puis congelé pendant 24h a -

80°C. Apres congélation le filtrat est lyophilisé. Le lyophilisat obtenu est stocké a I’abri de

I’humidité et de la lumicre. Ce dernier est considéré comme étant I’extrait aqueux. (Figure23)

' L/ ‘
ateriel vegeta

(fleurs)

Poudre Fine

distillée pendant 24 heures
a T°ambiante et obscurite

Maceérat

Filtration

Filtrat

Lyophilisation

[E

Figure 23: Schéma récapitulatif de I’extraction aqueuse.
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2.2 Dosage des polyphénols totaux (PPT)

La teneur totale en composés phénoliques a été déterminée en utilisant le réactif de

Follin-Ciocalteu selon la méthode décrite par (BONNAILLIE et al., 2012).

Nous avons prélevé 200ul (ug/ml) de chaque extrait dans un tube a essai auquel nous
avons ajouté 1 ml du réactif de Follin-Ciocalteu dilué¢ dix fois dans 1’eau distillée. Apres cinq
minutes, nous avons additionné au mélange 800 pl de Carbonate de Sodium (Na2CO3) a 7,5
%. Ensuite le tube a essai a ét€ recouvert de papier aluminium, et porté a incubation a
température ambiante pendant 45 minutes a I’obscurité. L’absorbance a €té mesurée a une

longueur d’onde de 760 nm en utilisant un spectrophotometre de lumiere UV. (Figure 24)
Le méme protocole est suivi pour la construction de la courbe d’étalon d’acide gallique.

Les valeurs de concentration sont déduites par extrapolation a partir de la droite
d’étalonnage établie a 1’aide de la solution de référence d’acide gallique a des concentrations

allant de 10 a 100pg/ml.

O0yg de Pextrai Iml du réactif
ou de 'acide de Folin-ciocalteu
gallique
100ug/ml
Apres

5 minutes

|

Incubation a
température ambiante
et a obscurité pendant

45 minutes

Lecture de la
densité optique a
760nm

L J

Figure 24: Schéma récapitulatif du protocole de dosage des polyphénols
(BONNAILLIE et al., 2012).
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2.3 Etude de ’activité antioxydante

2.3.1 Evaluation de la capacité antioxydante totale (TAC)

La détermination du pouvoir antioxydant des extraits végétaux est réalisée par la
méthode de réduction du phosphomolybdate suivant le protocole décrit par (PRIETO et al.,
1999). Dans ce test les antioxydants réduisent le Mo(VI) en Mo(V) et forment un complexe

vert.

Pour cela, deux gammes de concentration des extraits aqueux, allant de 100 a
1000pg/ml (gamme 1000) et de 1000 a 5000pg/ml (gamme 5000) ont été réalisées. 0.1ml de
chacune des dilutions sont mélangés a Iml de la solution réactionnelle (0.6mM de I’acide
sulfurique, 28mM de phosphate de sodium et 4mM de molybdate d’ammonium). Le mélange
ainsi obtenu est incubé a 95°C pendant 90min. Apres refroidissement a température ambiante
et a I’abri de la lumiére. L’absorbance du milieu réactionnel est mesurée a 695nm. (Figure

25)

(-
[ Q. Iml d’extrait ou de

.|
Iml de réactif réactionnel
I'acide ascorbique '\ f'

Gamme de 1000 l Gamme de 5000

Incubation a 95°@
pendant 90 minutes

Lecture de la densité
optique a 695nm

Figure 25 : Protocole récapitulatif du test de détermination de la capacité

antioxydante totale (TAC) (PRIETO et al., 1999).
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2.3.2 Détermination du pouvoir réducteur ferrique (FRAP)

La méthode FRAP est basée sur la réduction de I’ion ferrique (Fe3+) en ion ferreux
(Fe2+). Cette méthode évalue le pouvoir réducteur des composés (OU et al., 2001). La
présence des réducteurs (AH) dans les extraits de plantes provoque la réduction de Fe3+/
complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, le Fe2+ peut étre évalué¢ en
mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleur bleu cyan dans le milieu
réactionnel a 700 nm (CHUNG et al, 2002). (Figure 26). En effet, le systéme
FeCl3/K3Fe(CN) 6 confere a la méthode la sensibilité pour la détermination «semi
quantitative» des concentrations des antioxydants, qui participent a la réaction redox

(AMAROWICZ et al., 2004).

VAR VA
A N

M
1]

Fe(Ill)

Figure 26 : Mécanisme réactionnel intervenant lors du test FRAP entre le complexe

ferricyanide ferrique Fe (III) et un antioxydant (AH). (CHUNG et al., 2002).

La détermination du pouvoir réducteur de nos extraits se fait selon la méthode décrite par

(CHEW et al., 2009).

Pour cela, deux gammes de concentration des extraits aqueux, allant de 100 a
1000pg/ml (gamme 1000) et de 1000 a 5000pg/ml (gamme 5000) ont été réalisées. 400ul de
chacune de ces dilutions sont ajoutés a un mélange de 400ul de tampon phosphate (0.2M, PH
6.6) et 400ul de ferricyanure de potassium a 1%. Le milieu réactionnel est agité puis incubé a
50°C pendant 20min. Aprés incubation, 400ul d’acide trichloracétique (TCA) a 10% sont
ajoutés puis le mélange est centrifugé pendant 10 minutes a 3000 t/mn. 400ul du surnageant
des différentes dilutions sont prélevés, complétés de 400ul d’eau distillée et de 80ul de
chlorure ferrique a 0.1%. La lecture de I’absorbance se fait a 700nm avec un

spectrophotometre. (Figure 27)
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L’augmentation de 1’absorbance est proportionnelle au pouvoir réducteur des extraits
testés. Dans ce test, ’acide ascorbique est utilis¢ comme référent. La détermination du
pouvoir réducteur de ce dernier est réalisée dans les mémes conditions opératoires ainsi que
dans la méme gamme de concentration que nos extraits. Ensuite une courbe de référence est

établie.

r A
[ZIOOUL de tampon phosphatj
. (0.2M,Ph 6.6)
400uL de I'extrait ou de
[ I'acide ascorbique ] 400uL de ferricyanure
. l . de potassium a 1%

ﬂ

¥ Gamme de 5000

Y

Gamme

l Incubation

a 50°@/20 mn
[ A400pL de TCA a 10% ]

pendant 10 minutes

leentrifugation a 3000 t/mn

1 400uL de surnageant
L d’eau distillee r*

et 80pL de chlorure ferrique
i} 0.1%

e

Lecture a 700 nm

- J

Figure 27: Protocole récapitulatif du test de détermination du pouvoir réducteur (FRAP)

(CHEW et al., 2009).
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2.4 Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de I’extrait a été déterminée par la méthode de diffusion en

milieu gélosé cité par (LESUEUR et al., 2007).

Nous avons utilis¢ deux milieux de culture sur les différentes bactéries, BHIB (Brain
Heart Infusion Broth) et Mueller Hinton (Annexe 02 et 03). BHIB étant un milieu de culture
d’enrichissement, a permis la revivification des souches bactériennes, quant au milieu de
culture Mueller Hinton , nous avons ensemencé les souches bactériennes dessus, ces derniéres
sont les suivantes: Escherichia coli ATCC 25922 (Annexe 04), Pseudomonas aeruginosa
ATCC 25852 (Annexe 05) , Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Annexe 06) et Bacillus
cereus ATCC 10876. (Annexe 07).

La figure 28 représente le protocole récapitulatif de I’activité antibactérienne.

r Revivification des N

uches sur milieu BHI

Incubation a 37°@/24h
Repiquage sur milieu

Mueller Hinton
Incubation a 37°@/24h
Préparation des Lecture
suspensions bactériennes a 620nm

Diffusion sur disqueJ

[ eMI

Incubation a 37°@/24h Incubation i 37°@/24h
Lecture: Lecture:
Plus petite Mesure de la
concentration zone d’inhibition
sans croissance
bactérienne

— -

Figure 28 : Protocole récapitulatif de I’activité antibactérienne.
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2.4.1 Revivification des souches

Les tests sur ’activité antibactérienne nécessitent des souches jeunes (dgées de 24h),
en pleine phase exponentielle de leurs croissance. Les souches bactériennes étant conservées a
des températures avoisinant les -20°C, requi€rent une revivification sur un milieu de culture
BHIB (Brain Heart Infusion Broth). Aprés cela, une incubation de 24H a 37°C s’en suit. Une
fois I’incubation terminée, nous procédons a un repiquage sur des boites de pétri
préalablement coulées par le milieu Mueller Hinton, puis nous les portons a incubation

pendant 24H a une température de 37°C.

2.4.2 Préparation des suspensions bactériennes

La préparation des suspensions bactériennes est faite a partir des souches
préalablement repiquées sur le milieu Mueller Hinton. A 1’aide d’une anse pasteur, on préléve
quelques colonies isolées que 1’on introduit dans des tubes contenant Sml d’eau physiologique
stérile. Apres homogénéisation des tubes au vortex, la densité optique mesurée a 620 nm, doit
étre comprise entre 0.08 et 0.1, ce qui correspond a une concentration de 10°UFC/ml

(LESUEUR et al., 2007).

2.4.3 Méthode de diffusion sur disque

Dans une boite de pétri, préalablement coulée avec un milieu de culture Mueller
Hinton et ensemencée par €couvillonnage avec la souche bactérienne étudice, trois disques
sont déposés dans la boite de pétri pour accueillir notre extrait, un disque d’antibiotique
(Nitrofurantoin F300) est utilis¢ comme témoin positif tandis qu’un autre disque de papier
Whatmann®l contenant de I’eau distillée est utilis€ comme témoin négatif. Aprés incubation a
37°C pendant 24heures, la sensibilité a été¢ évaluée en mesurant le diamétre d’inhibition.
L’activité antibactérienne a été déterminée a 1’aide d’une reégle en mesurant le diamétre de la

zone d’inhibition, des différents extraits autour des disques.

2.4.4 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La détermination de la CMI est indiquée par la méthode de diffusion sur disque décrite
par (DZOMBA et MUCHANYEREYT, 2012) Cette dernicre est définie comme étant la plus

petite concentration du produit pour laquelle aucune croissance n’est visible a I’ceil nu.
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Une série de dilutions de ’extrait est réalisée avec de 1’eau distillée, allant d’une
concentration de 160mg/ml a 1 mg/ml, qui serviront ensuite a imprégné les disques.
Simultanément les suspensions bactériennes sont réalisées avec les mémes conditions
opératoires que le test d’avant (la densité optique mesurée a 620 nm, doit étre comprise entre
0.08 et 0.1, ce qui correspond a une concentration de 10°UFC/ml). S’en suit I’ensemencement
par écouvillonnage sur milieu Mueller Hinton par une des souches étudiées. Puis le dépot de
cing disques imbibés de I’extrait (15ul/disque) avec une concentration décroissante (de

160mg/ml a une concentration de 1 mg/ml). L incubation se fait a 37°C pendant 24H.
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1. Teneur en polyphénols totaux (PPT)

La teneur en polyphénols totaux de nos extraits est déterminée par spectrophotométrie
selon la méthode colorimétrique au Folin-Ciocalteu mise au point par (BONNAILLIE et al.,
2012).La coloration bleue obtenue est proportionnelle a la quantité de polyphénols totaux
présent dans les extraits végétaux. Ce complexe coloré est quantifié par la lecture de

I’absorbance a une longueur d’onde de 760nm.

La courbe d’¢talonnage présentée en figure 29, représente les variations de
I’absorbance de I’acide gallique (AG) en fonction de la concentration. En plus de sa
sensibilité, le protocole présente une reproductivité puisque ’absorbance est étroitement

corrélée a la concentration de I’AG utilisé dans la gamme étalon, R>=0.986.

La quantité¢ de polyphénols totaux des extraits de 1’espeéce Lavandula stoechas L est
calculée a partir de I’équation de régression (y = 0.013X +0.358, R?>=0.986) de la courbe
d’étalonnage. Celle-ci est exprimée en mg équivalent d’acide gallique (EAG)/g d’extrait sec

(ES) (mg EAG/g ES).

§ y=0,013x+ 0,358
1,8 | Rz — 0,986 “
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Absobance a 760nm

0 20 40 60 80 100 120

concentration de I'acide gallique (pg/ml)

Figure 29 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

En présence des polyphénols, le complexe Folin-Ciocalteu voit sa couleur passer du
jaune au bleu, ce qui permet de mesurer I’intensité de la couleur a la longueur d’onde de 760

nm (HUANG et al., 2005).

Les résultats du dosage des polyphénols totaux révelent que I’extrait aqueux de
I’espece Lavandula steochas L contient une teneur de I'ordre de 30.7ug +0.5 EAG/mg

d’extrait sec. (Annexe 08)
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Les résultats obtenus sont considérablement inférieur a ceux de I’étude menée par
(GULCIN et al., 2003) sur la méme espece végétale qui réveélent une concentration de 153.92

png EAG/ mg d’extrait.

Nos résultats se rapprochent de ceux trouvés par (MESSAOUD et al., 2012) 25.2 +
0.4ug EAG/mg d’extrait, qui a mené plusieurs études sur différentes especes de lavande dont
les concentrations en teneur polyphénols semblent plus ou moins similaire pour toutes les

especes de lavande.

La distribution des métabolites secondaires tels que les polyphénols peut changer
pendant le développement de la plante. En effet, la teneur phénolique d'une plante dépend
d'un certain nombre de facteurs intrinséques (génétique) et extrinseques. Ceci peut €tre li¢ aux
conditions climatiques dures (la température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité),
les pratiques culturelles, la maturité a la récolte, ainsi que les conditions de stockage. Ces
différents paramétres stimulent la biosynthese des métabolites secondaires (PODSEDEK,

2007 ; FALLEH et al., 2008).
2. Activité antioxydante
2.1 Capacité antioxydante totale (TAC)

Les histogrammes présentés en figure 30 représentent les variations de 1’absorbance
de Dl’extrait aqueux issue de I’espéce lavande papillon et celui de I’acide ascorbique en
fonction de leurs concentrations. L’acide ascorbique est utilis¢é comme composé de référence,
sa densité optique est dose dépendante, elle passe de 29% a 100% pour des concentrations

allant de 100 a 5000 pg/ml.

H Lavande stoechas

Absorgance@ 695!\,

i Acide ascorbique
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~
3
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Figure 30 : Capacité antioxydante totale de I’acide ascorbique et d’un extrait aqueux de

Lavandula stoechas L
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Les résultats obtenus montrent que I’activité antioxydante totale de I’extrait aqueux de
Lavandula stoechas L passe de 0.08 +/- 0,006 a 1.9 +/- 0,03407 nm (3% a 81%) et pour
I’acide ascorbique, de 0,673+£0.003 a 2,336+0,0011547 nm (29% a 100%), par conséquent
nos résultats sont appréciables et sont proportionnels a la concentration utilisée. (Annexe 9,10

et 11)

Il ressort de nos résultats que I’activité antioxydante de I’extrait aqueux de Lavandula
stoechas L est légerement inférieur par rapport a celle obtenue avec 1’acide ascorbique. Il faut
noter que l’extrait aqueux présente une activité antioxydante inférieure de 19% a celle
obtenue avec I’acide ascorbique. Néanmoins notre extrait aqueux reste doté¢ d’une capacité

antioxydante relativement importante comparativement a la vitamine C.

Selon les articles consultés et I’étendu de nos recherches, nous avons trouvé aucune
étude réalisée sur I’activité antioxydante totale de I’extrait aqueux de la lavande papillon.

L’étude comparative est donc impossible.
2.2 Pouvoir réducteur ferrique (FRAP)

La figure 31 représente les variations du pouvoir réducteur exprimées en absorbance
de D’extrait aqueux issue de I’espéce lavande papillon comparé a I’acide ascorbique en
fonction de leurs concentrations. L’acide ascorbique, composé réducteur par excellence, est
utilis¢ comme standard. Les densités optiques enregistrées pour ce dernier indiquent une
activité réductrice dose dépendante, celles-ci pour des concentrations allant de 100 a 5000

pg/ml, passe de 85% a 100%.
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Figure 31 : Pouvoir réducteur de ’extrait aqueux de Lavandula stoechas L et de I’acide

ascorbique.
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Les résultats obtenus illustrés en figure 31 montrent que le pouvoir réducteur présente
une augmentation proportionnelle a la concentration de I’extrait. En comparant les résultats
obtenus pour I’extrait a ceux de 1’acide ascorbique, nous remarquons que ce dernier présente

un pouvoir réducteur légerement supérieur. (Annexe 12 ,13 et 14)

Les résultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur de I’extrait aqueux de
Lavandula stoechas L. passe de 0.09+0.003 a 1.89 £0.0235 nm (4% a 87%) et pour I’acide
ascorbique, de 1.869+0.05662 a 2.173+0.0115 nm (85% a 100%). 11 faut noter que I’acide
ascorbique présente une activité antioxydante supérieur de 13% a celle obtenue avec I’extrait
aqueux .De ce fait, nous pouvons dire que I’extrait aqueux de la lavande possede une activité

antioxydante treés intéressante avec le test de réduction de fer.

Les résultats du test FRAP a la concentration de 600 pg/ml de I’étude faite par
(LARBI et ZIANI, 2019) sur I’espece Malva sylvestris L (15%) sont inférieurs par rapport au
notres (23%). Une différence de 8% pouvant étre expliquer par le faite que la réduction du
pouvoir antioxydant de [Dextrait végétal sur les ions ferriques est associé a leurs
phytoconstituants tels que les acides phénoliques et les flavonoides dont la quantité differe
entre espéce végétale et qui exercent la rupture de la chaine des radicaux libres. Ainsi les
composé€s phénoliques jouent un rdle important dans la détermination de la capacité

antioxydante.
3. Activité antibactérienne
3.1 Méthode de diffusion sur disque

Le pouvoir antibactérien de 1’extrait aqueux de Lavandula stoechas L, a été étudié in

vitro par la méthode de diffusion sur milieu gélosé solide citée par (LESUEUR et al., 2007).

L’activité antibactérienne a été déterminée a ’aide d’une regle en mesurant le

diametre de la zone d’inhibition, des différents extraits autour des disques.

Dans notre étude nous pouvons scinder les bactéries de références en deux groupes
égaux en nombre. Les bactéries Gram-négatives dont fait partie: Escherichia coli ATCC
25922 et Pseudomonas aeruginosa ATCC 25852 et les bactéries Gram-positives dont fait
partie: Bacillus cereus ATCC 10876 et Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Le tableau V résume les diametres des zones d’inhibition pour chaque bactérie :
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Antibiotigue
Souches bactériennes Nitrofurantoin Extrait aqueux
300 pg/ml
Escherichia coli ATCC 25922 314006 10+0.1
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25852 2550 0
Bacillus cereus ATCC 10876 3604 126013
G +
ram(t) | piviococeus aureus ATCC 25923 41=01 11=01

Tableau V : Diameétres des zones d’inhibition.

Conformément aux résultats illustrés dans le tableau V, I’extrait aqueux de Lavandula

stoechas L, présente une activité antibactérienne envers toutes les bactéries testées excepté

Pseudomonas aeruginosa ATCC 25852.

L’analyse de ces résultats montre un effet de cet extrait sur Escherichia coli ATCC
25922, Bacillus cereus ATCC 10876 et Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec des
diametres de zones d’inhibition qui correspondent a 10mmz0.1, 12.6mm+0.15 et 11mmz+0.1
respectivement. En effet, I’absence d’une zone d’inhibition pour Pseudomonas aeruginosa

ATCC 25852 dans les boites ensemencées traduit sa résistance a 1’extrait étudié.

% Pour Pseudomonas aeruginosa ATCC 25852, le diametre d’inhibition obtenue par
(MAMMAR.J, 2015) est de 13mm en utilisant la méme plante tandis que nous, nous
n’avions obtenu aucun résultat avec cette souche.

% Dans le cas de Bacillus cereus ATCC 10876, le diametre d’inhibition obtenue par
(MOUALEK et al., 2016) est de 13.8mm en utilisant ’extrait aqueux des feuilles de
Arbutus unedo est 1égerement supérieur a nos résultats (12.6mm).

% En ce qui concerne Staphylococcus aureus ATCC 25923, le diametre d’inhibition
obtenue par (DEGHIMA et al., 2018) en utilisant la méme plante est égale au notre,

quant a E. Coli, ils ont constaté ’absence de zone d’inhibition contrairement a nos

résultats qui présentent un diametre de 10mm.
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Partie expérimentale Résultats et discussion

La variation des diametres des zones d’inhibitions peut étre impactée par les
microorganismes, la plante et le potentiel antibactérien des substances bioactives de 1’extrait
dont plusieurs études affirment que I’activité antimicrobienne est fortement liée aux teneurs et
a la composition de 1’extrait en composés phénoliques, elle est aussi influencée par la capacité

de diffusion dans le milieu gélosé (CARNEIRO et al., 2008).
3.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

La CMI est définie comme étant la plus petite concentration du produit pour laquelle
aucune croissance n’est visible a I’ceil nu. Elle renseigne sur le potentiel bactériostatique de

’agent antibactérien utilisé.

Dans cette partie, les tests ont été effectués par la méthode de micro-dilution sur les

concentrations minimales inhibitrices de 'extrait aqueux de Lavandula stoechas L.

On démontre les résultats de la CMI dans le tableau VI :

Souches bactériennes CMI mg/ml
Escherichia coli ATCC 25922 34014
Gram(-)
Pseundomonas aeruginosa ATCC 25832 a
Bacillus cereus ATCC 10876 1303
Gram(t)
Staphylococcus aurens ATCC 25923 16026

Tableau VI : Les valeurs de la CMI de I’extrait vis-a-vis des souches testées.

Sur la base de nos résultats, la CMI la plus ¢levée est celle d’Escherichia coli ATCC
25922 qui correspond a 3.4 mg/ml, suivit par Staphylococcus aureus ATCC 25923 avec une
CMI de 1.6mg/ml et enfin par Bacillus cereus ATCC 10876 avec la CMI la plus inférieure qui
est de 1.3mg/ml.

Par conséquent les bactéries avec une CMI plus élevée sont les plus résistantes et

celles avec une CMI basse sont les plus sensibles.
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Partie expérimentale Résultats et discussion

En ce qui concerne Escherichia coli ATCC 25922 sa résistance par rapport a d’autres
bactéries gram-positives est explicable par les différences de composition de la paroi
cellulaire et entrave les connexions des polyphénols aux couches de peptidoglycane de ces

micro-organismes.

Pour le cas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 25852, elle ne présente aucun résultat
pour le test actuel, en vue de 1’absence de zone d’inhibition dans la méthode de diffusion sur

milieu gélosé solide.

La comparaison de nos résultats reste délicate en raison du faible nombre d’études
menées sur la plante Lavandula stoechas L. En outre, plusieurs variables ont un impact direct
sur les résultats tels que la technique utilisée, la quantité et la concentration d’extrait
appliquée sur les disques. Il faut aussi noter que la quantité des polyphénols différe entre

especes végétales. Ils jouent ainsi un role fondamental dans I’activité antibactérienne.
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Conclusion

L’utilisation des plantes médicinales remonte a bien longtemps, jusqu’a nos jours la
phytothérapie reste une forme de médecine naturelle complémentaire. Elle assure une thérapie
saine et sans effet secondaire, les extraits naturels issus des plantes possedent une variété de
composés phénoliques et d’huiles essentielles auxquelles on attribue les pouvoirs

antioxydants et antibactériens.

L’objectif principal de notre étude est la détermination des teneurs en polyphénols
totaux, des extraits bruts de I’espece végétale Lavandula stoechas L ainsi que la mise en

évidence de son activité antioxydante et antibactérienne.

Dans un premier temps, nous avons réalis¢ la quantification des polyphénols totaux
(PPT) de I’extrait aqueux des fleurs de Lavandula stoechas L par le test colorimétrique de
Folin- Ciocalteu, qui nous montre que cet extrait est caractérisé par des teneurs faibles en

PPT, évalués a un taux de 30.7ug 0.5 EAG/mg d’extrait sec.

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes intéressés a 1’étude des propriétés

antioxydantes et antibactériennes de I’extrait aqueux Lavandula stoechas L.

L’activité antioxydante a été évaluée par deux méthodes TAC (Capacité antioxydante
totale) et FRAP (Pouvoir réducteur des ions féériques). Nous avons remarqué une baisse de
19% de I’activité antioxydante totale de I’extrait aqueux de Lavandula stoechas L par rapport
a l’acide ascorbique, également une baisse de 13% pour le pouvoir réducteur des ions

féeriques.

Les résultats sont en accord avec ceux décrits dans la littérature. En effet la lavande est
une plante qui appartient a la famille des Lamiacées, qui inclut un grand nombre de plantes
qui sont bien connues pour leurs propriétés antioxydantes, et dont la plupart de leurs

composants ont été¢ identifiés.

Au cours de cette é¢tude nous avons réalisé un test antibactérien vis-a-vis de quatre
souches bactériennes (deux bactéries gram-positives, deux bactéries gram-négatives), selon la
méthode de diffusion sur gélose Muller Hinton. Les résultats d’évaluation de 1’effet
antibactérien des polyphénols de la fleur de Lavandula stoechas L ont permis d’affirmer que
I’extrait a un effet inhibiteur vis-a-vis de trois souches pathogeéne pour ’homme, responsable
de plusieurs maladies nosocomiales qui sont : Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus cereus
ATCC 10876, Staphylococcus aureus ATCC25923, avec des diameétres de zones d’inhibition
qui varient de 10+0.1 2 12.6 = 0.15 mm.
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Conclusion

Ces résultats nous montrent que Lavandula stoechas L est dotée d’activités biologiques

diverses et variées possédant un effet bénéfique sur la santé humaine.

Ces résultats restent préliminaires et nécessitent des études complémentaires approfondies a

différents niveaux :

Réaliser une étude biochimique compléte en utilisant ’'HPLC, ACPG et autres, afin
d’avoir une connaissance qualitative et quantitative de la composition en polyphénols
contenue dans les différentes parties de la plante.

Evaluer [Dactivité antibactérienne sur une gamme plus large de bactéries afin
d’effectuer des tests comparatifs permettant de connaitre le champ d’action des
composées secondaires.

Etude de D’efficacité de 1’huile essentielle de Lavandula stoechas L dans le domaine
alimentaire afin d'établir leur utilit¢é comme agents antioxydants ou antimicrobiens
naturels dans la sécurité alimentaire.

Effectuer des tests sur plusieurs activités biologiques telles que : Dl’activité anti-

inflammatoire, anticancéreuse et antiviral.
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Annexe 01 : Matériels utilisés.

Flacons

Eppendorfs

Tubes a essai

Fioles

Béchers

Passoire

Entonnoir

Boites de pétris

Pinces

Micropipettes

Seringues

Pipettes Pasteur

Ecouvillons

Erlenmeyer

Papier Whatmann®1

Papier aluminium

Etuve

Broyeur ¢électrique

Réfrigérateur

Lyophilisateur

Bain marie

Spectrophotomeétre

Agitateur a plaque
chauffante

Vortex

Balance de précision

Centrifugeuse

Autoclave

Bec bunsen
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Annexe 02 : Composition des milieux de culture.

Hydrolysat acide de caséine (peptone) :

Extrait de cervelle : 12,5 g

17,5¢
Extrait de viande : 2g Extrait de cceur : 5 g
Amidon : 1,5g Chlorure de sodium : 5g
Calcium : 20 a 25mg Glucose : 2g

Magnésium : 10 & 12,5 mg Hydrogénophosphate disodique anhydre :

2,5¢
Agar : 15¢g Agar : Og
Eau distillée : 1000ml Eau distillée : 1000ml
pH:7,4+0,2 pH:74+0,2

Annexe 03 : Généralités sur les milieux de culture.

Mueller Hinton : est un milieu nutritif utilisé pour I’é¢tude de la sensibilité¢ des bactéries
aérobies et anaérobies facultatives vis a vis des agents antimicrobiens. Il est utilisé comme
milieu de culture pour réaliser la technique d’antibiogramme en méthode de dilution ou bien

comme milieu de base pour préparer tout inoculum bactérien.

Pour la préparation de ce milieu de culture, il suffit de mélanger 25 grammes du milieu
déshydraté dans un litre d’eau distillée stérile jusqu’a obtention d’une suspension homogene
(chauffer si nécessaire), stériliser ensuite a ’autoclave a 121°C pendant 15 minutes et enfin

couler dans des boites de pétri et laisser solidifier.

Bouillon Ceeur-Cervelle (BHIB / Brain Heart Infusion Broth) : est un milieu utilisé pour
la culture de micro-organismes fastidieux et non fastidieux, y compris les bactéries aérobies et
anaérobies, a partir d'échantillons cliniques, d'échantillons alimentaires et environnementaux.
Il s’agit d’un milieu polyvalent, isotonique et riche en tryptose (mélange de peptone, de

viande et de lait) utilisé pour la recherche de la coagulase libre (enzyme thermostable des
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Staphylococcus permettant la formation de caillots de fibrine, coagulation) et la DNAse

thermostable des Staphylococcus.

Pour la préparation de ce milieu de culture, il suffit de mélanger 37 grammes du milieu
déshydraté dans un litre d’eau distillée stérile jusqu’a obtention d’une suspension homogéne
(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.
Annexe 04 : Généralités sur Escherichia coli avec Illustration en 3D.

Escherichia coli, également appelée colibacille, abrégée en E. Coli est un bacille a
Gram-négatif, aéro-anaérobies facultatifs, mesurant de 2 a 4 um de long sur 0,4 a 0,6 um de

large, qu’on retrouve dans l'intestin et dans I'environnement humain ou animal (tube digestif).

Il peut étre soit mobile (ciliature péritriche), soit immobile, parfois capsulé. L’espece
E. coli est considérée comme un hote normal, c'est-a-dire commensal, de la microflore
digestive de I’homme et de la plupart des animaux a sang chaud. Cependant, certaines
souches d’E. Coli peuvent étre pathogeénes entrainant alors des gastro-entérites, des infections
urinaires, des méningites, ou des septicémies, c’est le cas par exemple des souches d’E.
Coli dites entérohémorragiques (ECEH). Ces dernicres provoquent des diarrhées sanglantes et

produisent une puissante toxine a I’origine du syndrome hémolytique et urémique (SHU).
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Annexe 05 : Généralités sur Pseudomonas aeruginosa avec illustration en

3D.

Pseudomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique est un bacille a Gram-négatif,
aérobie strict, oxydase positif, lactose négatif, sécrétant la pyocyanine (pigment bleu), qui est
spécifique a Pseudomonas aeruginosa, et la pyoverdine ou fluorescéine qui est présente chez

d'autres espéces de Pseudomonas.

Morphologiquement, cette bactérie est un germe non sporulé, en forme de batonnet de
0,5 a 0,8 um de diametre et d’une longueur de 1,5 a 3 um. pratiquement toutes les souches

sont mobiles grace a un flagelle polaire unique.

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie pathogeéne opportuniste de ’homme que
I’on peut retrouver dans les sols et les milieux aquatiques. Elle peut provoquer des infections
pulmonaires chez des patients sous respirateur artificiel ou ceux souffrant de maladies
chroniques telles que la mucoviscidose. Elle peut également provoquer des infections chez

des sujets sains. C’est 'un des principaux agents étiologiques des infections nosocomiales.
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Annexe 06 : Généralités sur Staphylococcus aureus avec illustration en 3D.

Staphylococcus aureus appartient a la famille des Micrococcaceae. C'est une cocci
Gram-positive de 0,5 a 1 mm de diamétre, non sporulé, ubiquitaire, présente dans tous les
milieux naturels (air, poussiére, sol, eau, égouts, vétements) mais également chez les animaux
et chez les hommes. Elle forme en aérobiose des colonies crémeuses, pigmentées

(typiquement jaune d’or), qui tournent autour de 4 mm de diamétre et opaques.

La présence de Staphylococcus aureus dans les aliments, constitue un risque pour la
sant¢ humaine parce que certaines souches sont capables de produire des entérotoxines, dont
l'ingestion provoque une intoxication. Les entérotoxines agissent au niveau des nerfs du tube

digestif qui stimulent le centre des vomissements; douleurs abdominales; diarrhées; crampes.



https://fr.wikipedia.org/wiki/A%C3%A9robiose
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Annexe 07 : Généralités sur Bacillus cereus avec illustration en 3D.

Bacillus cereus est une bactérie, anaérobie facultative formant une endospore. Elle est
omniprésente dans le sol et dans de nombreux aliments crus et transformés tels que le riz, le

lait et les produits laitiers, les épices et les légumes.

Les souches de Bacillus cereus sont constituées de bacilles Gram-positifs de 1,4um,
habituellement observés en paires ou en chainettes courtes, mobiles, grace a une ciliature
péritriche et ses colonies blanches d’aspect granuleux font entre 2 et 7 mm de diameétre, une
croissance est observée a des températures se situant entre 10-20 C° et 35-45 C° la

température optimale est d’environ 37C° .

Une des raisons pour laquelle elle est mise en cause dans de nombreuses intoxications
alimentaires, est que cette bactérie résiste a de hautes températures (plus de 100 C°). Elle est
en effet responsable d’intoxications alimentaires spontanément résolutives (24- 28heures) de
deux types: syndrome diarrhéique et syndrome émétique, ainsi que d’infections
opportunistes, elle est aussi associée a certaines cliniques comme 1’enophtalmie et d’autres

infections oculaires.

Food Poisoning
Bacillus Cereus Model 29/75
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Annexe 08 : Résultat du test du réactif de Follin-Ciocalteu sur I’extrait

aqueux de Lavandula stoechas L.

Annexe 09 : Capacité antioxydante totale de ’extrait aqueux de Lavandula

stoechas L. et de I’acide ascorbique représentée en courbe.
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Annexe 10 : Résultat de la gamme de concentration 1000 pg/ml pour le test

TAC.

Annexe 11 : Résultat de 1a gamme de concentration 5000 png/ml pour le test

TAC.
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Annexe 12 : Pouvoir réducteur de ’extrait aqueux de Lavandula stoechas L

et de I’acide ascorbique représenté en histogramme.
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Annexe 13 : Résultat de l1a gamme de concentration 1000 pg/ml pour le test

FRAP.
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Annexe 14 : Résultat de la gamme de concentration 5000 ug/ml pour le test

FRAP.




Résumé

Les plantes médicinales sont utilisées pour leurs propriétés thérapeutiques, elles sont
actuellement sollicitées dans plusieurs recherches. Ces études menées sur diverses plantes
servent a prouver leur efficacité et leurs activités biologiques a des fins curatives. C’est le cas
de Lavandula stoechas L de la famille des Lamiacées qui est une plante médicinale tres
répandue dans plusieurs domaines. L’objectif de cette étude est I’extraction et le dosage des
polyphénols totaux par la méthode de Follin-Ciocalteu a partir de 1’extrait aqueux des fleurs

de Lavandula stoechas L ainsi que 1’évaluation de I’activité antioxydante et antibactérienne.

L’activité antioxydante a été évaluée par deux méthodes TAC (Capacité antioxydante totale)
et FRAP (Pouvoir réducteur des ions féériques).Quant a I’activité antibactérienne, I’extrait
aqueux de Lavandula stoechas L a ¢été testé vis-a-vis de quatre souches bactériennes :
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25852, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 et Bacillus cereus ATCC 10876 par la méthode de diffusion sur milieu

gélosé.

Mots clés: Lavandula stoechas L, extrait aqueux, polyphénols totaux, activité antioxydante,

activité antibactérienne.
Abstract

Medicinal plants are used for their therapeutic properties, they are currently solicited in
several research projects. These studies carried out on various plants serve to prove their
effectiveness and their biological activities for curative purposes. This is the case of
Lavandula stoechas L of the Lamiaceae family which is a medicinal plant that is widespread
in several domains. The objective of this study is the extraction and determination of total
polyphenols by the Follin-Ciocalteu method from the aqueous extract of the flowers of
Lavandula stoechas L , also, the evaluation of the antioxidant and antibacterial activity.

The antioxidant activity was evaluated by two methods: TAC (Total Activity Capacity) and
FRAP (Ferric reducing antioxidant power). For the antibacterial activity, the aqueous extract
of Lavandula stoechas L was tested against four bacterial strains: Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25852, Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
Bacillus cereus ATCC 10876 by the agar medium diffusion method.

Key words: Lavandula stoechas L, aqueous extract, total polyphenols, antioxidant activity,

antibacterial activity.
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