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Introduction

Radicaux libres, espéces réactives de I’ oxygenes, stress oxydant et antioxydants sont
devenus des termes familiers tant dans le monde médical que dansle grand public.
Les radicaux libres sont des molécules chimiques possédant un nombre impair d'éectrons.
Tres instables, ils sont tres réactifs vis a vis des biomolécules telles que les protéines, les
lipides, et I'ADN, et par conséquent, ils peuvent causer des dommages irréversibles aux
fonctions métaboliques et aux structures de ces substances (Fang et al,. 2002).

La production de radicaux libres est compensée par leur éimination gréce aux
antioxydants de |’ organisme. Chez tout individu, il existe, en permanence un équilibre entre la
balance des pro-oxydants et les systemes de défense (antioxydants). Si cet équilibre est
rompu, le stress oxydatif apparéit. Il semble donc intéressant de soutenir les défenses
antioxydantes de I’ organisme pour éviter cette rupture. Les défenses exogenes semblent les
plus faciles a conforter puisqu’ elles pourraient étre renforcées. C’ est pourquoi les chercheurs
ce sont reconvertis vers la phytothérapie. En effet, les plantes médicinales représentent un
réservoir immense en métabolites secondaires qui possedent un tres large éventail d'activités
biologiques capables d’ entraver I’ action de ces radicaux libres (Valko et al,. 2007).

Camellia sinensis et Laurus nobilis sont deux plantes médicinales qui appartiennent
respectivement a la famille des Theaceaes et des Laureaceaes. Actuellement, ces deux plantes
sont largement cultivées en Algérie comme plantes ornementales et comme ingrédients pour
I"'usage culinaire. Ces plantes ont aussi des applications importantes en médicine

traditionnelle et représentent, un sujet de recherche intéressant (yekhlefet et al., 2011).

Ainsi, ce travail consiste en premier temps a évaluer la composition phénolique et
I”activité anti-oxydante des extraits des feuilles de Camellia sinensis, et de Laurus nobilis,
afin d éablir des corréations entre les différentes activités étudiées et les composes
phénoliques. Nous allons aussi essayer de fractionner et caractériser les polyphénols présents
dans |es extraits de ces deux plantes par chromatographie sur couche mince.

Finalement, nous allons également essayer de caractériser le potentiel anti-radicalaire
contre deux radicaux synthétiques le 1,1-Diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) et le 2,2'-
azinobis-(3-éhylbenzothiazoline-6-sulfonique) (ABTS) des extraits des deux plantes par
chromatographie sur couche mince.
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I-Lesradicaux libres

[-1-Définition

Les radicaux libres sont des molécules ou atomes qui possedent un ou plusieurs
électrons non appariés sur leur orbite externe. Cet état leur confére une instabilité énergétique
et cinétique (Afonso et al., 2007). lls apparaissent soit au cours de la rupture symétrique
d une liaison covaente pendant laguelle chaque atome conserve son électron, soit au cours
d une réaction redox (réaction 1,2 et 3) (Galaris et Evangelou, 2002).

X:Y »  X'+Y (1)
A+le > A" (2)
A-l¢ > AT (3

Du fait de leur instabilité énergétique, les radicaux libres ont tendance a revenir
immédiatement a un état stable en donnant un éectron ou en prenant un a une autre molécule:
ils peuvent donc étre réducteurs ou oxydants (Poston et Raijmakers, 2004). Les radicaux
libres possédent un temps de demi-vie extrémement court de I’ ordre de 10° & 10°® seconde,
ils ont donc la propriété d’ étre extrémement réactifs vis-avis des autres molécules entrainant
des phénomeénes d'oxydation en chaine, ce qui cause des |ésions oxydatives des biomolécules

(protéines, lipides et acides nucléiques) (K oechlin-Ramonatxo, 2006).

|-2-L es espéces oxydantes en biologie

Parmi les especes réactives susceptibles de se former dans les cellules, il convient de
distinguer principalement: les especes réactives de I’ oxygéne (ERO) et les espéces réactives
d azote désignées aussi par I’ abréviation (ERN) (Pham-Huy et al., 2008).

[-2-1-Especes réactives del'oxygene

Les ERO désignent a la fois des espéces radicalaires de I’ oxygene et des especes non
radicalaires. Ains, tous les radicaux oxygénés sont des ERO, mais tous les ERO ne sont pas
des radicaux (Boek et Larcier, 2006).
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Tableau |: Les espéces réactives de |’ oxygene.

ERO Symbole | Propriétés

chimique
I’anion Radical, formé par |a réduction monoélectronique de |’ oxygene,
superoxyde Oz peu réactif maistoxique (Leeet al., 2004).

L'espéce radicalaire la plus réactive de I'oxygéne, a une demi-vie
le  radical extrémement courte d environ 10° s et une capacité a diffuser
hydroxyle OH restreinte, il est capable de réagir tres rapidement avec la plupart

des biomolécules (ADN, protéines et lipides) (Frei, 1994).

. Forme excitée de |’ oxygene moléculaire, est souvent assimilé aun
I’ oxygene , . ) e eig s
noulet 10, radical libre en raison de sa forte réactivité (Rézanowska et al.,
singu

1995).

N’est pas un radical libre, mais peut en générer, en réagissant par
Le peroxyde i )

. H.0, exemple avec des métaux de transitons pour former le OH’, peut
d’ hydrogéene

diffuser atraversles membranes (Galaris et al., 2008).

[-2-2-Especes réactivesdel'azote

Les ERN possedent a la fois des capacités oxydantes et nitrifiantes. Elles rassemblent

alafois des espéces radicalaires et des espéces non radicaaires (Favier, 2003).

Tableau I : Les especes réactives de |’ azote

ERN Symbole Propriétés
chimique

Le Il diffuse rapidement a travers les membranes, remplit un role
monoxyde NO’ de vasodilatateur et de second messager. Réagit trés rapidement
d azote avec O2 pour former | anion peroxynitrite (Bar ouki, 2006).

L’ anion Non radicalaire, instable et tres oxydant. Produit par les
peroxynitrite | ONOO" macrophages, les neutrophiles, et les mitochondries, il peut

générer leradical dioxyde del’azote (Leeet al., 2004).

Le dioxyde Abondant dans les polluants de |’ atmosphere, se formerait aussi
d'azote NO; in vivo par réaction entre NO' et O.. Il attague les doubles

liaisons des acides gras non- saturés (Devasagayam et al.,
2004).
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I-3-Principales sour ces des espéces réactives de |’ oxygéne et del’ azote

[-3-1-Sour ces endogénes
Certaines de ces productions sont volontairement programmées par |’ organisme a des

fins de défense ou de transduction du signal (figure 1) (Droge, 2002).

[-3-1-1-La mitochondrie

La mitochondrie est considérée comme la source majeure de production cellulaire de
radicaux libres; 95% de I'oxygéne que nous respirons subit une réduction tétravalente,
conduisant a la production de molécules d’eau au niveau de la chaine respiratoire
mitochondriale. Cette réaction est cruciae puisqu’elle apporte a la cellule toute I’énergie
nécessaire sous forme d’ adénosine triphosphate (ATP) pour assurer ses multiples fonctions.
Cette réaction est catalysée par la cytochrome oxydase, accepteur terminal d'électrons présent
dans le complexe IV de la chaine de transport des électrons située dans la membrane
mitochondriale interne (Favier, 2003; Ré et al., 2005).

Or +4e +4H+ » 2H20 4

Le processus n'est toutefois pas parfait car une faible proportion de I’oxygeéne
(2 a 5%) subit une réduction monoélectronique conduisant a la formation du radica
superoxyde (O2-") (Gardes-Albert et al., 2003).

O2+1e

v
@)
N

()

[-3-1-2-La NADPH oxydase

Cest une oxydase liée a la membrane plasmique des macrophages et des
polynucléaires, ou elle joue un réle fondamental dans la réponse immunitaire, dans la lutte
contre les micro-organismes et la destruction du matériel phagocyté (Droge, 2002). La
NADPH oxydase représente également une source majeure de production du radica
superoxyde (O2-) al’origine de la formation de molécules comme le peroxyde d’ hydrogene
(H202) ou I’ hypochlorite (CIOY) (Fontaine et al., 2002; Thannickal et Fanburg, 2000).

NADPH + 20> » NADP*+202°+2H*  (6)

q
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[-3-1-3-La xanthine oxydase

La xanthine oxydase (XO) est une enzyme responsable de la dégradation des bases
puriques. Elle catalyse I'oxydation de I'hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en acide
urique et génére leradical O2" " et le H.O2 (Vergely et Rochette, 2000; Marfak, 2003).

(XO)
Xanthine+ Oz pAcideurique+ 202"+ H202  (7)

[-3-1-4-L esions métalliques

Les ions métaliques, en particulier le fer Fe™, générent en présence de peroxyde
d hydrogene (H20.) des radicaux hydroxyles (OH") trés réactifs par une réaction appelée
réaction de Fenton. Ce dernier est extrémement réactif et va oxyder tres rapidement les
molécules voisines, formant parfois d autres radicaux libres (Vergely et Rocheyye, 2003;
Ahmad, 1995).

Fe?" + H202 » Fe*+HO +HO (8

L’ anion superoxyde permet aussi de reformer le fer ferreux a partir du fer ferrique :

Fe*+ 02

v

Fe?* + O2 (9)
Globalement, cette suite de réactions est appelée cycle d HABER-WEISS: :

H202 + O2"" » O2+OH +OH° (10)

[-3-1-5-L"oxyde nitrique synthase

Le monoxyde d azote NO* est principalement produit par un systéme enzymatique
sous I'action d’oxyde nitrique synthase (NO synthétase), qui transforme I'arginine en
citrulline en présence de NADPH et d' O; (Sennequier et al., 1998).

NO synthétase
L- Arginine+ O2 » L-Citrulline+ NO* (11)

vl
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Figure 1. Principales sources de radicaux libres (M argaill et al., 2005).

[-3-2-Sour ces exogenes
L'organisme humain est soumis a I'agression par différents agents capables de donner

naissance a des radicaux libres (Favier, 2003):

- L'éhanol est métabolisé par le CYP450, ce qui conduit a la production de radicaux libres:
I'alcool provogue donc un stress oxydant au niveau du foie. L'alcool pourrait aussi diminuer
I"activité des enzymes antioxydante (Schisler et Singh, 1989; Milane, 2004).

- Des molécules toxiques telles que I'oxyde d'azote (NO') et le dioxyde d'azote (NO.), présents
dans notre environnement (tabac, goudron, polluants industriels), participent a la genése de
radicaux libres : ils sont responsables d'une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés des

alvéoles pulmonaires (Pincemail et al., 1998).

0
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- Les rayonnements sont par différents mécanismes des sources de radicaux, qu'il s agisse des
rayons X, gamma, ou des rayons ultraviolets, ils sont capables de produire des anions
superoxydes ou de I’oxygéne singulet (*O,) aprés activation de photosensibilisants (Beani,
1995).

[-4-Rdle physiologique des radicaux libres

Les radicaux libres sont les produits naturels du métabolisme cellulaire. A des
niveaux physiologiques ils exercent des actions essentielles telles que la transduction du
signal, la transcription des genes et | apoptose, la phagocytose, la respiration (Delattre et al.,
2005).

Il est bien établi que le NO est une molécule de signalisation clé, il favorise la relaxation
endothéliae et régule le tonus vasculaire. En outre, le NO produit par les neurones sert de
neurotransmetteur, et celui produit par les macrophages activés est un médiateur important de
laréponse immunitaire (Yun-Zhong Fang et al., 2002; De M offarts et al., 2005).

Cependant, la production en quantité excessive de radicaux libres sur une période
prolongée risque de provoque un déséquilibre de la balance en pro-oxydant et anti-oxydant ce

qui provogue ensuite I'oxydation des biomolécules (Pincemail, 1999).
[-5-L e stress oxydatif

[-5-1-Définition

Le stress oxydant se définit comme étant un désequilibre prononcé entre la production
des pro-oxydants et les systemes de défense (antioxydants), en faveur des premiers avec
comme conséquence |’'apparition de dégats irréversibles pour la cellule (Defraigne et
Pincemail, 2007; Sorg, 2004). Ce déséquilibre peut se produire quand le systéme de défense
antioxydant est surmené par |’augmentation des oxydants ou lorsque les défenses sont
affaiblies par une carence d' apport et/ou de production d antioxydants (Kirschvink et al.,
2008; Barouki, 2006).

|-5-2-Conséquences biochimiques du stress oxydant

En plus des fonctions biologiques, les espéces réactives possedent des propriétés toxiques
importantes et diversifiées. En effet, toutes les macromolécules cellulaires sont des cibles
potentielles (Favier, 2006).

<
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[-5-2-1-L’oxydation deslipides

Les lipides, en particulier les acides gras polyinsaturés, sont la cible privilégiée des
radicaux libres par une réaction appelée peroxydation lipidique: ¢’ est une réaction en chaine
initiée par I’arrachement d’un atome d’ hydrogene par HO® ou O™ a des esters d acides gras
insaturés (Figure 2). Le radica carboné du constituant lipidique tend alors a se stabiliser par
un réarrangement conduisant au diéne conjugué. La phase de propagation débute lorsqu’ une
molécule d’'O; attague le radical acide gras, pour former un radical peroxyle lui méme
susceptible d’arracher un atome d hydrogene a un autre acide gras. Un nouveau radical
lipidique est ainsi généré (Tweeddale et al., 2007; Gardes-albert et al., 2003).

Cette lipoperoxydation des membranes va atérer leur fonctionnalité (modification de
leur perméabilité, de leur fluidité, perte d'activité d’enzymes, de récepteurs,...) dont la

composition en acides gras insaturés module |’ oxydabilité (M ar nett, 1999).

Figure 2 : Mécanismes en chaine de la peroxydation lipidique et ses produits terminaux (Favier, 2003).

g
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[-5-2-2-L’ oxydation des protéines

Les protéines sont des constituants cellulaires structurels et fonctionnels, essentiels, qui
peuvent subir des modifications oxydatives. L’ oxydation des acides aminés, surtout les
acides aminés soufrés (cystéine et méthionine) et aromatiques (tyrosine, tryptophane),
entraine des modifications structurales des protéines, facilitant de ce fait leur agrégation ou

leur digestion par les protéases (Figure 3) (Jung et al., 2007).

Figure 3: Nature de quelques modifications des chaines latéral es d’ acides aminés des protéines

aprés attaque radicalaire (Favier, 2003).

[-5-2-3-L’oxydation del’ADN

Il sagit d'une molécule tres sensible a |'attaque par les radicaux de |'oxygene. Au
minimum, cing classes principales de dommages oxydatifs peuvent étre générées, parmi elles,
les bases oxydées, |es sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des cassures de brins et des
pontages ADN-protéines (Cadet et al., 2002).

Le radica OH' est le plus réactif envers les bases azotées et les sucres des acides
nucléiques. Par exemple, la guanine est ainsi facilement transformée en 8-hydroxy-2’-
déoxyguanosine (8-OH-dG) qui est normalement éliminée par des enzymes de réparation de

I”ADN qui peuvent, elles aussi, étre victimes de |’ action des radicaux libres.
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Si ces systemes de protection sont débordés ou défectueux, les altérations du matériel

génétique s accumuleront au sein de I’ADN représentant ainsi la premiére étape impliquée

dans la mutagenese, la carcinogenese et le vielllissement (Figure 4) (Baudin, 2006; Favier,

2003; Valko et al., 2006).

voie (1)
60%

voie (2)
40%s

R2

Figure 4: lllustration d’ un mode d’ action des radicaux hydroxyles avec une base de !’ ADN,
laguanine (Gardes-Albert et al., 2003).

|-6-Pathologies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses maladies :

- Ainsi la relation entre stress oxydant et cancer savere tres étroite. Les radicaux libres

interviennent dans |’ activation des procarcinogenes en carcinogenes, créent des lésions de

I”’ADN, amplifient les signaux de prolifération et inhibent les antioncogenes comme P53

(Favier et al., 2006).

- Levieillissement: les radicaux libres peuvent induire des |ésions sur de multiples cibles de la

cellule et de la matrice extracellulaire: sur I’ADN (mutations de I’ADN nucléaire ou
mitochondrial, raccourcissement des téloméres), sur les proténes (notamment formation

d agrégats amyloides non dégradables) et les glycoprotéines, sur les lipides et sur les glucides.

Le vieillissement peut alors étre compris comme une accumulation de lésions oxydatives

(Roussel et Ferry, 2002).
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- La sclérose latérale amyotrophique: maladie neurodégénérative qui peut étre causee par la
présence d'une mutation gain de fonction dans le géne de I’ enzyme anti-oxydante la superoxyde
dismutase SOD-1 situé sur le chromosome 21, induisant un stress oxydatif (Harraz et al.,
2008). Ce qui peut aussi expliquer le vieillissement précoce chez les sujets trisomiques (1,5 fois

supérieur alanormale) (Rosen, 1993 ; DelLaTorre, 1996).

- Le stress oxydatif est associé aussi a beaucoup d’ autres maladies telles que: la cataracte,
I’ Alzheimer, la maladie de Parkinson, le diabéte et les maladies cardio-vasculaires (Beal, 1995;
Liu, 2003).

I1- Les antioxydants
L’ organisme est doté d’un ensemble de systemes de défenses trés efficaces contre la
surproduction d’espéces réactives, désignés par le terme "antioxydant” (Kunwar et

Priyadarsini, 2011).

[1-1- Définition

Un antioxydant peut étre défini comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement
I” oxydation de ce substrat (Young et Woodside, 2001; Salvayre et Salvayre, 2005). Cette
définition fonctionnelle s'applique a un grand nombre de substances, enzymatiques aux

propriétés catal ytiques spécifiques ou non enzymatique (Kaliora et al., 2006).
I1-2-L es systemes de défense antioxydante
[1-2-1-Systemes anti-oxydants enzymatiques

[1-2-1-1-L a super oxyde dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases (SOD) sont des métallo-enzymes qui catalysent la
dismutation des ions superoxydes en oxygéne moléculaire et peroxyde d’ hydrogene,
composés stables et moins toxiques (Frank et al., 2004; M atés et SAnchez-Jiménez, 1999).

SOD
202" + 2H" » H202+ 02 (12)
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Chez les mammiferes, on distingue dans cette famille trois isoenzymes qui catalysent
la méme réaction mais différent selon la localisation chromosomique du géne, leur contenu
métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire: la SOD ferreux (Fe-SOD),
la SOD a cuivre (Cu- SOD) et la SOD a manganése (Mn-SOD) (Zelko et al., 2002;
Menvielle-Bourg, 2005).

I1-2-1-2-L a catalase

C'est une enzyme tétramerique, dont chagque unité porte une molécule d'heme et une
molécule de NADPH qui augmentent son efficacité et le protégent contre I'inactivation. Elle
est principal ement présente dans les hématies et les peroxysomes (Goudable et Favier, 1997;
Chelikani et al., 2004).

La réaction catalysée par cette enzyme est une dismutation du peroxyde d’ hydrogéne
(Matés et al., 1999) :

Catalase
2 H202 » 2H20 + 02 (13)

[1-2-1-3-L es glutathion peroxydase et réductase :

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme qui assure la décomposition du
peroxyde d hydrogéne en molécule d’eau et des hydroperoxydes organiques (ROOH) en
alcool, en utilisant le glutathion réduit comme donneur d’hydrogéne. Elle est constituée de
guatre sous-unités contenant chacune un résidu sélénocystéine qui constitue le site actif de
I’enzyme. Elle se situe principalement dans le cytosol et les mitochondries (Delattre et al.,
2005).

Le glutathion oxydé sera régénéré gréce al’intervention de la glutathion réductase qui

agit par oxydation du NADPH,H" (El Abed €t al., 2009; Deneke et Fanburg; 1989).

GPx
H202 + 2GSH » 2H20 + 2 GSSG (14)

GPx
ROOH + 2GSH »ROH + H20 +2GSSG  (15)

<
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[1-2-2-Systemes antioxydants non enzymatiques
[1-2-2-1-L esvitamines

% LavitamineC

La vitamine C ou l|'acide ascorbique est l'un des principaux antioxydants
hydrosolubles présent dans les fluides intra et extracellulaires. Ses activités biologiques
viennent de son puissant potentiel réducteur (Figure 5) (Padayatty et al., 2003). Alors que la
plupart des mammiféres sont capables de la synthétiser, la majorité des primates dont |'étre
humain en sont incapables. Ils doivent donc I’amener dans leur alimentation (Hamid et al.,
2010).

Figure5: Structure chimique de I’ acide ascorbique (vitamine C) (Adrian et al., 1995).

L'acide ascorbique est un donneur d'atome d'hydrogene H qui réagit avec les radicaux
libres OH* et Oy", les transforme en molécules non toxiques (Allain, 2000-2005). Le

mécanisme d'action de la vitamine C est schématisé danslafigure n® 6 qui suit :

HO AscH, Ho AscH He Asc?
= = F L)
HO\/\LGYO pK = 4.1 HCJXUYO pK =118 HC}\/X_fO
H aH s oH o o

™,

e - -
\\_\ﬁ HO AscH o Asc

HE o, .0 -H Ho_ O ;;}-:::-
— +H* ./
. . pK= -0.B6 o \
I © \l/// s o

Figure 6: Lesformes variées de I’ acide ascorbique (vitamine C) et saréaction avec lesradicaux R
(Valko et al., 2006).
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X/

% LavitamineE

La vitamine E ou I’a-tocophérol est liposoluble. Elle intervient directement au niveau
des membranes biologiques et inhibe ainsi la propagation de la peroxydation. Grace a sa
régénération, une molécule d’a-tocophérol pourra réagir plusieurs fois en tant qu’antioxydant
inhibant la peroxydation lipidique (Figure 7) (Ré et al., 2005; Maeda et al., 2005; Pekiner,
2003).

Figure 7: Structure chimique de la vitamine E ou a-tocophérol (Cuvelier, 2003).

» Interactionsentrevitamine C et vitamine E

Par interaction avec un radical lipidique R°, la vitamine E (T-OH) se transforme en un
radical tocophéryle (T-O). Ce dernier est régénéré en T-OH sous I’ action de la vitamine C
(Asc) qui, a son tour, prend une forme radicalaire (Asc’). Le glutathion réduit (GSH) permet
de régénérer la vitamine C en se transformant en un radical thiyle (GS') qui, par réaction avec
lui-méme, donne du glutathion oxydé (GSSG) (Pincemail et al., 1998 ; Guilland, 2011).

Le mécanisme de larégénération de la vitamine E et C est schématiseé dans lafigure n° 8 qui

Suit ;

Figure 8: Relation entre les vitamines E et C (Pincemail et al., 1998).

¢ Le B caroténe

Le B-caroténe, qui constitue une provitamine A, est un antioxydant liposoluble apporté
par I'aimentation. Ce sont les molécules les plus efficaces pour piéger I’ oxygene sous sa
forme singulet selon la réaction (16). L’énergie d'excitation de |I'oxygene singulet est
transférée vers le pigment, elle est ensuite dissipée au niveau des doubles liaisons conjuguées
(Sergio et al., 1999; Costantini et Moller, 2008).
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102 + B-caroténe » 302+ B-caroténe* (16)

Les B-caroténes (B-CAR) peuvent également neutraliser les radicaux peroxyles (ROO")
en donnant un cation radicalaire (CAR™) et bloguent ainsi la réaction de peroxydation
Lipidique en chaine au niveau des membranes cellulaires selon la réaction suivante:

ROO" + B-CAR » RO2+ CAR'™ (17)

Les B-caroténes assurent I’intégrité de la peau et des muqueuses ainsi que de la vision,
notamment par leur effet protecteur vis- & vis des radiations solaires (UV) (Figure 9)
(Ringer, 1991; Guilland, 2011).

Figure9: Structure du B-caroténe (Gervaise, 2004).

[1-2-2-2-L es composeés phénoliques

[1-2-2-2-1-définition et structure

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux trés répandus
dans le régne végétal, essentiels dans la contribution a la couleur et au go(t des fruits et
végétaux, et dans l'interaction avec leur environnement. Ce sont des ééments importants de
la médecine traditionnelle chinoise et de la phytothérapie pour leurs divers effets
pharmacologiques (Xu et al., 2007; Milde et al., 2004).

Ces composes ont tous en commun la présence d'un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles, libres ou engagées dans une autre

fonction chimique (éther, méthylique, ester, sucre...) (Kasote, 2013).
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|1-2-2-2-2-Biosynthése des polyphénols
L a biosynthese des polyphénols se fait par deux voies principales:

» Lavoiedel’acide shikimique:

Elle Seffectue dans le chloroplaste. Le phosphoénolpyruvate et |’ erythrose-4-
phosphate sont convertis apreés condensation et au bout de plusieurs réactions enzymatiques
en chorismate qui donne naissance aux acides aminés aromatiques (tyrosine et phénylalanine),
dont la désamination conduit aux acides cinnamiques, précurseurs de la majorité des acides

phénoliques (Herrmann, 1995; Weaver et Herrmann, 1997).

» Lavoiedepolyacétate:
Cette voie permet la cyclisation des chaines polycétoniques obtenues par
condensations répétées d’ unités acétate pour former un ensemble de noyaus aromatiques, a

I’ origine de divers composes tel's que les flavonoides et |es quinones (Richter, 1993).

[1-2-2-2-3-L es principales classes des composés phénoliques

Il existe une classification des composés phénoliques qui se base sur la complexité de
leur sguelette carboné de base. Ils regroupent Plus de 8000 structures phénoliques, et
comprennent les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins (Dai e¢ Mumper, 2010;
Mamoudou et al., 2006).

[1-2-2-2-3-1-L es phénols simples et les acides phénoliques
Les phénols simples désignent les composés ayant un seul cycle phénolique
monosubstitué (Bruneton, 1993).

Les acides phénoliques sont des composés possédant une fonction acide carboxylique
en plus de lafonction phénols (Shahriar, 2010).

Deux classes d'acides phénoliques peuvent étre distinguées en fonction de leur structure:

» Les acides hydroxybenzoiques: ils ont une structure géenérale de base de type C6-C1 et
dérivent de I'acide benzoique, comme I'acide gallique et |'acide protocatéchique (L ai et al.,
2013).

» Les acides hydroxycinnamiques: de structure genérale de base de type C6-C3, ils dérivent
de I'acide cinnamique. Ils se composent principalement de I'acide coumarique, caféique et
férulique (M acheix et al., 2006).
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Figure 10: Structure de base des (a) : phénols simples, (b) : acides hydroxybenzoiques, (c) : acides
hydroxycinnamiques (Handique et Bar uah, 2002).

[1-2-2-2-3-2-L estannins
Les tannins sont des composés phénoligues hydrosolubles, capables de se lier a des
protéines en solution et de les précipiter. On distingue classiquement deux grands groupes de

tannins: les tannins condensés et |es tannins hydrolysables (Bossu et al., 2006).

» Les tannins hydrolysables. ils sont facilement hydrolysables par voie chimique ou
enzymatique pour donner une fraction glucidique ou polyalcooliqgue et des acides
carboxyphénoliques (acide gallique, acide ellagique) (Figure 11) (Khanbabaee et Ree,
2001).

Ol ¥

bi R

i

Figure 11: Lestannins hydrolysables (Sereme et al., 2010).

» Les tannins condenses. ou pro-anthocyanidines, elles résultent de la condensation
d'oligomeres ou de polymeres de flavanes (flavanes-3-ol, flavane-4-ol, flavane -3,4 dial).
IIs dérivent de la catéchine ou de ses nombreux isomeres. |ls sont résistants a I'hydrolyse la

structure des tannins condenses est illustré dans lafigure n® 12 (Rahim et al., 2008).

|
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Figure 12: Lestannins condensés (Sereme et al., 2010).

I1-2-2-2-3-3-L es flavonoides

[1-2-2-2-3-3-1-Définition

IIs constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels, ils sont considérés
comme les pigments quasiment universels des végétaux. Tous les flavonoides possedent le
méme éément structural de base, & savoir deux noyaux aromatiques (A et B) et un
hétérocycle oxygéné (C) (figure 13) (Balasundram et al., 2006; T sao et Deng, 2004).

Figure 13: Squelette de base des flavonaoides (Sar af et al., 2007).

[1-2-2-2-3-3-2-Classification

Des substitutions (I’oxygénation, |'akylation, la glycosylation, I'acylation et la
sulfatation) des cycles A et B donnent naissance a des composes différents a I’intérieur de
chague classe de flavonoides. Selon leurs structures moléculaires les flavonoides sont devises

en six classes représentées dans le tableau ci-dessous (Balasundram et al., 2006).
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Tableau I11: Structures des catégories des flavonoides (Havsteen, 2002).

Classe Structure chimique
Flavones e \@
| |
L=
‘j:/ -~ x/\kv/
S /ll\ Z T =
Flavanones e

O
Flavonols: O |
OH

| soflavones

o
Flavanols m i
=
OH
o

o
Anthocyanidines O o

|1-2-2-2-4-M écanismes antioxydants des polyphénols

Plusieurs modes d’ action de I’ activité anti-oxydante des polyphénols ont été décrits :

[1-2-2-2-4-1-1 e piégeage direct desradicaux libres

Les polyphénols sont d'excellents capteurs de radicaux libres, car ils sont tres réactifs
comme donneurs d'hydrogéenes ou d'é ectrons. Cette propriété anti-radicalaire des polyphénols
est étroitement liée aleur structure en particulier e nombre et la localisation des groupements
OH phénoliques présents, nécessaires pour une activité de piégeage des radicaux efficace
(Figure 14) (Seyoum et al., 2006).

|
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Figure 14: Piégeage des ERO (R*) par les polyphénols (Pietta, 2000).

[1-2-2-2-4-2-L"inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres

Les polyphénols sont responsables de I'inhibition de trés nombreuses enzymes
directement impliquées dans le stress oxydant telles que la xanthine oxydase, |’ oxyde nitrique
synthase, la gluthathioneS-tranférase et les lipoxygénases. Les modes d’inhibition peuvent étre
différents selon le polyphénol et |I'enzyme étudiés. L’ exemple le plus illustré est celui de la
xanthine oxydase, qui est considérée comme une source biologique importante de radical
superoxyde. Une relation a été éablie entre la structure chimique des flavonoides et leur
capacité a inhiber la formation de superoxyde par inhibition de la xanthine oxydase par
formation de complexes enzyme-inhibiteur, et/ou par réduction du superoxyde produit
(Middleton et al., 2000; Vorbatch et al., 2003).

Il existe plusieurs facteurs importants pour la liaison des flavonoides dans le site actif
delaXO dont:
- Les flavonoides glycosylés ont des activités inférieures a celles des composés non

glycosylés. Par exemple, larutine est presque dix fois moins active que la quercétine.
- L’ absence du groupement hydroxyle en C3 augmente |égérement I’ activité inhibitrice.

-Les groupements hydroxyles en C7 et C5 et le groupement carbonyle en C4 fournissent des
liaisons hydrogenes favorables et des interactions électrostatiques entre les inhibiteurs et le
site actif (Lin et al., 2002; Coset al., 1998).

[1-2-2-2-4-3-Chélation desions métalliques

Les composés phénoliques possedent une activité chélatrice des ions métalliques en
raison de leur structure chimique spécifique (principalement les groupements carbonyles et
hydroxyles). Les sites essentiels pour la chéation des ions métalliques sont représentés dans
la figure n°15 : un noyau catéchol sur le cycle B, les groupements 3-hydroxyle et 4-oxo du
cycle C, les groupements 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles C et A (Moridani et al.,
2003).
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Les polyphénols exercent une activité anti-oxydante par chelation en formant des
complexes avec la forme réduite des métaux de transition, tels que Fe?*, Fe 3" et Cu ?* qui
participent a des réactions génératrices de radicaux libres. En conséquence, ils peuvent

protéger les cibles biologiques potentielles du stress oxydatif (Malesev et Kuntic, 2007).

Figure 15: Principaux sites impliqués dans la chélation des ions métalliques (Me+") (Tiqwari, 2001).
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|- Camelliasinensis (Thévert)

[-1- Historique

Le thé vert (Camellia sinensis) est connu depuis plusieurs millénaires, en particulier
dans les populations asiatiques qui lui attribuent des propriétés médicinales.
L’ histoire de cette boisson remonterait, selon la Iégende chinoise, a 3000 ans avant Jésus
Christ dans les régions du Sichuan dans le sud-ouest de la Chine. La découverte du thé est
attribuée a I'Empereur Shen Nung (qui a développé la Médecine Traditionnelle Chinoise).
Pour écrire le "Traité des plantes’, Shen Nung goQta lui méme une centaine de plantes afin de
connaitre leurs vertus mais il fit empoisonné par 72 d'entre elles et le thé le sauva a chague

fois. Il appréciadonc le thé qui est comme un excellent médicament.

Le thé est introduit au Japon et dans le monde arabe a partir du 1Xe siecle. Puis en
Europe au XVlle siecle par les commercants portugais et hollandais. Actuellement, le thé est
la boisson la plus consommée dans le monde aprés I’ eau. La production mondiale a atteint 3
459 000 tonnes en 2005 (Wachira et al., 2001; Scharbert et Hofmann, 2005).

[-2- Description

Originaire d'Extréme-Orient, mais il est aujourd'hui cultivé partout dans le monde, le
théier est un arbre a feuilles persistantes, pouvant atteindre jusqu’a 20 m pour certaines
variétés. Sa hauteur est limitée par lataille en culture. 1l a une forte racine pivotante, les fleurs

sont blanches et il possede un génome de 4000 Mb.

La culture du thé affectionne les sols acides des régions au climat tempéré et humide (Tanaka

et al., 2004; Namita et al., 2012).

Figurel7: Camellia sinensis (fleurs) (1) Figurel6: Photographie dune feuille de
Camellia sinensis.
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[-3- Classification botanique

Regne: Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre: Theales

Famille: Theaceaes

Genre: Camellia

Espece : Camellia sinensis (Mahmood et al., 2010).

[-4- Composition biochimique
La feuille du thé ne contient pas moins de 350 constituants. A I'éat frais, le thé

renferme 27% de matiere seche dont on distingue:

* Lespolyphénols (30 a40%) :

Les propriétés pharmacologiques du thé vert sont dues principalement a la présence
des polyphénols. Prés de 75% de ces derniers appartiennent au groupe des flavanols,
largement représentés par des catéchines. L’ épigallocatéchine, I’ épigall ocatéchine-3-gallate,
I” épi catéchine-3-gallate et épicatéchine sont les principales catéchines du thé vert.

Lethé est aussi une source de flavonols, principalement la quercétine, le kaempferol et
lamyricétine. |ls sont présents dans les extraits du thé sous forme de flavonols glycosides.
Il contient aussi une quantité significative d’ acides phénoliques (acide gallique, acide
coumarique,...) (Tariq et al., 2010; Rusak et al., 2008).

* Lacaféine(1a5%):
La caféine est un acaloide, appartenant a un groupe de stimulants appelés
triméthylxanthine (Ahmad et al., 1999).

O CH;
Y
A It

CH;

Figure 18: Structure moléculaire de lacaféine (Ashihara et al., 2008).
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* Lesvitamines:

La teneur du thé en vitamines augmente le potentiel antioxydant, en particulier les
vitamines du groupe B telles que (B1, B2, B3), lavitamine C, la vitamines E et la vitamine P
(Nookabkaew et al., 2006).

* Autres composants:
Le thé vert contient aussi d’ autres constituants faiblement extraits lors de I'infusion:
40 % de glucides, 15 a 23 % de protides et 2 a 3 % de lipides, 9 % de matiéres minérales (le

manganese, le potassium, le magnésium et le fluor) (Cabrera et al., 2006).
I-6- Usage thérapeutique

En Médecine chinoise traditionnelle, le thé vert est utilisé pour traiter lestroubles
digestifs, favoriser lacirculation sanguine, stimuler lesfonctions cognitives, ainsi que pour
accélérer I’élimination de I’alcool et d’ autres toxines. En usage externe, la poudre de thé est
utilisée comme cicatrisant dans la plaie ouverte et dans les affections oculaires. Mais ces usages

traditionnels n’ ont pas été évalués de fagon scientifique (Ogle, 2009).

|-7- Propriétés biologiques

[-7-1- Activité anti-oxydante
Les effets biologiques des polyphénols du thé sont principalement axés sur les effets

des catéchines en raison de leur activité anti-oxydante.

Ainsi, des études ont démontré qu'un gramme de thé vert contient une quantité
d antioxydants équivalente a celle trouvée dans 50-275 mg d'acide ascorbique, ou de 156 a
813 mg de vitamine E (Hajimahmoodi et al., 2008).

D’ autres études ont démontré que la capacité du thé vert a piéger le radical synthétique
le Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH) est de 90,8% (Gadow et al., 1997).

|-7-2- Activité anticancéreuse:
De nombreuses études ont éé réalisées dans le but de tester |'effet du thé vert en
particulier I’ éigall ocatéchine-3-gallate (EGCG) sur des cellules normales et transformées.
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Ains I’EGCG a montré une capacité ainduire I'apoptose dans les cellules cancéreuses
sans affecter les cellules normales, y compris I'inhibition de la progression du cycle cellulaire,

I'activation des caspases, enzymes induisant |'apoptose (Du et al., 2012).

En outre, 'EGCG peut bloguer l'urokinase: une enzyme produite en quantités
importantes par la cellule cancéreuse. Elle détruit les tissus adjacents, de sorte qu'elle y
pénetre et prolifere. L'inhibition de I'urokinase par I'EGCG empéche la tumeur de produire
des métastases (Jung et Ellis, 2001; Katiyar et al., 2000).

[-7-3- Activité antidiabétique:

Les polyphénols du thé abaissent la glycémie en inhibant a la fois l'activité de a-
amylase salivaire et intestinale: enzymes de digestion de I'amidon. En conséquence, I'amidon
est décomposé plus lentement et la hausse soudaine de la glycémie est minimisé (Sharangi,
2009).

[-7-4- Prévention des maladies cardiovasculaires:

Plusieurs études épidémiologiques ont montré que les catéchines et particuliérement
I'EGCG du thé réduisent le taux de cholestérol, |'oxydation des LDL et |'agrégation
plaquettaire. Chacun de ces facteurs pourrait étre prometteur dans la réduction des maladies
cardio-vasculaires,

Le thé vert peut aussi diminuer la tension artérielle en inhibant |I’enzyme de conversion de
I’ angiotensine (Hernandez Figueroa et al., 2004; Sinija et Mishra, 2008).

|-7-5- Effet minceur :

La caféine est potentialisee dans le thé vert par la présence de catéchine et ce qui
favorise une augmentation de la thermogenese. De plus, la caféine aide a stimuler lalipolyse, et

freine |'absorption intestinale des lipides en inhibant les lipases gastriques (Dulloo et al., 1999;

Westerter p-Plantenga, 2010).

|-7-6- Effet revitalisant :

La caféne contenue dans le thé vert agit directement sur le systeme nerveux central.
Dans le thé, |’ action stimulante de la caféine est significativement modifiée par la présence
des polyphénols qui générent un effet prolongé et modéré (Arnal-Schnebelen et al., 2008).
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I1- Laurusnobilis (Laurier)

[1-1- Historique

Laurus nobilis ou le laurier, issu de la famille des Lauracées, et originaire du bassin
mediterranéen (Iserin, 2001). Il est connu en Grece au moins depuis I’ Antiquité ou il
symbolisait la gloire, I'immortalité, d'ou le nom de “lauréat” qui signifie littéralement
“glorieux”. Chez les Grecs et les Romains anciens, |'usage sétait éabli de couronner de
laurier les poétes et les vainqueurs. Au Moyen Age aussi, on couronnait de laurier les savants
distingués dans les universités. Dans les écoles de médecine, la couronne dont on entourait la
téte des jeunes docteurs était faite de rameaux feuillés de laurier avec des baies, d'ou le nom «
baccalauréat » (baccalaurea: baie de laurier) (Ballabio et Goetz, 2010).

Les feuilles sont largement appliquées et connues comme assaisonnement et herbe

meédicinale depuis les périodes antiques grecs et romaines (Demir et al., 2004).

[1-2- Description

Le laurier est un arbuste de la famille des Lauracées a feuilles persistantes et coriaces.
Il est le seul arbuste comestible de la famille des Lauracées mesurant de 2 a6 m et jusgu'a 15
m de haut, a tige droite et grise dans sa partie basse, verte en haut. Le nombre de
chromosomes est 2n =42. Les feuilles sont vert foncé de forme lancéolée. Les fleurs,
blanchétres groupées par 4 a5 en petites ombelles, apparaissent en Mars - Avril (Hopkinson
et al., 2002, Riveraet Obon, 1995).

Figurel9: Laurus nobilis (fleurs) (2). Figure20: Photographie des feuilles de Laurus
nobilis
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I1-3- Classification botanique
Regne: Plantae
Sous-regne : Tracheophyta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre: Laurales
Famille : Lauraceae
Genre: Laurus
Espéce: Laurus nobilis (Ballabio et Goetz, 2010).

[1-4- Composition biochimique

Lesfeuillesdu Laurier sont richesen :

*Huile essentielle: elle représente 1 a 3% du poids sec dont: 30 a 70 % de cinéol, 3%
d'eugénol, ains que plusieurs d'autres composés terpéniques: linalol, géraniol, pinene,

terpinene.

*Des polyphénols : Plusieurs flavonoides et dérivés ont éé déterminés dans les extraits du
laurier comme des flavonoides O-glycosides ou C-glycoside, I’ acide caféique, |a catéchine,

les cinnamtannin et certains dérivés du kaempférol.
*Des alcaloides apor phiniques: comme la cryptodorine ou |'actinodaphnine.

*Des lactones sesquiterpeniques. comme costunolide et zaluzanine D (Derwich et al.,
2009; Flamini et al., 2007).

[1-5- Usage thérapeutique
Le laurier est principalement utilisé pour soigner les troubles de I'appareil digestif et les

douleurs arthritiques et les rhumatismes, les éruptions cutanées (Santos et Rao, 2000).

En outre, il stimule I'appétit et la sécrétion des sucs gastriques. Utilisées comme
condiment, les feuilles facilitent la digestion et I'assimilation des aliments. Elles ont la méme
action bénéfigue que la menthe (Mentha spicata) et le romarin (Rosmarinus officmalis)
(Muhiz-Mérquez et al., 2013).
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I1-6- Propriétés biologiques

[1-6-1- Activité anti-oxydante

L’ activité anti-oxydante des extraits des feuilles de Laurus nobilis a été éudiée au
niveau de la peroxydation des lipides. Des recherches faites sur les extraits aqueux et
éthanolique ont montré qu'ils présentent une forte activité anti-oxydante en émulsion d'acide
linoléque. Différentes concentrations de ces extraits entre 20 et 60 mg/ml ont montré entre 85
et 98,6% d'inhibition de la peroxydation lipidique de I'émulsion d'acide linoléque, quand 60
mg/ml de BHA et de alpha-tocophérol présentaient 77 et 96% dinhibition de la peroxydation
des lipides en émulsion d'acide linoléique, respectivement (Elmasta et al., 2006).

[1-6-2-Activité antibactérienne

Le laurier possede des propriétés antibactériennes tres efficaces concernant les
staphylocoques, streptocoques et gonocoques. Des études antibactériennes ont déemontré que
les huiles essentielles de laurus nobilis sont trés efficaces contre la souche Saphylococcus
aureus avec une zone d'inhibition de 13 mm.
L’ activité antibactérienne a été principaement expliquée par la capacité des cycles
aromatiques des terpenes et des groupements hydroxyphénoliques a former des liaisons
hydrogénes avec les sites actifs des enzymes cibles (Derwich et al., 2009; Fukuyama et al.,
2011).

[1-6-3-Activité anticonvulsivante
L'huile essentielle de laurus nobilis, en particulier le méthyleugénol, et I'eugénol, ont
montré un effet protecteur sur les souris contre les convulsions toniques induites par

électrochoc maximal et surtout par le pentylenetétrazole (Sayyah et al., 2002).
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[-Matériel et méthodes

I-1- Cuelllette dela plante

Les feuilles de Camellia sinensis ont été récoltées en février 2013 et celles de Laurus
nobilis en mars 2013, dans un endroit naturel loin de la pollution situé dans la commune de
Boukhlifa dans |la wilaya de Beaia. Camellia sinensis a été identifiée par Mr BOUADAM

Said enseignant ala Faculté Science de laNature et delaVie.

|-2- Séchage et broyage

Apres la récolte, Les feuilles de Camellia sinensis et Laurus nobilis ont été
débarrassees des débris, sechées al’air libre puis pendant 24h a |’ étuve a 40°C. Ensuite, les
feuilles ont été broyées a |’aide d’un broyeur éectrique jusgu’ a obtention d’ une poudre trés

fine.

[-3- Préparation des extraits

Le protocole d extraction suivi dans cette étude est celui de Chiang et al., (1994),
ayant subi quelques modifications. Le principe de cette méhode se base sur I’ extraction
sélective liquide-solide des composés phénoliques en utilisant quatre solvants de différentes
polarités : I’ éthanoal, |’ eau, le chloroforme et I'nexane. Les étapes d extraction qui suivront ont
été réalisées a température ambiante.

Il s'agit de mettre 100g de poudre dans 600ml d'éthanol 96%, avec un rapport de
1/6pour Camellia sinensis et dans 400ml d’ éhanol 96%, avec un rapport de 1/4 pour Laurus

nobilis, et de les laisser macérer sous agitation magnétique pendant 24 heures.

Apres décantation de la suspension pendant 24 heures, |’ extrait humide a été préevé a
I'aide d'une pipette et filtré a travers un filtre en papier puis versé dans une boite de pétri, qui
sera réservé pour les tests, et le reste dans un bécher qui servira pour la deuxiéme extraction.
Finalement, |’ extrait humide a été seché a I’ é&uve a 40°C jusqu’ a atteindre un poids constant

del’ extrait sec.

La deuxieme étape consiste a dissoudre |’ extrait sec d' éhanol dans un mélange de
solvants : le chloroforme et I'eau (3/1, v/v) pour Camellia sinensis et Laurus nobilis, et
I'hexane et I'eau (3/1, v/v) pour Camellia sinensis. Aprés agitation et décantation pendant 24h,
deux phases, organique et aqueuse, ont été observees puis récupérees et séchées (Figures 21
et 22).
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Il est a noter, qu’ aprés I’ extraction, huit extraits ont été obtenus. Le taux d extraction
de chague extrait sec a été calculé suivant laformule ci-dessous :

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

Ou:
PO : Poids vide de laboite de pétri.

P : poids apres évaporation du solvant.

[ Poudre trés fine ]

l Macération dans I’ éthanol
96% pendant 24H (1/6)

[ Extrait éthanolique }m::> Extrait éhanolique

I Evaporation Atester
[ Chloroforme/ eau (3/1) ] [ Hexane /eau (3/1) ]

! ﬂ } ! : }

Extrait organique duJ Extrait aqueux du J Extraitorganiquej Extrait aqueux J

chloroforme atester d'Hexane atester d'Hexane atester

chlorofarme a tester

Figure 21: Schémad' extraction de Camellia sinensis (Chiang et al., 1994).

*
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[ Poudre tres fine ]

Macération dans |’ éhanol
96% pendant 24H (1/4)

[ Extrait éthanolique ]ul:u:{> Extrait éhanoligue J

Evaporation | atester

X

[ Chloroforme/ eau (3/1) ]

! |

Extrait agueux du Extrait organique du
chloroforme atester chloroforme atester

Figure 22: Schémad' extraction de Laurus nobilis (Chiang et al., 1994).

I-4- Dosage des composes phénoliques

Dans le but d évaluer qualitativement et quantitativement le contenu en composeés
phénoliques des extraits des feuilles de Camellia sinensis et de Laurus nobilis, trois
protocoles ont éé suivis afin de doser les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en

tanins condensés.

[-4-1- Dosage des phénols totaux

Le contenu en phénols totaux des extraits a été déterminé en utilisant le protocole de
Yap et al., (2009), avec quelques modifications. La réaction est basée sur la réduction de
I’acide phosphotengstene du réactif de Folin-Ciocalteu vers un complexe de couleur bleu,

dans une solution alcaline en présence des composés phénoliques.

Pour cela, on tient a préciser que le réactif est constitué d'un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PM012040). Il est
réduit lors de I'oxydation des phénols en un mélange d oxydes bleus de tungsténe et de
molybdene (Boizot et Charpentier, 2006). La coloration produite est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans | es extraits végétaux.
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A 0,3 ml de solution d’extrait (Img/ml) ont été goutés 1,5 ml du réactif de Folin-
Ciocalteu (10%,v/v) suivis de 0,2 ml de carbonate de sodium (7,5%, w/v). Le mélange a été
bien agité, les tubes a essais ont été incubés a température ambiante pendant 30 min a

I’ obscurité ; puis I’ absorbance a été mesurée a 765 nm.

Il est a noter qu’ un blanc a été préparé en mélangeant 0,3 ml de méthanol avec 1,5 ml
du réactif de Folin-Ciocalteu et 0,2 ml de solution de carbonate de sodium.
Une courbe d’ éalonnage a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant I’ acide gallique
comme standard afin de déterminer les concentrations en phénols totaux des extraits

exprimees en mg équivalent acide gallique /g d’ extrait.

[-4-2- Dosage des flavonoides

Lateneur en flavonoides des extraits a été mesurée en suivant la méthode de Mimica-
Dukic, (1992) in Abdou Boubaet al., (2010), ayant subi quelques modifications.
Cette méthode ce base sur le principe suivant : les flavonoides forment des complexes
jaunétres par chélation des méaux (fer et aluminium), car ils contiennent des groupements

hydroxyles libres (Ribéreau-Gayon, 1968).

2 ml de solution d'extrait (Img/ml) ont éé méangés avec 1 ml d'une solution
d acétate de sodium et de chlorure d’auminium (133 mg d'AlClsz et 400 mg d acétate de
sodium dans 100 ml d'eau distillée). Aprés incubation pendant 10 min a température
ambiante, lamesure de |’ absorbance a été effectuée a 430 nm.
Un blanc a éé préparé en mélangeant 2 ml de solution d’ extrait avec 1 ml d eau distillée.
Une courbe d’' éaonnage a été réalisee dans les mémes conditions, en utilisant la quercétine
comme standard et |a concentration a été exprimée en mg équivalent quercétine /g d’ extrait.

[-4-3- dosage des tanins condenses (Pro-anthocyanidines)

La teneur en pro-anthocyanidines a été mesurée en suivant le protocole de Sun et al.,
(1998) in Oyedmi et Afolayan., (2011) avec quelques modifications. Le principe est basé sur
la capacité de la vanilline a réagir avec les unités des tanins condensés en présence d'acide
pour produire un complexe coloré. La réactivité de la vanilline avec les tanins n'implique que

la premiére unité du polymere (Figure 23) (Ba et al., 2010).
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Figure 23: Mécanisme de laréaction de la vanilline avec les tanins condensés (Schofield et al., 2001).

Un volume de 0,5 ml de la solution d’ extrait (1 mg/ml) a é&é mélangé avec 3 ml de la
solution de vanilline (4%, w/v), préalablement préparée dans du méthanol, et 1,5 ml d'HCI
(37%). Le mélange a été bien agité, puis incubé pendant 15 min a température ambiante.
L’ absorbance a été mesurée a 500 nm.

Un blanc a é&é préparé en mélangeant 0,5 ml d’ extrait avec 3 ml de méthanol et 1,5 ml d'HCI.
Une courbe d’ éaonnage a été réaisée dans les mémes conditions, en utilisant la catéchine

comme standard et |a concentration a été exprimée en mg équivalent catéchine /g d’ extrait.

[-5- Activités anti-oxydantes des extraits
L’ activité anti-oxydante a é&é évaluée en testant |'activité scavenging du radical
DPPH", ABTS™ et le pouvoir réducteur des extraits.

[-5-1- Activité scavenging du radical DPPH"

L'évaluation de I'activité anti-radicalaire des extraits a été réalisee en mesurant
I'activité scavenging du radical DPPH". Le 1,1-Diphényl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) est un
radical libre stable centré sur |'azote, dont la couleur change du violet au jaune aprés
réduction par le processus de donation, soit d hydrogéne ou bien d’'éectron (Figure 24)
(Hinneburg et al., 2006).

La mesure de I’ activité scavenging du radical DPPH" a été effectuée en suivant le
protocole de Hemalatha et al., (2010).

Une solution de DPPH (0,1 mM) a été préparée dans du méthanol, et 1 ml de cette
solution a été gjouté a 3 ml de solution d’ extrait a différentes concentrations. Apres incubation
pendant 30 min et atempérature ambiante et al'abri de lalumiere, I’ absorbance a été mesurée
a517 nm.
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Un contréle a é&é préparé en remplagant la solution d’ extrait par du méthanol.
Un blanc pour chague extrait a été préparé en mélangeant 1 ml de méthanol avec 3 ml de
solution d’ extrait.

. O - S@
ozu,,”’f — o,nu

e O o O
Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre) Diphenylpicrylhydrazine (forme réduite)

Figure 24: Forme libre et réduite du DPPH (M olyneux, 2004).

L’acide ascorbique et la BHA ont été utilisss comme standards et a différentes
concentrations. Le pourcentage de I’ activité scavenging du radical DPPH" de chague extrait a
été cal culé comme suit:

[ % del’activité scavenging du radical DPPH" = [(Ac - (At — Ae)/Ac] x 100 ]

ou:
Ac : Absorbance du contrdle ; ¢’ est I' absorbance du blanc contenant seulement |le DPPH.
At : Absorbance du test ; ¢’ est I’ absorbance de la solution de DPPH contenant |’ extrait.

Ae: Absorbance del’ extrait ; ¢’ est |’ absorbance de la solution de I’ extrait sans |le DPPH.

|-5-2- Activité scavenging du radical ABTS™

La mesure de [I'activité scavenging du radica ABTS (2,2'-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) (Figue 25) est réalisée par une méthode colorimétrique
qui se base sur un test de décoloration afin de détecter le pouvoir antiradicalaire d’ un composé
donné. Le radical préformé ou ABTS est généré par |'oxydation de la molécule stable
d'ABTS avec le persulfate de potassium. La formation du radical ABTS™ se traduit par

I” apparition d’ une coloration vert bleu intense.

Figure 25: Structure de I'ABTS (acide 2,2'-azinobis (3-éthyl benzthiazoline)-6-sulfonique) (Re et al.,1999).
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En présence d'un donneur de H', le passage du radical ABTS™ a la forme non
radicalaire Saccompagne de la disparition de cette coloration mesurée
spectrophotométriquement & une longueur d’ onde de 734 nm (Re et al., 1999).

Le protocole suivie est celui de Nenadis et al., (2004) in Le et al., (2007) avec
quelques modifications.

Une solution de I'ABTS (7 mM) a été préparée en mélangeant 72mg de I'ABTS avec
13.24 mg de persulfate de potassium (2,45mM) dans 20ml d'eau distillée, et laissée incuber
pendant 16h a I'obscurité. La solution d ABTS™ (7 mM) est diluée avec de I'eau digtillée
jusqu'a atteindre une absorbance de 0,7+0,02 a 734 nm. 1,9ml de cette solution a été gouté a
100ul de solution d' extrait a différentes concentrations. Aprés incubation pendant 7 min et a
température ambiante, |’absorbance a éé mesurée a 734nm. Le blanc a é&é préparé en

remplacant la solution d’ extrait par du méthanol.

Le Trolox (Acide 6-hydroxy-2,5,7,8- tetramethylchroman-2-carboxylique), analogue
de la vitamine E a été utilise comme standard a différentes concentrations (Miller et al.,
1997).

Le pourcentage de I’ activité scavenging de I'ABTS™ de chague extrait a été calculé comme

Suit:

[ % del’activité scavenging del'ABTS™ = [Ac— At/Ac] x 100 }

ou:
Ac : Absorbance du blanc.
At : Absorbance du test.

I-5-3- Le pouvoir réducteur
Le pouvoir réducteur des extraits de Camellia sinensis et de Laurus nobilis a été
déterminé selon le protocole d’ Oyaizu (1986) in Ogunlana et Ogunlana (2008) avec quelques

modifications.

Les extraits qui possedent un potentiel réducteur réagissent avec le Ferricyanure de
potassium (Fe3+) pour former le Ferrocyanure de potassium (Fe2+), qui réagit ensuite avec le
Chlorure ferrique (Fe Clz) pour donner un complexe ferrique ferreux mesurable & 700 nm
(Jayanthi et Lalitha, 2011).
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1 ml de solution d’extrait (100 pg/ ml) a été mélangé avec 2,5 ml de solution tampon
phosphate (0,2 M ; pH = 6,6) et 2,5 ml de solution de Ferricyanure de potassium a 1%
(K3Fe(CN)e). Le mélange a été incubé a 50°C pendant 20 min, puis les tubes a essais ont été

retirés en leurs rgjoutant 2,5 ml d acide trichloroacétique a 10% (TCA).

A 2,5 ml du surnageant ont été goutés 2,5 ml d' eau distillée et 0,5 ml de Fe Cls a
0,1% et la mesure de I'absorbance a été effectuée a 700 nm. Un blanc a été préparé en

remplacant I’ extrait par du méthanol, et laBHA a été utilisée comme standard.

I-6-Fractionnement et caractérisation de I'activité antioxydante des extraits par
chromatographie sur couche mince

I-6-1-Fractionnement des extraits par chromatographie sur couche mince
La chromatographie sur couche mince (CCM) permet la séparation des composés
phénoliques selon leur poids moléculaire et leur degré de solubilité, afin de pouvoir les

caractériser.

Une plaque chromatographique est composée d un support en aluminium sur lequel
est posée une fine couche de silice qui constitue la phase stationnaire. Sur cette derniere ont
été tracées deux lignes séparées au niveau des deux extrémités de la plague
chromatographique : I’une se trouve a 2,5 cm de |’ extrémité basse, et I'autre a 3,5 cm de
I’ extrémité haute. Des échantillons de tous les extraits et des standards utilisés ont été déposés
sur la ligne basse de la plague chromatographique en respectant la méme concentration (10
mg/ml) et le méme volume (5 ul), puis laissés sécher.

L a deuxieme étape consiste aintroduire de fagon verticale la plaque chromatographique
dans une cuve de chromatographie préalablement saturée par un systeme de solvant approprié
spécifique pour les extraits des feuilles de Camellia sinensis et de Laurus nobilis celui-ci est
composé de: acétone glacia e-toluéne-acide formique (60 :60 :10, v/v).

Apres |”élution, la plague chromatographique a été sechée al’air libre puis observée a
la lumiére du jour et sous UV. Findement, une révélation a la vanilline sulfurique a été
effectuée par une simple pulvérisation puis un chauffage a 100 °c pendant 5 mn. Les résultats
ont été photographiés.
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Figure 26: dével oppement chromatographique d'une plague.

N.B.:
Le rapport frontal de chague spot a été déterminé :

[ Le rapport frontal (RF) = D1/ D0 ]

Tel que:
D1 : Distance parcourue par latache.

DO : Distance parcourue par le front du solvant.

|-6-2-Caractérisation de I'activité anti-oxydante des extraits par chromatographie sur
couche mince

Dans le but de révéler I'activité anti-oxydante des fractions chromatographiques
obtenues, deux autres plagues de CCM ont été préparées de la méme maniere, I'une a été
pulvérisée par une solution méthanolique de DPPH a 0,5 mM et I'activité fut caractérisée par
I'apparition de spots jaunatres sur un fond violet (Aké et al., 2006), I’ autre plague a, quant a
elle, été pulvérisée par une solution concentrée du radical-cation ABTS®" et |’activité fut
caractérisée par |’ apparition de spots décolorés sur un fond bleu vert. Les résultats finaux ont
été photographiés (Zampini et al., 2010).

|-7-Etude statistique
Trois mesures ont été réalisées pour chaque échantillon analyse et les résultats ont été

exprimés sous la forme : moyenne * écartype. Des comparaisons statistiques ont été
effectuées en utilisant le logiciel Anova. Les différences ont été considérées d étre
significatives a o = 0,05. Les valeurs des IC50 ont été calculées en utilisant le logiciel

Origine 8.
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Il1- Résultats et discussion

[1-1- Extraction

Le taux d’extraction des composés phénoliques dépend de la méthode, |a nature du
solvant, la température et de la taille des particules constituants la poudre de la plante
(Chavan et al., 2000; Goli et al., 2004; Mukhopadhyay et al., 2005).

Dans notre travail, afin dobtenir des combinaisons phénoliques distinctes, une
extraction liquide-solide sélective a été réalisée en utilisant plusieurs solvants de différentes
polarités, a savoir, des solvants polaires : I'eau, |’ éthanol, et des solvants apolaires tels que :
I hexane et e chloroforme. Commencer |’ extraction par |’ éthanol est intéressant car ce dernier
représente un solvant permettant la dissolution de la majorité des composés phénoliques
(Cowan, 1999). Une fois les extraits secs, le calcul des taux d’ extraction dans chague étape a

donné les résultats suivants::

Tableau 1V : Les pourcentages d’ extraction des extraits de Camellia sinensis.

Extrait Taux d’extraction
Extrait éthanolique des feuilles 10.57%

Extrait du chloroforme des feuilles 31.41%

Extrait aqueux du chloroforme des feuilles 38.14%

Extrait d hexane des feuilles 2.10%

Extrait agueux d’hexane desfeuilles 5.89%

Tableau V: Les pourcentages d’ extraction des extraits de Laurus nobilis.

Extrait Taux d’extraction
Extrait éthanolique des feuilles 11.18%
Extrait du chloroforme des feuilles 43.14%
Extrait aqueux du chloroforme des feuilles 36.18%

D’aprés ces résultats, nous remarquons que les taux d'extraction de I'extrait
éthanoligue concernant les deux plantes sont similaires et appréciables, ce qui nous permet de
conclure la richesse des deux plantes en composes phytochimiques. Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par deux éudes. En effet, Gramza-Michaowska, (2007), a trouvé
un pourcentage de 12.61% concernant un extrait éhanolique des feuilles de Camellia
sinensis; de la méme maniere, ont obtenu un taux de 17.32 % pour un extrait des feuilles de

Laurus nobilis.
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Les extractions chloroforme/eau et hexane/eau ont donné des phases agueuses plus
concentrées gue les phases organiques dans le cas de Camellia sinensis, contrairement a ce
qui I'on est concernant Laurus nobilis, ou la phase organique du chloroforme est nettement
plus concentrée que la phase agueuse correspondante. Cette différence dans les taux
d extraction pourrait traduire une différence dans la nature des composés phénoliques extraits
des deux plantes. Ainsi, Camellia sinensis semblerait étre plus riche en composés de polarité
élevée dont les composeés phénoliques, éant donneé leur richesse en groupements hydroxyles
(Iris et al., 1999); comparée a Laurus nobilis ou les composées de polarité réduite seraient
plus abondants. Effectivement une étude effectuée par Macchioni et ses collaborateurs, sur la
détermination de la composition chimiques de Laurus nobilis, a démontré que les huiles
essentielles qui sont de nature peu polaire, constituent les principaux composants de Laurus
nobilis (Macchioni et al., 2006).

I1-2- Dosage des composés phénoliques

[1-2-1-Dosage des phénols totaux
Les teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles de Camellia sinensis et de
Laurus nobilis, exprimées en mg équivaent acide gallique /g d’ extrait, sont représentées dans

lafigure ci-dessous :
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Figure 27: Teneurs en phénols totaux dans les extraits des feuilles de Camellia sinensis et Laurus nobilis.

T eth F: Thé ethanol feuille; T Chl F: Thé Chloroforme feuilles; T Aq chlo F: Thé Aqueux du chloroforme
feuilles; T Hex F:-Thé Hexane feuilles; T Aq hex F: Aqueux d'hexane; L eth F:Laurier ethanol feuille; chl:
chloroforme; L Ag chlo F: Laurier Aqueux du chloroforme feuilles.
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Si on calcule le taux en phénols totaux de I’ extrait brut par rapport a un gramme de
poudre, on obtient une concentration de 11.27 mg équivalent acide gallique (EAG)/g de
poudre de Camellia sinensis et une concentration de 17.52 mg EAG/g de poudre pour Laurus
nobilis; ces taux nous permettent de classer les deux plantes d’aprés une étude faite par
Kahkonen et al., (1999), qui ont montré que la quantité en phénols totaux variait beaucoup
dans les plantes et sont classées de 0,2 a 155,3 mg EAG/g de poudre. Camellia sinensis et

Laurus nobilis font partir des plantes riches en polyphénols.

Lafigure n° 27 montre que le meilleur taux en phénols totaux est donné par |'extrait
aqueux d hexane concernant la plante camellia sinensis (123.36+3.81mg EAG/g d' extrait);
cela semble évident étant donné que les polyphénols constituent des composes polaires grace
a leur richesse en groupement hydroxyles, donc solubles dans les solvants polaires (Chen et
Ho, 2007). Ce résultat est semblable au résultat obtenu par Hgjimahmoodi et al., (2008) qui
ont montré que la concentration d'un extrait des feuilles de Camellia sinensis est de 108 +
0,07 mg EAG/g d extrait.

On constate aussi que c'est I’ extrait organique (158.23 + 5.37 mg EAG/g d’ extrait) qui
a donné plus que I'extrait agueux du chloroforme de Laurus nobilis (68.06 + 3.74 mg EAG/g
d extrait). Ce taux est similaire en moyenne a celui trouvé par Bozan et Karakaplan (2007),
dont les valeurs sont comprises entre 142.4 - 168.1 mg EAG/g d extrait. Cela peut étre
expliqué par la richesse de Laurus nobilis en tannins hydrolysables (non mesurés), qui
constituent des structures polycycliques d’ou leur caractére |égérement hydrophobe donc, se

solubilisant dans les solvants organiques.

Nous faisons remarquer également que le taux en phénols totaux dans I’extrait
éthanoligue pour les deux plantes est |égérement inférieur par rapport a quelques extraits, cela
pourrait ére expliqué par le fait que les composés phénoliques n'ont pas été entiérement
réevélés par le réactif du Folin-Ciocalteu dans |'extrait éthanolique, car il y aurait un
encombrement stérique résultant non seulement de la présence de composés phénoliques mais
aussi d’autres composés appartenant a des classes de métabolites secondaires ou bien au fait
qu'il se formerait des interactions moléculaires, provoquant ainsi la diminution de la quantité
des groupements réducteurs spécialement les groupements hydroxyles (Singleton et Ross,
1965; Cicco et al., 2009).
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[1-2-2- Lesflavonoides
Le contenu en flavonoides des extraits des feuilles de Camellia sinensis et de Laurus
nobilis, exprimé en mg équivaent quercétine (EQ)/ g d extrait, figure dans I’ histogramme

suivant :
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Figure 28: Teneurs en flavonaoides dans les extraits des feuilles de Camellia sinensis et de Laurus nobilis.

T eth F: Thé ethanol feuille; T Chl F: Thé Chloroforme feuilles; T Aq chlo F: Thé Aqueux du chloroforme
feuilles; T Hex F-Thé Hexane feuilles; T Aq hex F: Aqueux d'hexane; L eth F:Laurier ethanol feuille; chl:
chloroforme; L Ag chlo F: Laurier Aqueux du chloroforme feuilles.

Une vue d ensemble de cette représentation graphigue, nous montre que les deux
plantes présentent des teneurs élevées en flavonoides, avec un taux |égérement supérieur pour
Camellia sinensis.

D’ apres la figure ci-dessus, on constate que les phases aqueuses pour les deux plantes
sont plus riches en flavonoides que les phases organiques correspondantes. Avec un taux
maximal pour |’ extrait agueux du chloroforme (15.53+0 mg EQ/g d’ extrait) suivi de I’ extrait
aqueux d'hexane (14.28+1.25 mg EQ/g d' extrait) pour Camellia sinensis; ces résultats sont
conformes au résultat obtenu par Hajimahmoodi et al., (2008) qui est de 19,17 + 0,22 mg
EQ/g dextrait. Cela serait di au fait que les flavonoides sont de petites molécules trés
polaires, résultant de leur abondance en groupements hydroxyles, donc insolubles dans le
chloroforme (Musialik et al., 2009; Papagiannopoulos et Galensa, 2005).
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Il ne faut pas nier la constatation que I’ extrait éhanolique représente un taux infime de
(6.81 + 1.86 mg EQ/g d extrait) comparé a celui de I'extrait aqueux du chloroforme. En
réalité, bien gu’il soit riche en flavonoides ou qu’il en contienne tout simplement latotalité, le
réactif révélateur qui est le AIC;3 n"a pas pu les détecter entiérement, on pourrait supposer que
cela soit di au fait que les groupements réagissant avec ce réactif ne soient pas disponibles
dans I'extrait brut de Camellia sinensis a cause de I'encombrement stérique engendré, et au
fait quil se formerait des interactions intermoléculaires entre eux mettant en ceuvre ces
groupements révélateurs dans divers types de liaisons physi co-chimiques (Singleton et Rossi,
1965; Cicco et al., 2009).

En ce qui concerne les extraits de Laurus nobilis, le taux le plus élevé a été obtenu
avec |’ extrait éthanolique (12.23+1.12 mg EQ/g d’ extrait) éant donné qu'il est le précurseur,
donc englobe la totalité des composés phénoliques, suivi de I’agueux du chloroforme
(6.89+£0.13 mg EQ/g d'extrait), puisque les flavonoides sont solubles dans les solvants

polaires, contrairement al’ extrait organique du chloroforme.

[1-2-3- Les pro-anthocyanidines

Les résultats de dosage des pro-anthocyanidines dans les feuilles de Camellia sinensis
et de laurus nobilis, exprimés en mg équivalent catéchine/g d’ extrait, sont représentés dans la
figure suivante:
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Figure 29: Teneurs en pro-anthocyanidines dans | es extraits des feuilles de Camellia sinensis et Laurus nobilis.

T eth F: Thé ethanol feuille; T Chl F: Thé Chloroforme feuilles; T Aq chlo F: Thé Aqueux du chloroforme
feuilles; T Hex F:-Thé Hexane feuilles; T Aq hex F: Aqueux d'hexane; L eth F:Laurier ethanol feuille; chl:
chloroforme; L Ag chlo F: Laurier Aqueux du chloroforme feuilles.
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Figure n° 29 nous a montré que les deux plantes présentent des teneurs appréciables
en pro-anthocyanidines; alant de (9.41+0.35 a 41.16+2.36) mg équivalent catéchine (EC)/g
d extrait pour Camellia sinensis, avoisinant les 51.41mg équivalent catéchine /g d’ extrait
correspondant au taux trouvé par Haimahmood et al., (2008) et allant de (0+1.06 a
76.16+4.93) mg EC /g d’ extrait pour Laurus nobilis.

Nous faisons remarquer également que ce sont les extraits aqueux qui ont donné les
quantités les plus élevées par rapport aux extraits organiques, cela pourrait étre di a la nature
biochimique des tanins condensés qui sont des polymeres riches en groupements hydroxyles

solubles ainsi dans les solvants polaires (Gu et al., 2008).

En outre, I’ extrait é&hanolique a montré une concentration nettement inférieure a celle
de I’ extrait aqueux, étant donné que le réactif révélateur (la vanilline) réagit uniquement avec
la premiére unité du polymere de pro-anthocyanidines et a cause de I’ encombrement stérique

engendré et de la possihilité d’interaction des polymeres des pro-anthocyanidines entre eux.
[1-3- L activité anti-oxydante

[1-3-1- L activité scavenging du radical DPPH*
L’ étude de I’ activité scavenging du radical DPPH" selon |e protocole de Hemalatha et

al., (2010), nous afourni les résultats exprimés dans lafigure suivante :
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Figure 30: les pourcentages de I'activité scavenging du radical DPPH" des extraits des feuilles de Camellia
sinensis et laurus nobilis et des standards. T eth F: Thé ethanol feuille; T Chl F: Thé Chloroforme feuilles; T Aq
chlo F: Thé Aqueux du chloroforme feuilles; T Hex F:Thé Hexane feuilles; T Agq hex F: Aqueux d'hexane; L
eth F:Laurier ethanol feuille; chl: chloroforme; L Aq chlo F: Laurier Aqueux du chloroforme feuilles.
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A partir de cette figure, nous constatons que tous les extraits des feuilles de Camellia
sinensis et Laurus nobilis ont dévoilé une tres forte activité scavenging du radical DPPH" par
rapport aux standards utilisés. I’ acide ascorbique et la BHA qui ont donné un pourcentage
d’inhibition de 97,01 % + 0,95 et de 96,02% =+ 1,33 respectivement (2 100pg/ml).

L’inhibition du radical DPPH" par les extraits des feuilles des deux plantes montre que
les extraits éthanolique ont exhibé les pourcentages d'inhibition les plus importants avec un
taux de 96.98% = 1.63 pour Camellia sinensis et de 97.40% £1.50 pour Laurus nobilis, étant
donné que ce sont les extraits bruts, donc ils contiennent la totalité des composeés phénoliques
riches en groupement OH donneur d éectrons et d hydrogéenes. Cette activité scavenging
élevée du radical DPPH" a été déja rapportée par Markowicz Bastos et al., (2007), avec un
taux de 92,20% + 0,52.

Concernant Camellia sinensis, c'est I'extrait organique du chloroforme qui a donné
plus que son extrait agueux correspondant proportionnellement a leur teneur en phénols
totaux. Bien que les teneurs en phénols totaux, flavonoides et pro-anthocyanidines de I'extrait
aqueux d'hexane soient supérieures a celles de I'extrait d'hexane, c'est ce dernier qui a montré
le pourcentage le plus élevé, Ce résultat pourrait bien sexpliquer par le fait que I'extrait
organique dhexane possederait des composés phénoliques doués dune efficacité
fonctionnelle indépendante de la quantité mais de la nature biochimique de ces composés

actifs.

Quant a Laurus nobilis c’est I'extrait du chloroforme qui a exhibé I’ activité la plus
importante avec (92.12% + 1.67). Ces résultats sont en trés bonne corrélation avec ceux du
dosage des phénols totaux (R=0.98) qui possédent une trés bonne activité anti-radicalaire.
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% Détermination des|C50
La IC50 est la concentration d'extrait de plante ou de standard pour laquelle 50% des

radicaux DPPH" sont inhibés.
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Figure 31: Représentation graphique de I’ évolution du pourcentage d’inhibition du radical
DPPH" en fonction de la concentration de la BHA et de |’ Acide ascorbique.
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Figure 32: Représentation graphique de I’ évolution du pourcentage d’ inhibition du DPPH" en
fonction de la concentration en extrait éhanolique de Camellia sinensis et de Laurus nobilis.
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Les figure ci-dessus montrent que la variation de I’activité scavenging du radical
DPPH" des extraits et des standards (acide ascorbique et BHA) est dépendante de la
concentration, avec des IC50 des extraits éhanolique de Camellia sinensis et Laurus nobilis
de 5.79 pg/ml et 9.90 ug/ml respectivement qui se rapproche de celles des standard utilisés
qui sont de 0.98 pg/ml et 1.61pg/ml pour la BHA et acide ascorbique respectivement.

Par ailleurs, la valeur de I'IlC50 calculée pour I’extrait de Camellia sinensis avoisine
celle retrouvée par Khalaf et al., (2008) qui est de 6.7 pg/ml. D’autre part, Laurus nobilis la
IC50 qui est un peu proche de la valeur trouvée par Vardapetyan et al., (2013) qui est de 25.3

pg/mi.

[1-3-2- L activité scavenging du radical ABTS™

Le radica ABTS™ est largement utilisé pour déterminer I'activité antioxydante des
extraits des plantes. L'ABTS™, en contact avec un donneur d hydrogene conduit a la forme
réduite de I'ABTS et a la décoloration de la solution a 734nm. L’ activité scavinging du

radical ABTS™ des différents extraits est représentée dans la figure suivante:
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Figure 33: Les pourcentages de I’ activité scavenging du radical ABTS™ des extraits des feuilles de Camellia
sinensis et de Laurus nobilis et des standards. T eth F: Thé ethanol feuille; T Chl F: Thé Chloroforme feuilles; T
Aq chlo F; Thé Aqueux du chloroforme feuilles; T Hex F:Thé Hexane feuilles; T Ag hex F: Aqueux d'hexane;

L eth F:Laurier ethanol feuille; chl: chloroforme; L Aq chlo F: Laurier Aqueux du chloroforme feuilles.
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A partir de cette figure, nous constatons que tous les extraits de Camellia sinensis et
Laurus nobilis n’ont pas exhibé une forte activité anti-radicalaire a 100 upg/ml,
comparativement a I’ activité montrée par le standard utilisé: le Trolox, dont le pourcentage
d'inhibition du radical ABTS™ a été de 86.09%.

Lafigure montre que les extraits éthanolique et agueux d’ hexane de Camellia sinensis
ont exhibé une activité inhibitrice significative qui correspond a 28.41 £5.57 % et 23.31 £2.13
%, respectivement. Les autres extraits ont montré une activité plus faible. Ces résultats sont
en corrélation avec ceux du dosage des phénols totaux (R=0.55) qui sont des puissants

antioxydants, vu leur richesse en groupements OH donneurs d’ é ectrons et d’ hydrogenes.

En revanche, pour Laurus nobilis c’est I’ extrait aqueux du chloroforme qui a donné
I”activité inhibitrice la plus forte qui correspond a 32. 97% + 5.02. Ces résultats sont en bonne
corrélation positive avec les teneurs en pro-anthocyanidines (R = 0.99) et en flavonoides qui

sont connus pour leur importante activité anti-oxydante .

En outre, I'extrait ethanoliqgue de Laurus nobilis a exhibé une activité antiradicalaire
inférieure a celle de |’ extrait aqueux du chloroforme; ceci apparait irrationnel étant donné que
c'est I'extrait brut. Cela pourrait bien sexpliquer par un encombrement stérique, puisque
I”extrait brut ne contient pas que des flavonoides et des pro-anthocyanidines; ces derniers sont

probablement séquestrés par d’ autres composants.

«+ Détermination des|C50
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Figure 34: Activité scavenging du radical ABTS™* des différentes concentrations des extraits de Camellia
sinensis et de Laurus nobilis.
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Comme le montre la figure n° 34, I'activité scavenging du radical ABTS™ est
proportionnelle aux concentrations des extraits, avec des IC50 indiquées dans le tableau n qui

sont 1égerement supérieures a celle du Trolox qui est de 50.18ug/ml (figure n® 35).

Tableau VI1: Les1C50 de quelques extraits de Camellia sinensis et de Laurus nobilis

Extraits IC50

Extrait éthanolique de camellia sinensis 184.19 ng/ml
Extrait aqueux d'hexane de camellia sinensis 188.19ug/ml

Extrait éthanolique de Laurus nobilis 778.36 pg/ml
Extrait aqueux du chloroforme de Laurus nobilis 199.60 ng/ml

100 ~

=@=Trolox

% d'inhibition
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Figure 35: Représentation graphique de I’ évolution du pourcentage d'inhibition du radical DPPH* en fonction de
la concentration en Trolox.
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[1-3-3- Le pouvoir réducteur
Le test du pouvoir réducteur met en évidence la capacité d une molécule a réduire un

oxydant en lui cédant un électron, permettant ainsi de bien apprécier |’ activité antioxydants de

I’ extrait testé. Les résultats obtenus sont récapitul és dans la figure ci-dessous:
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Figure 36: Représentation graphique de I’ absorbance de I’ion ferreux (Fe2+) du pouvoir réducteur des extraits
des feuilles de Camellia sinensis et Laurus nobilis. T eth F: Thé ethanol feuille; T Chl F: Thé Chloroforme
feuilles; T Aqg chlo F: Thé Aqueux du chloroforme feuilles; T Hex F:Thé Hexane feuilles; T Aq hex F: Aqueux
d'hexane; L eth F:Laurier ethanol feuille; chl: chloroforme; L Aq chlo F: Laurier Aqueux du chloroforme
feuilles.

A partir de cet histogramme, on remargue en premier lieu que les extraits des feuilles
des deux plantes ne possedent pas un fort pouvoir réducteur ; il varie (de 0.1 £ 0.04 a0.41 +
0.04) pour Camellia sinensis, et (de 0.13 + 0.07 a 0,18 £ 0,01) pour Laurus nobilis
comparativement alaBHA (0.85+-0.07).a 100ug/ml.

D’ apres la figure n° 36 nous remarquons que la capacité la plus élevée pour Camellia
sinensis a été obtenue avec I’ extrait éthanolique (0.41 £ 0.04) ; étant donné que c’est |’ extrait
brut. Quant au Laurus nobilis c'est I'extrait aqueux du chloroforme qui a exhibé le pouvoir

réducteur le plus important qui est de 0,18 + 0,01.

On constate également que le pouvoir réducteur des extraits des feuilles de Camellia
sinensis est en parfaite corrélation avec les teneurs en phénols totaux (R = 0.85) qui
contribuent fortement dans le pouvoir réducteur, vu leur capacité a transférer des éectrons.
Cependant le pouvoir réducteur de Laurus nobilis est en parfaite corréation avec les pro-
anthcyanidines et les flavonoides caractérisés par leur abondance en groupements hydroxyles

donneurs d’ é ectrons et d’ hydrogene.
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Finalement nous déduisons que Camellia sinensis possédent un pouvoir réducteur

supérieur acelui obtenu par Laurus nobilis.

[1-4- Fractionnement et caractérisation de |'activité anti-oxydante des extraits par

chromatographie sur couche mince

I1-4-1- Fractionnement des extraits par chromatographie sur couche mince

Afin d’ avoir une appréciation qualitative des composés phénoliques présents dans les
huit extraits des feuilles de Camellia sinensis et de Laurus nobilis, des chromatographies sur
couche mince (CCM) comparatives par rapport a quelques standards, ont été réalisées.
L’ observation des chromatogrammes a la lumiéere du jour, sous lampe UV et aprés révéation
a la vanilline sulfurique a permis de visualiser différentes fractions. Les rapports frontaux
calculés a partir du chromatogramme visualisé a la lumiere du jour sont donnés dans le

tableau suivant :

Tableau VII: Les rapports frontaux des différentes fractions visualisées sur le
chromatogramme a la lumiere du jour des extraits des feuilles de Camellia sinensis et de
Laurus nobilis.

Extraits Rapports frontaux
Thé vert éthanol 0.32 0.5 0.54 0.60 0.67 0.82 0.98
Thé vert chloroforme 0 0 0.54 0.60 0.70 0.76 0.98
Thé vert agueux 0 0.46 0.54 0.60 0 0 0
du chloroforme
Thé vert hexane 0 0 0.54 0.57 0.71 0.92 0.98
Thé vert agueux hexane 0 0.5 0.54 0.71 0 0 0.98
Laurier éthanol 0 0.5 0.54 0.67 0.91 0.97 0
Laurier chloroforme 0 0 0.54 0 0.64 0.92 0.98
Laurier agueux du|O 0 0 0 0 0 0
chloroforme
Quercétine 0.54

Rutine 0.10
Acide tannique 0.07
Acide gallique 0.17
Catéchine 0.53

.
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La CCM permet de séparer les composants des extraits dans le but de les caractériser.
Le profile chromatographique des extraits des feuilles de Camellia sinensis et Laurus nobilis

alalumiere du jour est représenté dans lafigure 37:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figure 37: Profile chromatographique alalumiére du jour des extraits des feuilles de: @) Camellia sinensis: (1)
:extrait éthanolique ; (2) : extrait de chloroforme ; (3) : extrait aqueux de chloroforme; (4) : extrait d’ hexane ; (5)
:extrait agueux d'hexane. b) Laurus nobilis: (6) : extrait ethanolique; (7): extrait du chloroforme ; (8): extrait
aqueux du chloroforme. (9) : quercétine; (10): rutine; (11): acide tannique; (12) : acide gallique ; (13) : catéchine.

D’ apres ce chromatogramme on constate que I’ extrait éhanolique a laissé apparaitre
approximativement toutes les bandes retrouvées dans les différents extraits, que ce soit pour
Camellia sinensis ou Laurus nobilis. On peut constater également la diversité et la richesse
des extraits organiques comparés aux extraits aqueux pour Laurus nobilis, ce qui nous permet

de supposer larichesse de la plante en composés de polarité réduite (Ghasemi et al,. 2007).
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En comparant les rapports frontaux (RF) ainsi que la coloration des spots observée sur
le chromatogramme a la lumiére du jour, on a pu identifier la quercétine (RF=0,54) au niveau
de lamagjorité des extraits des deux plantes; cette derniére constitue un trés bon scavenger des
radicaux libres (Lakhanpal et Rai, 2007). Ceci nous permettrait de déduire que les feuilles
des deux plantes contiendraient bien de la quercétine (Mihara et al., 2004; Kaurinovic et al,.
2010).

Figure 38: Profile chromatographique sous UV des extraits des feuilles de: @) Camellia sinensis: (1): extrait
éthanolique; (2): extrait de chloroforme; (3): extrait agueux de chloroforme; (4) :extrait d hexane; (5):extrait
aqueux d'hexane. b) Laurus nobilis: (6): extrait éthanolique; (7): extrait du chloroforme; (8): extrait aqueux du
chloroforme.

Le profile chromatographique sous UV nous permet encore une fois de constater que

I'extrait éthanolique contient e maximum de spots.
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Nous faisons remarquer également que les spots de |'extrait éhanolique pour les deux
plantes ont été partages entre les deux extraits: I'organique et I'aqueux; les bandes des extraits
organiques se trouvent dans la partie haute parce qu'elles contiendraient des composes de
polarité réduite qui fuiraient la silice et migreraient rapidement (loin); par contre les bandes
des extraits agueux se trouvent dans la partie basse car elles sont de polarité élevée, elles vont
donc sadsorber alasilice.

D’ apres le chromatogramme, nous observons des spots de différentes couleurs qui sont

illustrés dans le tableau suivant:

Tableau VIII: Les couleurs des bandes des extraits sous UV et leur correspondance en

composés phytochimiques (Akhanovna et al., 2012):

Jaune Flavonoides, Quercétine, coumarines.
Blanc Flavonols, flavonones, flavones

| soflavonones.
Rose Hydroxyflavonol, Anthocyanidine
Rose foncé Tanin, terpenes et triterpénes
Bleu

Acide phénolique, flavonoides
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figure 39: Profile chromatographique des extraits des feuilles des deux plantes pulvérisés par la vanilline
sulfurique: @) Camellia sinensis: (1) :extrait éthanolique; (2): extrait de chloroforme; (3): extrait aqueux de
chloroforme; (4): extrait d hexane; (5) :extrait agueux d hexane. b) Laurus nobilis; (6): extrait é&thanolique; (7):
extrait du chloroforme ; (8): extrait aqueux du chloroforme. (9): quercéting; (10): ruting; (11): acide tannique;
(12): acide gallique; (13) : catéchine.

Le profile chromatographique révélé par la vanilline sulfurique des extraits des feuilles
de Camellia sinensis et Laurus nobilis (figure 39) montre la présence de plusieurs taches de
différentes couleurs qui correspondraient a des composés phytochimiques bien définis (voir
tableau 1X).

.
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Tableau 1X: Les couleurs des bandes des extraits aprés pulvérisation par la vanilline
sulfurique (Akhanovna et al., 2012; Jork et al., 1994):

Bleu Flavonoides

Bleu-vert Terpénes

Marron Cineole

Violet Terpénes et Triterpénes
Vert Terpéne

Rose Acide tannique

Jaune Flavonoides

Quant aux standards, ils apparaissent sous différentes couleurs a savoir: les flavonoides tels
gue la quercétine et la rutine en jaune, la catéchine en rouge et I'acide tannique et I'acide

galique en rose.

Finalement, d'apres les tableaux | et 1, on constate que les feuilles de Camellia
sinensis seraient  riches en composés de polarité éevée tels que les flavonoides (flavonols,
flavonones, flavones, isoflavonones et |a quercétine) (Owuor et Obanda, 2007). Tandis que,
les feuilles de Laurus nobilis ce caractériseraient par leur richesse en composeés peu polaires
tels que les terpénes, triterpenes , cineole, en plus des hydroxyflavonols, anthocyanidines et
destanins ( Vardapetyan et al., 2013; Derwich et al., 2009).
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[1-4-2- Caractérisation de I'activité anti-oxydante des extraits par chromatographie sur
couche mince

I1-4-2-1Caractérisation deI'activité scavenging du radical DPPH"*
La figure ci-dessous montre le chromatogramme des extraits des deux plantes aprés

pulvérisation avec une solution de DPPH:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figure 40: Profile chromatographique des extraits des feuilles des deux plantes pulvérisés par la solution de
DPPH: @) Camellia sinensis: (1): extrait éhanolique ; (2) : extrait de chloroforme ; (3) : extrait aqueux de
chloroforme ; (4) : extrait d hexane ; (5) : extrait aqueux d’hexane. b) Laurus nobilis: (6) : extrait éthanolique;
(7): extrait du chloroforme ; (8): extrait aqueux du chloroforme. (9) : quercétine ; (10) : rutine.

Le DPPH" est un radical libre stable de couleur violacée; en présence de composés
anti-radicalaires, le radical DPPH" est réduit et change de couleur en virant au jaune (forme
réduite). Par conséguent, une bande active se manifeste par une bande jaune signifiant le

virage de la couleur violette du DPPH".

Une vue générale, nous permet de constater que les extraits de Camellia sinensis ont

une trés forte activité scavenging du radical DPPH* comparativement a Laurus nobilis.
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D'apres ces résultats, |'extrait éhanolique de Camellia sinensis apparait le plus actif
en manifestant plusieurs bandes de couleur jaune intense, ceci serait évident étant donné que
c'est I'extrait brut et de ce fait il constitue la source initiale du reste des extraits des feuilles;
suivi par l'aqueux d'hexane et I'agueux du chloroforme, proportionnellement a leurs
concentrations en pro-anthocyanidines et en flavonoides qui constituent de puissants agent
antioxydants (Har vsteen, 2002).

En comparant les rapports frontaux ainsi que la coloration des spots observeés sur le
chromatogramme, on a pu identifier la quercétine qui se trouve dans la mgjorité des extraits
des deux plantes; cette derniére donne une bande trés active étant donné sa forte activité
antioxydante (Liang et al, 2001).

En outre, la pulvérisation avec la solution de DPPH arévélé des bandes actives au niveau de
I’extrait agueux du chloroforme de Laurus nobilis, puisgue c’'est |'extrait qui a montré une
teneur élevée en flavonoides et en pro-anthocyanidine (figures n°® 28 et n° 29).
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[1-4-2-2-Caractérisation del'activitéinhibitricedu radical ABTS™
La figure montre le chromatogramme des extraits des deux plantes apres pulvérisation avec
une solution dABTS:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figure 41: Profile chromatographique de la caractérisation de I'activité inhibitrice du radical ABTS™ des
extraits des feuilles des deux plantes: @) Camellia sinensis: (1): extrait éthanolique ; (2) : extrait de chloroforme ;
(3) : extrait agueux de chloroforme; (4) : extrait d’hexane ; (5) :extrait aqueux d’ hexane. b) Laurus nobilis: (6) :
extrait ethanolique; (7): extrait du chloroforme; (8): extrait aqueux du chloroforme. (9): quercétine ; (10) : rutine;
(11): acide gallique; (12) : catéchine.

Le principe est basé sur la décoloration du radical ABTS™ de couleur bleu-vert. Ceci est
clairement apparent (figure 28) pour les standards utilisés, a savoir: la quercétine, la rutine,
I'acide gallique et la catéchine. Quant aux extraits des deux plantes, nous observons la
décoloration de quelques spots actifs. Ce profile chromatographique nous permet également
de constater que Camellia sinensis présente une activité scavenging du radica ABTS™ plus

importante que celle de Laurus nobilis car elle présente plus de bandes actives décol orées.
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Conclusion et perspectives

Camellia sinensis et Laurus nobilis sont deux plantes médicinales considérées depuis
longtemps comme source majeure des produits utilisés en thérapeutique. Actuellement, ces
produits sont identifiés comme éant des métabolites secondaires qui suscitent aujourd’ hui
beaucoup d'intérét en raison du bénéfice qu’ils pourraient apporter en termes de prévention
des maladies. De ce fait, |les extraits des feuilles de Camellia sinensis et de Laurus nobilis ont
fait I’objet d'une étude détaillée, commencant par |’ extraction et le dosage des composés
phénoliques, |’ évaluation de leur effet anti-radicalaire et, enfin, la caractérisation de cet effet

par chromatographie sur couche mince.

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

» Les taux d extraction obtenus montrent que Camellia sinensis serait plus riche en

composes phytochimiques polaires que apolaires, contrairement a Laurus nobilis qui

serait riche en composés de polarité réduite.

> L’évauation du contenu en phénols totaux en adoptant la méthode de Folin
ciocalteu a révélé des teneurs importantes en composeés phénoliques pour les deux

plantes.

> Les résultats des dosages des composés phénoliques montrent que les phases
agueuses représentent les teneurs les plus élevées en flavonoides et en pro-
anthocyanidines, éant donné que ces derniers sont des composes riches en
groupements hydroxyles ce qui leurs conferent un caractere hydrophile. Ils sont

donc solubles dans les solvants polaires.

> En ce qui concerne les activités anti-radicalaires, les extraits des feuilles de
Camellia sinensis et de Laurus nobilis ont montré une forte activité scavenging du
radical DPPH". A 100 pg/ml, les meilleurs effets scavenger du radical DPPH" ont
été obtenus avec les extraits éthanoliques dépassant méme celle du standard utilisé
(BHA et acide ascorbique), leurs IC50 ont été estimées a 5.79 pg/ml et 9.90 ug/ml,

respectivement.

£



Conclusion et perspectives

L 4

» Les extraits de Camellia sinensis et Laurus nobilis n'ont pas exhibé une forte
activité inhibitrice de I’ABTS a 100 pg/ml, comparativement a celle montrée par le
standard utilisé (le Trolox).

» Lamesure du pouvoir réducteur a montré que les extraits des feuilles de Camellia
sinensis et Laurus nobilis possedent des capacités réductrices appréciables a
100pg/ml.

» L’analyse chromatographique des extraits des feuilles des deux plantes a la lumiére
du jour, sous UV et avec la vanilline sulfurique nous a permis d’'identifier certains
composeés phénoliques dont I’un correspondrait probablement a la quercétine chez
les deux plantes, avec |’éventuelle présence des acides phénoliques et des
flavonoides chez Camellia sinensis, quant a Laurus nobilis, on a pu identifier en
plus des flavonoides, des cinéoles, des terpenes et des triterpenes.

» La caractérisation de I’ activité anti-oxydante des extraits des feuilles de Camellia
sinensis et Laurus nobilis par chromatographie sur couche mince a confirmé leur

richesse en divers composeés doués d’ une forte activité anti-radicalaire.

» En fin, I'activité anti-oxydante peut étre attribuée a la présence des polyphénols
dans les extraits, les résultats indiquent une forte corrélation entre les activités anti-
oxydantes testées et les composés phénoliques, suggérant que les composes

phénoliques sont probablement responsabl es de cette activité.

Notre étude, méme générale, nous permet de conclure que les extraits des deux plantes
congtituent une source inestimable en divers composés phénoliques doués d' activité anti-
oxydante, ce qui justifie leur utilisation en médecine traditionnelle. De ce fait, les résultats de

la présente étude méritent d’ étre affinés et pour celail serait intéressant de:

> purifier et d'identifier les principes actifs responsables de ces activités par des
techniques plus performantes telles que HPLC, GC-MS et RMN. Auss, il serait
important de suivre cette étude par des applications in vivo en étudiant la toxicité de

ces composés, leur activité antimicrobienne et anticancéreuse.
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Glossaire

Acide urique: Acide présent dans le sang, produit par la dégradation des acides nuclé ques et
qui sélimine par les urines.

Adénosinetriphosphate (ATP): Est une substance chimique qui participe alatransformation
du glycogene en glucose dans les organismes vivants.

Alvéoles pulmonaires: Sont, dans les poumons, les lieux ou se font les échanges gazeux entre
I'air et le sang. Ils se situent aux extrémités des bronchioles. Ils font partie des voies aériennes
intrathoraci ques.

Alzheimer : Maladie chronique du cerveau atérant les facultés intellectuelles de fagon
irréversible.

Apoptose: Mort cellulaire programmée selon un programme génétique établi.

Arbuste: Petit arbre (en générale moins de 5 m al’ &ge adulte).

Cancer : Maladie caractérisée par la prolifération anarchique de cellules malignes qui
essaiment et détruisent de proche en proche les tissus sains.

Cardio-vasculaires. Sont les maladies qui concernent le ceeur et la circulation sanguine.
Cataracte : Opacité du cristallin, entrainant une baisse de la vue, pouvant évoluer.

Citrulline Est un acide aminé non protéique, c'est-adire qu'il n'entre pas dans la
composition des proténes.

Dismutation: Réaction d'une espéce moléculaire (ou radicalaire) sur elle-méme,générant
simultanément une espece plus oxydeée et une espece plus réduite que la mol écule de départ.
Endothélium: Tissu qui tapisse laparoi interne des vaisseaux et du ceeur.

Hypoxanthine: Désigne la base purique de certains ARNt, formée par désamination de
|'adénine par une adénase.

lancéolée: Est une feuille dont le limbe al'aspect d'une lance étroite.

Mitochondrie: Organite intracellulaire ou siege le métabolisme énergétique de la cellule.
M utagenese: Est le processus d'apparition d'une mutation, il peut étre naturel ou artificidl.
Ombelle: Mode de disposition des fleurs sous laforme d'un parasol.

Parkinson: Est une des maladies neurodégénératives les plus répandues. Elle se traduit par
une destruction lente et progressive des neurones de la substance noire du cerveau.
Phagocytose: Est le processus cellulaire par lequel les microbes sont détruits par certaines
catégories de leucocytes, appel és phagocytes.



pivotante: Est un type racinaire caractérisé par la présence d’'une racine principale d’ ou
émergent des racines latéral es secondaires.

Quinone: Composé benzénique utilisé dans la fabrication de certains produits colorants.
Scavenger : Stress oxydant (situation ou la cellule ne contrdle plus la presence excessive de
radicaux libre).

thiyles: Formé par L'oxydation monoé ectronique des thiols par radicaux oxydants .

Tonus: Etat de Iégere tension des muscles au repos qui détermine la position, les attitudes du
corps.

. Transduction de signal: Désigne le mécanisme par lequel une cellule répond a l'information
gu'elle recoit, par des agents chimiques ou autres signaux.

Xanthine: Est une substance issue de la désamination (on enleve un —-NH2) des bases

puriques (adénine et guanine).
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Annexes

Annexe N° 01 : Courbes d’é&alonnage utilisées pour le calcul des teneurs en phénols
totaux, en flavonoides et en tannins.

1 >
0,9 v =0.010x-0.025 _—
Q> I I’ — —
0,3 -
o,1
o
(o] 20 40 a0 =20 100 120

Concentrations (ug/ml)

Figure 01: Courbe d’étalonnage avec 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux (A = 765 nm).
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Figure 02: Courge d'étalonnage avec la quercétine pour le dosage des flavonoides (A =430 nm).
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Figure 03: Courbe d'étalonnage avec la catéchine pour le dosage des tannins (A = 500 nm).



Annexe N° 02: cour bes obtenues par origin 8 utilisées pour le calcul des|Cso
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Figure 05: Courbe pour le calcul de I'IC50 de I’ extrait éthanolique des feuilles de Camellia sinensis dans
I activité scavenging de I'ABTS.
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Figure 06: Courbe pour le calcul deI’lC50 de I’ extrait aqueux d'hexane des feuilles de Camellia sinensis dans
I activité scavenging de I'ABTS.
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Figure 07: Courbe pour le calcul de’IC50 de I’ extrait éthanolique des feuilles de Laurus nobilis dans |’ activité
scavenging de I'ABTS.



—m—B
Boltzmann of E

100 —
80 —
60 —
[aa]
40 — Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))
T Adj. R-Square 0,99727
Value Standard Error
20 —H B Al -32,5757 15,91827
_ B A2 91,40375 3,4927
4 Z B X0 119,14374 29,83422
~ B dx 116,5319 20,48801
0 T T T T T
0 100 200 300 400 500
A

Figure 08: Courbe pour le calcul de I'lC50 de I’ extrait aqueux d'hexane des feuilles de Laurus nobilis dans
I activité scavenging de I'ABTS.
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Figure 09: Courbe pour le calcul de I'IC50 de I’ extrait éthanolique des feuilles de Camellia sinensis dans
I activité scavenging du DPPH.
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FigurelO: Courbe pour le calcul del’ICsode |’ extrait éthanolique des feuilles de Laurus nobilis dans I’ activité
scavenging du DPPH.
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Figure 11: Courbe pour le calcul del'IC50 de la BHA dans |’ activité scavenging du DPPH.

Figure 12: Courbe pour le calcul del’ICso de I'acide ascorbique dans I’ activité scavenging du DPPH.



Annexe N° 03: courbes de corréation des différentes activités avec les teneurs en
phénols totaux, flavonoides et en tannins.
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Figure 13: Courbe de corrélation entre |’ activité scavenging du radical ABTS et les teneurs en flavonoides des
extraits de Camellia sinensis.
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Figure 14: Courbe de corrélation entre |’ activité scavenging du radical ABTS et les teneurs en flavonoides des
extraits de Laurus nobilis.
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Figure 15: Courbe de corrélation entre I’ activité scavenging du radical ABTS et lateneur en proanthocyanidines
de Camellia sinensis.
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Figure 16: Courbe de corrélation entre I’ activité scavenging du radical ABTS et lateneur en proanthocyanidines
de Laurus nobilis.
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Figure 17: Courbe de corréation entre I’ activité scavenging du radical ABTS et les teneurs en phénols totaux
des extraits de Camellia sinensis.
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Figure 18: Courbe de corrélation entre I’ activité scavenging du radical ABTS et les teneurs en phénols totaux
des extraits de Laurus nobilis
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Figure 19: Courbe de corrélation entre |’ activité scavenging du radical DPPH et les teneurs en flavonoides des
extraits de Camellia sinensis.
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Figure 20: Courbe de corrélation entre |’ activité scavenging du radical DPPH et les teneurs en flavonoides des
extraits de Laurus nobilis.
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Figure 21: Courbe de corrélation entre |’ activité scavenging du radical DPPH et lateneur en
proanthocyanidines de Camellia sinensis.
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Figure 22: Courbe de corrélation entre I’ activité scavenging du radical DPPH et la teneur en proanthocyanidines
de Laurus nobilis.

120 y=0,215x+ 67,986

R? = 0,097

00
\I
|

o)
@]

inhibition
N
0

0

0} 20 40 60 80 100 120 140
Concentrations (mg EAG/g d'extrait)

Figure 23: Courbe de corréation entre I’ activité scavenging du radical DPPH et les teneurs en phénols totaux
des extraits de Camellia sinensis.
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Figure 24: Courbe de corrélation entre |’ activité scavenging du radical DPPH et |es teneurs en phénol s totaux
des extraits de Laurus nobilis.
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Figure 25: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur avec lateneur en proanthocyanidines de
Camellia sinensis.
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Figure 26: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur avec la teneur en proanthocyanidines de
Laurus nobilis.
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Figure 27: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur avec lateneur en flavonoides de
Camellia sinensis.
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Figure 28: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur avec lateneur en flavonoides de
Laurus nobilis.
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Figure 29: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur avec la teneur en phénols totaux de
Camellia sinensis.
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Figure 30: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur avec la teneur en phénols totaux de
Laurus nobilis.



Résumé

Les antioxydants jouent un réle fondamental dans I'éimination de I’exces toxique en especes
réactives de I’oxygene a I’ origine de diverses maladies dégénératives. Ainsi, I’ exploitation des molécules
végétales naturelles serait tres bénéfique pour la santé humaine. Par conséguent, on s'est intéresse a
I"évaluation de I'activité anti-oxydante des composés phénoliques extraits a partir de deux plantes
médicinales locales, Camellia sinensis et Laurus nobilis, et cela en faisant trois types de manipulations,
apres, bien évidemment, avoir obtenu les différents extraits des feuilles des deux plantes. D’abord, on a
effectué le dosage des composés phénoliques (phénols totaux, flavonoides, et tanins condensés) pour pouvoir
faire une appréciation qualitative et quantitative ; puis, on est passé a la mesure de I’ activité anti-oxydante
des extraits en réalisant trois tests : le pouvoir réducteur et |’ activité scavenging des deux radicaux DPPH et
ABTS. On a cléturé notre étude par le fractionnement et la caractérisation de I’ activité anti-oxydante des
extraits par chromatographie sur couche mince. Les résultats expérimentaux ont révélé que les extraits des
deux plantes ont été riches en phénols totaux et en flavonoides et ont montré des teneurs appréciables en
tanins condensés. Quant aux activités anti-oxydantes des deux plantes, les extraits ont été de trés bons
scavengeurs du radical DPPH. En revanche, I’ activité inhibitrice du radical ABTSet le pouvoir réducteur ont
été relativement faibles. Finalement, |’ analyse des profiles chromatographiques des extraits a confirmé que
Camellia sinensis serait riche en composés polaires; alors que Laurus nobilis serait riche en composés de
polarité réduite. Par ailleurs, la caractérisation de I’ activité scavenging des radicaux ABTS et DPPH des
extraits des feuilles des deux plantes a confirmé encore une fois leur richesse en divers composés doués
d’une forte activité anti-radicalaire. Ces constatations nous lai ssent imaginer des études plus poussées sur des
extraits d' une panoplie de plantes médicinales afin d’ en bénéficier d’ avantage.

Motsclés: Camellia sinensis, Laurus nobilis, radicaux libres, antioxydants, composés phénoliques, CCM.

Abstract

The antioxidants play a basic role in the elimination of the toxic reactive oxygen species excess.
Thus, the exploitation of natura plant molecules will be very beneficial for the human health. Therefore, we
were interested by the evaluation of the anti-oxidant activity of the phenolic compounds extracted from two
local medicinal plants, Camellia sinensis, Laurus nobilis, and their antioxidant activity was evaluated by
doing three types of manipulations, of course, after getting the different plant leaves extracts. First, we
quantified the phenolic compounds amounts (total phenalics, flavonoids, and condensed tannins), in order to
make a qualitative and a quantitative assessment. Then, we realized the anti-oxidant activity assays such as.
the DPPH and ABTS radical scavenging activity and the reducing power. Our study was fenced by the
fractionation and the characterization of the antioxidant activity of the extracts. The experimental results
revealed that Camellia sinensis and Laurus nobilis extracts were rich in total phenolics and flavonoids, and
they exhibited significant condensed tannins amounts. For the antioxidant activity of the plant, the extracts
were very good scavengers of DPPH radical. Whereas, the ABTS radical scavenging activity and the
reducing power were relatively low. Finally, analysis of chromatographic profiles of extracts confirmed that
Camellia sinengis is rich in compounds of high polarity; while, Laurus nobilisis rich in coumpounds of low
polarity. Moreover, the characterization of the ABTS and DPPH radical scavenging activity of extracts from
the leaves of both plants has once again confirmed their rich variety of compounds with a strong anti-radical
activity. These observations lead us toward more studies in this field, so that we get more benefits from our
local medicinal plants.

Key words: Camellia sinensis, Laurus nobilis, free radicals, antioxidants, phenolic compounds, TLC.
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