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Introduction

La plante est par nature aliment ou médicament ou les deux à la fois. L’homme a

d’abord utilisé la plante uniquement pour se nourrir. Quand il a du faire face à des problèmes

de disfonctionnement organique, de maladies, il a encore fait appel à la plante en lui conférant

encore un rôle plus précis, en lui demandant d’exprimer la totalité de son identité (Fuinel,

2002).

Ainsi, beaucoup de chercheurs s’intéressent aux plantes médicinales pour leur richesse

en métabolites secondaires à savoir les polyphénols (les flavonoïdes, les tannins, les huiles

essentiels etc.) qui possèdent un très large éventail d’activités biologique capable d’entraver

l’action des radicaux libres (Valko et al., 2007).

Les radicaux libres sont depuis longtemps considérés comme potentiellement toxiques

car ils ont la capacité d’endommager différents composants cellulaires vitaux, tels que les

lipides, les protéines et l’ADN, et de conduire à la mort des cellules par stress oxydatif (Ré et

al., 2005). Pour échapper aux conséquences du stress oxydant, il est nécessaire de rétablir

l’équilibre oxydants / antioxydants afin de préserver les performances physiologiques de

l’organisme (Laguerre et al., 2007).

Camellia sinensis et Hyoscyamus albus sont deux plantes médicinales qui

appartiennent respectivement à la famille des theaceae et des solanacées. Elles sont connues

pour leurs nombreux effets bénéfiques (tonique, traitement des spasmes gastro-intestinaux).

Par conséquent, notre travail sera porté sur l’évaluation de l’activité antioxydante des

extraits des feuilles de Camellia sinensis et la partie aérienne de Hyoscyamus albus.

Cette étude est présentée en deux parties :

 Le premier chapitre traite des généralités sur les deux plantes et le deuxième chapitre

définie les radicaux libres et leur effets néfastes sur l’organisme d’une part et les

antioxydants qui sont destinés à les neutraliser d’autre part;

 La partie pratique a pour objectif le dosage de quelques composés: composés

phénoliques totaux, flavonoïdes et prothoncyanidines et la détermination de l’activité

antioxydante par trois différents tests (pouvoir réducteur, activité scavenging du

radical DPPH• et activité scavenging du radical ABTS•+).
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I-Camellia sinensis (thé vert) et Hyoscyamus albus (jusquiame blanche)

I-1-Camellia sinensis (Thé vert)

I-1-1-Historique

Le thé fait partie de la vie courante de millions de personnes depuis plusieurs centaines

d’années. Si, désormais on connait bien l’histoire de développement progressivement mondial

du thé, on date difficilement la naissance de l’utilisation de cette plante (Maillet, 2003).

La légende la plus répondue sur la découverte du thé se déroule en 2737 avant Jésus

Christ en chine, sous le règne de l’empereur Chen Nung, ce dernier, est le père de

l’agriculture et de la médecine chinoises (Ogle, 2009).

Ainsi, toujours soucieux de la santé de ses sujets, leur recommande t-il, par souci

d’hygiène, de ne boire que de l’eau préalablement bouillie. Or, un jour où il procédait lui-

même à cette opération, un souffle d’air arracha quelques feuilles à l’arbuste sous le quel il se

reposait. Ces quelques feuilles tombèrent miraculeusement dans l’eau frémissante où elles

infusèrent, Chen Nung, par curiosité y goûta et trouva cette boisson délicieuse. Le thé était né

(Sanchez et al., 2013).

I-1-2-Description de Camellia sinensis

Camellia sinensis est un arbuste à feuilles persistantes appartient à la famille

Theaceae, de 10 à 15 m de haut à l’état sauvage. Mais, dans la plupart des plantations, il est

taillé à environ 1.5 m du sol pour former la « table de cueillette » qui facilite la récolte

(figure1) (Ross, 2005).

Le théier possède une forte racine, les fleurs sont blanches à jaune claire. Le fruit est

une capsule loculicide, les graines sont assez peu nombreuses, souvent aplaties ou aillées

(Namita et al., 2012).

Cette plante, ayant besoin d’un climat chaud à l’humidité constante et abondante,

pousse principalement dans les régions tropicales et subtropicales, le sol qui lui convient le

mieux est acide (Okamura et al., 2012).
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Figure 1: Camellia sinensis (Shah et al., 2013).

I-1-3-Classification botanique du Camellia sinensis

Règne : Plantae

Dévision : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Theales

Famille : Theaceaes

Genre : Camellia

Espèces : Camellia sinensis (Jigisha et al., 2012)

I-1-4-Composition biochimique

Mille vertus sont attribuées à la consommation du thé, il est donc intéressant de savoir

quels sont les : constituants organiques et minéraux à la base de ces effets. Depuis longtemps

des chercheurs analysent la composition des feuilles du thé, ainsi que de leur infusé, au cours

des siècles, les connaissances se sont de plus en plus concrétisées.

Les feuilles du thé contiennent plus de 200 composés bioactives (Luo et al., 2013) ,

parmi les principaux constituants on trouve :

 Les polyphénols : (30 à 40 %)

Les polyphénols apportés par le thé se sont les flavonoïdes représentés par les

catéchines (figure2) prés de 59% d’épigallocathéchines-3-galaate(EGCG), 19%

d’épigallocatéchine (EGC), 13.6% d’épicatechin, 3-gallate (ECG) et de 6.4% d’épicatechine

(EC) (Jhansee et al., 2013).
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Figure 2: Structures chimiques des principaux catéchines (Marhamatizadeh et al., 2013).

Le thé renferme des flavonols, principalement la quercétine, le kaempferol et la

myricétine, ils sont sous forme de flavonols glycosides (Hamilton-miller, 1995). Il contient

aussi une quantité significative d’acides phénoliques (acide gallique, acide coumarique,…)

(Nkhili, 2009).

 Les alcaloïdes

Le thé renferme de la caféine (3 à 5 %) est une purine méthylée (1-3-7

triméthylxanthine), autrefois appelée théine. Il contient aussi de la théobromine et la

théophylline (figure 3) (Vierling, 2008).

Figure 3: Structures chimiques des alcaloïdes du thé vert (Margaret et al., 1998).
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 Vitamines

Les vitamines sont des substances indispensables à l’organisme qui lui sont fournies

par une alimentation diversifié, le thé apporte une quantité plus ou moins importante. Il s’agit

des vitamines du groupe B (thiamine B1, riboflavine B2, pyridoxine B6), l’acide ascorbique

(vitamine C), tocophérol (vitamine E) et du rétinol (vitamine A) (Edeas, 2005).

 Autre composants

La feuille de théier contient des protéines (15 à 20%) et des glucides (5%) (Bruneton,

2009), 10 à 15% de matières minérales (le calcium, aluminium, manganèse, potassium et le

fluor) (Da silva pinto, 2013).

I-1-5-Usage thérapeutique

Le thé vert est apprécié partout par le monde comme diurétique, tonique, anti

diarrhéique, facilite la digestion et neutralise les toxiques. Les montagnards le prennent

parfois sous forme d’infusion, fortement sucré comme défatiguant, au cours d’une longue

marche (Nkhili, 2009). Dans la médecine traditionnelle chinoise, le thé est utilisé à une

posologie moyenne de 6 g/jour (3,5 à 11 g/jour) en monothérapie ou 300 à 700 mg/jour en

poly-thérapie, sous forme de décoctions, infusions, pilules ou poudres. Le broyat de thé peut

être utilisé en application externe (Krieps, 2009).

I-1-6-Les activités biologiques du thé vert

I-1-6-1-Activité antioxydante

L’activité anti-oxydante a également été mise en évidence par plusieurs chercheurs. En

effet, il a été montré que l’EGCG avait la capacité in vitro et in vivo de prévenir les effets

délétères du stress oxydatif (Sharangi, 2009). Cette molécule serait un très bon piégeur de

ERO et aurait des effets sur la transcription de certains facteurs et enzymes impliqués dans ces

mécanismes d’oxydation. De plus l’EGCG posséderait la propriété de chélater des ions

métaux (Cu2+) impliqués dans la production des radicaux oxygénés libres et des radicaux du

monoxyde d’azote. Enfin, ces propriétés permettraient d’empêcher les dommages au niveau

de l’ADN (Pasteur, 2013).
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I-1-6-2-Activité anti-inflammatoire

L’EGCG inhibe les cytokines pro-inflammatoires qui activent la voie de

signalisation  par  le  facteur  nucléaire  kappa  B (NF-κB). Les gènes  transcrits par cette voie 

sont responsables de la formation d’espèces réactives nitrosylées (ERN) et des

prostaglandines E2 (PGE2), c’est-à-dire l’oxyde nitrique synthétase inductible (iNOS) et

la cyclooxygénase-2 (COX-2) respectivement (Vézina, 2012).

I-1-6-3-Activité anticancéreuse

L’EGCG active des protéines kinases. La phosphorylation induite par ces

protéines kinases mène à la dissociation de la protéine Keap1 du facteur nucléaire

Nrf2. Cette dissociation peut aussi être induite par l’oxydation directe de Keap1 par

l’EGCG. Ainsi, Nrf2 phosphorylé migre dans le noyau cellulaire. Une fois dans le

noyau, Nrf2 phosphorylé se lie à au domaine bZIP. La transcription est activée par l’élément

de réponse antioxydant (ARE). L’ARE est présent dans plusieurs enzymes aux actions

antioxydantes et détoxifiantes. En somme, la capacité cellulaire de réparation des dommages

nucléiques et protéiques est augmentée et la formation d’ERO est évitée. La diminution du

stress oxydatif mène à l’inhibition des phases d’initiation et de promotion tumorale (Vézina,

2012).

I-1-6-4-Activité antidiabétique

Des études in vitro ont montré que les catéchines du thé préviennent l’hyperglycémie

en augmentant l’activité de l’insuline et en protégeant les cellules ß du stress oxydant (Bolling

et al., 2009). Elles permettent également d’inverser ou de réduire les dommages du stress

oxydant induit par les cytokines sur les cellules ß (Han, 2003). Plus récemment, le rôle de thé

comme modulateur de la sensibilité à l’insuline et facteur de prévention du diabète et de

l’obésité, a été évoquée (Kao et al., 2006 ; Wolfram et al., 2006). Waltner-Law et al., (2002)

ont montré que l’EGCG mime l’insuline en diminuant l’expression des gènes contrôlant la

néoglucogenèse et donc en diminuant la production du glucose hépatique.
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I-2- Hyoscyamus albus (Jusquiame blanche)

Hyoscyamus albus est une plante endémique qui pousse dans la région

méditerranéenne appartenant à la famille des solanacées (Kadi et Yahia, 2007).

Le terme Hyoscyamus provient du grec « Hyos » signifiant « porc » et « kyamos »

désignant «la fève». La jusquiame est donc surnommée « fève aux porcs» (Couplan, 2012).

I-2-1- Description de Hyoscyamus albus L.

La jusquiame blanche est une plante herbacée annuelle ou bisannuelle, qui mesure de

30 à 90 cm de hauteur, à port dressé, a des feuilles de 5 à 10 cm de long, elles sont larges,

ovales, collantes et de couleur vert clair (figure 4). Au printemps, la floraison, donne des

fleurs de 1 à 3 cm de long, bilabiées, irrégulièrement lobées, de couleur jaune pâle (Strauss,

1989; Goullé et al., 2004). Le fruit est une capsule (pyxide) renflée à la base, dentelée au

sommet et s’ouvrant par un clapet contenant de nombreuses petites graines ; cette plante a une

odeur désagréable (Gaillard et al., 2001; Kadi, 2010).

(A) (B) (C)

Figure 4 : Quelques photographies personnelles de Hyoscyamus albus L. (A) les feuilles et les fleurs, (B) la

plante entière, (C) la feuille.
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I-2-2- Classification botanique de Hyoscyamus albus L.

Règne : végétal

Embranchement : Spermatophytes

Classe : Dicotyledones

Ordre : Tubiflorae

Famille : Solanaceae.

Genre : Hyoscyamus

Espèces : Hyoscyamus albus L. (Kadi, 2010).

I-2-3- Les noms vernaculaires de Hyoscyamus albus L.

Les noms sont représentés dans le tableau suivant:

Tableau I : Les noms vernaculaires d’Hyoscyamus albus L.

Noms scientifique Nom français Nom anglais Nom arabe Nom berbère

Hyoscyamus albus Jusquiame blanche White henbane Sikran Tailiout

Références Goullé et al., 2004 Symon, 1981 Kadi, 2010 Hammiche et al., 2013

I-2-4- Composition chimique de Hyoscyamus albus L.

La plante, jusquiame blanche est utilisée en médecine traditionnel à cause de sa

composition chimique et ses effets bénéfique, elle est caractérisée d’un point de vue

phytochimique par des alcaloïdes 0.7 et 1.5 % dans la plante entière, ils sont représentés par

de l’hyoscyamine et de la scopolamine, ce qui fait d’elle une plante très toxique

(hallucinogène) (Gaillard et al., 2001; Jouzier, 2005).

Le genre hyoscyamus est riche en matière minérale de 15 à 20% (Bruneton, 2009).

Elle renferme aussi d’autres métabolites secondaires qui sont: les flavonoïdes (rutine),

coumarine, tannins, base volatile (tétraméthylputrescine), la choline (Chauhan, 1999; Bajaj

et al., 2002; Bartman, 2013).
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I-2-5- Usage thérapeutique

Hyoscyamus albus L. est l’une des principales espèces de la famille des solanaceaes

douée de large propriété thérapeutique vue sa richesse en alcaloïdes tropaniques.

L’hyoscyamine et l’atropine sont utilisés en médecine, par exemple, en

ophtalmologie, dans le traitement des spasmes gastro-intestinaux, dans le traitement des

intoxications aux organophosphorés et en anesthésie (Doerk-Schmitz et al., 1994).

Hyoscyamus albus L. possède aussi des propriétés analgésiques et sédatifs (Mehar et

al ., 1998 et Fatemeh et al.,2012).



Chapitre II

Les radicaux libres et

les antioxydants
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II-1- Les radicaux libres

II-1-2-Définition

Un radical libre est une espèce chimique (atome ou molécule) contenant un électron

non apparié. Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par l’acceptation d’un autre

électron ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Afonso et al., 2007).

Il peut aussi apparaitre au moment de la rupture symétrique d’une liaison covalente

après laquelle chaque atome conserve un électron et devient un radical libre (Tessier et

Marconnet., 1994).

II-1-2-Les espèces oxydantes en biologies

Les espèces radicalaires les plus importantes en biologie sont les espèces réactives

d’oxygènes (ERO) et les espèces réactives de nitrogènes (ERN).

II-1-2-1- Espèces réactives de l’oxygène

En conditions physiologiques, le dioxygène, élément indispensable à la vie, produit au

niveau de la mitochondrie des espèces oxygénées réactives (EOR) particulièrement toxiques

pour l’intégrité cellulaire. Ces EOR renferment les espèces radicalaires et non radicalaires,

dont font partie les radicaux libres, sont dotées de propriétés oxydantes qui les amènent à

réagir, dans l’environnement où elles sont produites, avec toute une série de substrats

biologiques (lipides, protéines, ADN, glucose, …) (Nkhili, 2009).

 L’anion superoxyde (O2
˚ˉ)

L’anion superoxyde (O2
˚ˉ) est un radical chargé négativement issu de la réduction

monovalente de l’oxygène moléculaire (Cadenas et al., 2000).

O2 + e- O2
˚ˉ 

L’anion superoxyde est produit par presque toutes les cellules en aérobie, moyennant

un apport d’énergie ou en présence d’enzyme (oxydases). Il peut constituer un radical à la foie

oxydant et réducteur (Lacolley et al ., 2007).

(1)
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 Le radical hydroxyle (OH.)

Il est produit principalement à partir de l’anion superoxyde et du peroxyde

d’hydrogène en présence d’ions ferriques, Il peut être produit à la suite de diverses réactions :

 La réaction d’Haber Weiss :

H2O2 + O2
.- OH˚ + OH- + O2

 La réaction de Fenton :

H2O2 + Fe2+ OH˚ + OH- + Fe3+

Le radical hydroxyle est un oxydant très puissant, constituant certainement le radical

libre le plus toxique en biologie (Ré et al., 2005).

 L’oxygène singulet (1O2 )

Lorsque de l’énergie est apportée à l’oxygène, celui-ci passe à l’état singulet qui

représente la forme activée. C’est une forme très énergétique de grande réactivité qui peut

oxyder de nombreuses molécules. Il est formé à partir de l’ion superoxyde selon la réaction

suivante (Rao P et al., 2011) :

O˚-O˚ 1O2 (sous l’action de la lumière)

.

 Le peroxyde d’hydrogène (H2O2)

Il est produit en grande partie à partir du radical superoxyde en présence de

superoxyde dismutase qui catalyse la réaction. Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) est un

produit plus stable que les radicaux superoxydes, c’est pourquoi il diffuse très facilement à

l’intérieur et à l’extérieur de la cellule (Goudable et Favier, 1997).

(2)

(3)

(4)
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II-1-2-2- Espèces réactives de l’azote

 Le monoxyde d’azote (NO˚)

Le monoxyde d’azote (NO•) est un radical libre qui est surtout réputé pour ses

propriétés physiologiques. Or, le NO interagit avec l’anion superoxyde pour donner le

peroxynitrite, composé extrêmement réactif et toxique. NO et peroxynitrite interagissent avec

des protéines et peuvent altérer leurs propriétés (Barouki, 2006).

 L’anion peroxynitrite (ONOO˚)

L’anion peroxynitrite (ONOO˚) est un oxydant très puissant, capable d’endommager

de nombreuses molécules biologiques ou engendrer un radical nitrite (NO2
˚) et le radical

hydroxyle (HO˚) (Gutteridge, 1994).

 Le dioxyde d’azote (NO2
˚)

Le dioxyde d’azote (NO2
˚) se forme à partir de la réaction dit radical peroxyde et le

monoxyde d’azote (NO), très abondant dans les polluants atmosphérique (Lee et al., 2004).

II-1-3-Principales sources des espèces réactives de l’oxygène et de l’azote

II-1-3-1-Sources endogènes

Dans l’organisme il ya de nombreuses sources d’espèces réactives de l’oxygène (ERO)

dont l’importance varie selon les tissus. La réaction chimique de Fenton produit des ERO

dans la cellule. Les autres sources cellulaires de ERO sont enzymatiques et non-enzymatiques

(Rao P et al., 2011).

II-1-3-1-1-La mitochondrie

Dans les cellules, les mitochondries jouent un rôle essentiel dans la production

d’énergie et la production des radicaux libres. Ce rôle consiste à convertir l’énergie libérée

lors de l’oxydation des glucides, des lipides et des protéines en une forme d’énergie
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directement utilisable par la cellule, l’adénosine triphosphate (ATP) (Nouette-Gaulain et al.,

2007).

La majeure partie de l'oxygène que nous respirons subit une réduction tétravalente

(addition de 4 électrons) conduisant à la production d'eau. Cette réaction est catalysée par le

cytochrome oxydase, accepteur terminal d’électrons présents dans le complexe IV de la

chaîne de transport des électrons située dans la membrane interne mitochondriale.

O2 + 4e- + 4H+ 2H2O

Toutefois, cette chaîne de transport peut laisser « fuir » une certaine proportion

d'électrons qui vont réduire l'oxygène, mais en partie seulement. C'est ainsi qu'environ 2 % de

l'oxygène subit une réduction monoélectronique (Gardès-Albert et al., 2003).

II-1-3-1-2- La NADPH oxydase

La NADPH oxydase est une enzyme cellulaire initialement connue dans les cellules

phagocytaires, à l’origine de la production extracellulaire d’anions superoxydes nécessaire à

la destruction d’éléments étrangers qui seront finalement phagocytés. Il est maintenant

reconnu que la NADPH oxydase joue un rôle prépondérant dans la production d’O2
˚ˉ

(Beaudeux et al., 2006).

NADPH + 2O2 NADP+ +2O2
˚ˉ + H+

II-1-3-1-3- La xanthine oxydase

Un autre système enzymatique capable de générer (O2 •– ) par transfert d’un électron

sur l’oxygène est la xanthine oxydase. Cette enzyme apparaît donc comme une source

potentielle importante d’ERO (Bonnefont-Rousselot et al., 2002 ; Baudin, 2006).

Xanthine +H2O + O2 Acide urique + H2O2

(XO)

NADPH

Oxydase

(5)

(6)

(7)
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II-1-3-1-4- Les ions métalliques

Les ions métalliques comme le fer et le cuivre sont de remarquables promoteurs de

processus radicalaire in vitro : ils transforment H2O2 en radical hydroxyle (OH˚), encore plus

toxique, et accélèrent la peroxydation lipidique. En situation physiologique, la concentration

libre de fer ou de cuivre est particulièrement basse, ces métaux étant séquestrés par des

protéines spécialisées, de sorte que cette réaction n’a pas lieu. En revanche, les destructions

cellulaires (hémolyse, cytolyse hépatique, etc.) qui compliquent les agressions sévères

entraînent la libération de ces métaux et aggravent probablement le stress oxydatif. (Fontaine

et al., 2002 ; Baudin, 2006).

Fe2+ + H2O2 Fe3+ + HO˚ + HOˉ 

II-1-3-1-5- L’oxyde nitrique synthase

La NO synthase constitue une autre source de radicaux libres. Cette enzyme utilise

l’arginine et l’oxygène en tant que substrat (Margaill et al., 2005). Elle convertit la L-

arginine en NO et L-citrulline (Beaudeux et al., 2006).

L-arginine + O2 L-Citrulline +NO˚

La figure n°5 montre l’origine des différents mécanismes de formation des radicaux libres et

des espèces réactives de l’oxygène.

NO synthétase

(8)

(9)
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Figure 5: Origine des différents radicaux libres oxygénés et espèces réactives de l’oxygène impliqué en biologie

(Favier, 2003).

II-1-3-2-Sources exogènes

Les sources exogènes peuvent être représentées par des facteurs environnementaux,

polluants diverses, produits chimiques ainsi que des contaminations par des pesticides ou des

métaux lourds ou des carences nutritionnelles (Rao P et al., 2011).

II-1-4-Rôle physiologique des radicaux libres

Le métabolisme cellulaire normal de l’oxygène produit de manière continue de faibles

quantités de dérivés réactif de l’oxygène qui jouent un rôle important dans la destruction des

micro-organismes et des cellules tumorales (Berger et Chioléro, 2001).

Le rôle physiologique de cette production pourrait avoir une fonction dans les

processus de signalisation cellulaire et l’expression des gènes (Fontaine et al., 2002).
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Les radicaux libres jouent un rôle important dans la régulation de la voie d’activation

des facteurs transcriptionnels et notamment dans la régulation de l’apoptose (Huet et

Duranteau., 2008).

En effet, l’anion superoxyde (O2
•–) et son métabolite, le peroxyde d’hydrogène (H2O2),

sont capables d’induire des modifications fonctionnelles de multiples protéines impliquées

dans l’homéostasie vasculaire (Bonnefont-Rousselot et al., 2002).

II-1-5-Stress oxydatif

II-1-5-1-Définition

En 1991, Sies a défini la notion de stress oxydant comme l’incapacité de l’organisme

à se défendre contre l’agression des ROS, suite à un déséquilibre lié, soit à une production

accrue de ROS, soit à une diminution de la capacité de défenses antioxydantes (Sies, 1991).

II-1-5-2-Conséquences biochimiques du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules

biologiques (oxydation del'ADN, des protéines, des lipides) (Favier, 2003).

 L’oxydation des protéines

Les acides aminés, en particulier les soufrés (la cystéine s’oxyde en cystine ou en

acide cystéique et la méthionine en sulfoxyde ou sulfone), les basiques (histidine, lysine,

arginine) en dérivés carbonylés ou hydroxylés semialdéhydes, et les aromatiques (la

phénylalanine en orthotyrosine, le tryptophane en cynurénine, la tyrosine en DOPA, ou encore

nitration par les peroxynitrites) peuvent être oxydés de façon irréversible par le radical OH˚,

ce qui modifie la structure des protéines et peut altérer leur antigénicité ou leur activité. Les

protéines modifiées deviennent généralement plus sensibles à l’action des protéases et sont

donc éliminées (Davies et al., 1999 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006 ; Baudin, 2006).

 L’oxydation des lipides

Les membranes cellulaires riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) (acides

linoléique, linolénique et arachidonique) sont très sensibles à l’oxydation en raison de leur

degré élevé d’instauration (Pamplona et al., 2000). L’attaque radicalaire des membranes
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cellulaires phospholipidiques déclenche une réaction en chaîne appelé lipoperoxydation

cellulaire (Lacolley et al., 2007). La peroxydation de lipides induit une modification de la

fluidité, de la perméabilité et de l'excitabilité des membranes (Hong et al., 2004), le

mécanisme de la peroxydation est résumé dans la figure n°6:

Figure 6: Mécanisme de la peroxydation lipidique et ses produits terminaux (Favier, 2003).

 L’oxydation de l’ADN

L’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure des

EOR. Les radicaux O2°
– et OH° provoquent des lésions de l’ADN (figure 7). Ceux-ci peuvent

en effet interagir avec les désoxyriboses de l’ADN mais aussi avec ses bases puriques et

pyrimidiques. Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont « réparées » entraînent à long

terme des altérations géniques : cassures chromosomiques, mutations, délétions,

amplifications, à l’origine d’un dysfonctionnement au niveau du métabolisme protéique

(Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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Figure 7: Lésions de l’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des cellules (Favier, 2003).

II-1-5-3-Pathologies liées au stress oxydant

Une production importante de ERO joue un rôle dans la pathogénèse de nombreuses

maladies (figure 8), ils sont impliqués dans les maladies neurodégéneratives (Alzheimer,

parkinson), les cancers, le diabète, l’hypertension et les maladies cardiovasculaires

(Madamanchi et al., 2005 ; Pham-Huy et al., 2008). Néanmoins, la plupart des maladies

induites par le stress oxydant apparaissent avec l'âge car le vieillissement diminue les

défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale des radicaux (Ghisolfi-

Marque et al., 1996;Favier, 2003 ).



Synthèses bibliographique Les radicaux libres et les antioxydants

19

Figure 8: Les pathologies associées aux espèces réactives oxygénées (Lee et al., 2004).

II-2-Les antioxydants

L’organisme possède des systèmes de défense très efficaces qui, d’une manière

générale servent à contrôler le niveau des espèces réactives pour minimiser les dommage

oxydatifs, appelés antioxydants (Wassmann et al., 2004 ;Tang et Halliwell, 2010).

II-2-1-Définition

Les antioxydants peuvent être définis comme toute substance qui, présente à faible

concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber

l’oxydation de ce substrat (Fontaine et al., 2002).

II-2-2-Les systèmes de défense antioxydants

II-2-2-1-Système antioxydants enzymatique

Pour protéger ses tissus contre toutes agression radicalaire, l’organisme humain

possède des systèmes enzymatiques, tel que les superoxydes dismutases et la catalase qui

jouent un rôle de protection, ainsi que les glutathions-peroxydes (GSH, Px) qui jouent un rôle

de détoxication (Avissar et al., 1989).
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II-2-2-1-1-La superoxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase (EC: 1.15.1.1) est une métalloenzyme qui catalyse la

dismutation des ions superoxydes(O2˚ˉ) en dioxygène (O2) et peroxyde d’hydrogène (H2O2),

selon la réaction suivante (Ghisolfi-Marque et al., 1996 ; Anderson et al., 1997 ; Alfonso et

al., 2007).

Il existe plusieurs isoenzymes de SOD: SOD à manganèse (Mn-SOD) dans la

mitochondrie ; SOD à cuivre (Cu) ou à zinc (Zn) dans le cytoplasme et les mitochondries et

des formes Cu/Zn-SOD extracellulaire (cytosol et les érythrocytes) et la SOD ferreux (Fe-

SOD) (Goudable et Favier, 1997 ; Riché, 2006 ; Valdivia et al., 2009 ; Perry et al., 2010).

II-2-2-1-2- La catalase (CAT)

La CAT (EC: 1.11.1.6) est une enzyme tétramérique héminique capable de

transformer le peroxyde d’hydrogène en eau et en oxygène moléculaire (Matés et al., 1999 ;

Matés, 2000).

Elle est essentiellement présente dans les peroxysomes, les érythrocytes, les

hépatocytes et les reins (Durand et Beaudeux, 2011).

II-2-2-1-3-La glutathion peroxydase et réductase

Ces deux enzymes sont localisées dans le cytosol et dans les mitochondries (Lacolley,

2007 ; Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2013). La glutathion peroxydase est une

sélénoenzyme (Se-GPx EC : 1.11.1.19), elle réduit d’une part le peroxyde d’hydrogène en

molécules d’eau, et d’autre part les hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcool (réaction

12, 13). Lors de cette réaction, qui demande l’intervention de deux molécules de glutathion

(10)

(11)
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(GSH), celle-ci se transforme en glutathion disulfure (GSSG) (Russo-Marie et al., 1998 ;

Césarini, 2004 ;Valko et al., 2006).

La glutathion réductase (GR), quant à elle, a pour rôle de régénérer le GSH à partir du

GSSG tout en utilisant le NADPH comme un cofacteur (Martinez-Cayuela, 1995 ; Sorg,

2004) selon la réaction suivante :

La figure 9 récapitule la formation des différents radicaux libres de l’oxygène et de nitrogène,

leurs actions délétères, ainsi que le mode d’action des différents systèmes de défense

cellulaire

Figure 9: Mode d’action des principaux systèmes enzymatiques antioxydants et de leurs cofacteurs métalliques

(Favier, 2003)

(12)

(13)

(14)

GR
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II-2-2-2-Systèmes antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques peuvent être classés en molécules liposolubles

(vitamine E, caraténoides) ou hydrosolubles (vitamine C) (Piquet et Hébuterne, 2007). Selon

leurs caractéristiques physico-chimiques, ils auront une localisation cellulaire préférentielle :

les membranes cellulaires pour les substances liposolubles et le cytosol et/ou le milieu

extracellulaire pour les substances hydrosolubles (Vergely et Rochette, 2003) ; à ceux là

s’ajoutent quelques oligo-éléments (zinc, sélénium) (Papazian et Roch, 2008). Ils seront

particulièrement efficaces sur les radicaux libres présents dans chaque type de milieu,

respectivement (figure n°6).

Figure 10: Réparation des principales défences antioxidantes dans la cellule (Opara, 2002).
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II-2-2-2-1-Les vitamines

Tableau II : les principales vitamines impliquées dans le système antioxydant non enzymatique.

vitamines Structure chimique Site d’action Fonctions

Vitamine E (α-
tocophérol)

(Evans et al., 2002)

Membranes
lipidiques,

fluides
extracellulaires

(Vergely et
Rochette, 2003)

Inhibe la peroxydation
lipidique (Joachim et al.,

2004)

Réaction

RO2
˚+α-TH       RO2H+α-T˚      (15) 

(Gardèse-albert et al., 2003)

Vitamine C
(acide

ascorbique)

(Gardèse-albert et al.,
2003)

Fluides intra et
extracellulaire
(Evans et al.,

2002)

Capte les anions
superoxydes, l’oxygène

singulet
Régénère la vitamine E
Inhibe la peroxydation

lipidique
(Vertuani et al., 2004)

Réaction

(Valko et al., 2006)

Bêta carotène
(la

provitamine
A)

(Ozhogina et
Kasaikina, 1995)

Membranes des
tissus.

(Opara, 2002)

Neutralise l’oxygène
singulet et le radical

peroxyde.
(Laguerre et al., 2007)

Réaction

(Laguerre et al., 2007)

(16)

(17)
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II-2-2-2-2- les oligoéléments

Le cuivre, le zinc, le manganèse, le sélénium et le fer sont des métaux essentiels dans

la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requièrent un cofacteur

pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de manganèse,

la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx de sélénium (Fontaine et

al., 2002).

II-2-2-3-Les composés phénoliques

II-2-2-3-1-Définition et structure

Les polyphénols sont les antioxydants naturels les plus abondants dans notre

alimentation. Ils sont principalement apportés par les fruits et légumes, les céréales, le thé et

le café (D’Archivio, 2007).

Ces polyphénols (8000 molécules connues) sont une des principales classes de

métabolites secondaires des plantes. Leurs structures et fonctions très diverses. Ils possèdent,

au minimum, un cycle aromatique portant un à plusieurs groupes hydroxyles (Mehinagic,

2011).

II-2-2-3-2-Biosynthèse des polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des plantes. Ils sont

synthétisés à partir de deux voies bio-synthétiques :

 Celle de l’acide shikimique, qui conduit après transamination et désamination, aux

acides cinnamiques et à leurs nombreux dérivés tels que les acides benzoïques ou les

phénols simples (Martin et Andriaantsitohaina, 2002).

 Celle issue de l’acétate, qui conduit à des poly β-coesters (polyacétates) de longueur 

variable menant par cyclisation à des composés polycycliques tels que les dihydroxy-

1,8 anthraquinones ou les naphtoquinones (Macheix, 1996).
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II-2-2-3-3-Les principales classes des composés phénoliques

Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues, allant de molécules

phénoliques simples de bas poids moléculaire tels les acides phénoliques à des composés

hautement polymérisés comme les tannins. Ils peuvent être conjugués avec un ou plusieurs

résidu(s) sucré(s) lié(s) ou ils peuvent également être liés avec d’autres composés chimiques

(Martin et Andriaantsitohaina, 2002).

 Les phénols simples et les acides phénoliques

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer à tous les composés organiques possédant au

moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, l’emploi de

cette dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoïque et cinnamique.

 Acide phénols dérivés de l’acide benzoïque: les acides phénols en C6-C1,

dérivés hydroxylés de l’acide benzoïque, sont très communs, aussi bien sous

forme libre que combinés à l’état d’ester ou d’hétéroside (Bruneton, 1993).

 Acide phénols dérivés de l’acide cinnamique : la plupart des acides phénols

en C6-C3 (Acides ρ-coumarique, caféique, férulique, sinapique) ont une 

distribution très large; les autres (acides o-coumarique, o-férulique) sont peu

fréquents (Cowan, 1999 ; Bruneton, 1993).

Acide benzoïque Acide cinnamique

Figure 11: Structures chimiques d’acide benzoïque et de l’acide cinnamique (Tsao, 2010).
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 Les tanins

Les tanins sont des molécules fortement hydroxylés et peuvent former des

complexes insolubles lorsqu’ils sont associés aux glucides, aux protéines et aux

enzymes digestives, réduisant ainsi la digestibilité des aliments. Ils peuvent être liés à la

cellulose et aux nombreux éléments minéraux. On distingue: les tanins hydrolysables et

condensés (Alkurd et al, 2008).

 Les tanins hydrolysables: qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et

d’un nombre variable d’acide phénol. Le sucre est très généralement le D-

glucose et l’acide phénol est soit l’acide gallique dans le cas des gallotannins

soit l’acide ellagique dans le cas des tannins classiquement dénommés

ellagitannins (Bruneton, 1993 ; Cowan, 1999).

Figure 12: Structure chimique des tanins hydrolysables (Bruneton, 2009).

 Les tanins condensés (proanthocyanidines): qui se différent

fondamentalement des tannins hydrolysables car ils ne possèdent pas de sucre

dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoïdes. Il

s’agit des polymères flavaniques constitués d’unité de flavan-3-ols liées entre

elles par des liaisons carbone- carbone. (Bruneton, 1999).
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Figure13: Les tannins condensés (Haslam, 2007).

 Les flavonoïdes (C6-C3-C6)

La majorité des flavonoïdes ont une structure chimique semblable: deux anneaux

aromatiques liés par trois atomes de carbone qui forment un composé hétérocyclique oxygén

(Charles et Benbrook, 2005).

Figure 14: Structure de base des flavonoïdes (Tsao, 2010).

 Classification

La nature chimique des flavonoïdes dépend de leur classe structurale, de degré

d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des

conjugaisons. En basant sur leur squelette, les flavonoïdes se divisent en six sous-catégories :

les flavonols, les flavones, les isoflavones, les flavanols (catéchines et proanthocyanidines),

les flavanones et les anthocyanidines (Edenharder et Grünhage, 2003 ; Yao et al, 2004).

Tableau III : Structures des différentes catégories des flavonoïdes (Havsteen, 2002; Edenharder et Grünhage,

2003; Haslam, 2007).
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Classe Structure chimique

Flavones

Flavanones

Flavonols

Isoflavones

Flavanols

Anthocyanidines

II-2-2-3-4-Propriétés biologiques des polyphénols

Les recherches récentes sur les composés phénoliques en générale et les flavonoïdes

en particulier sont très poussées en raison de leurs divers propriétés physiologiques comme les

activités anti-inflammatoire, hépato-protective, antimicrobienne, antivirale, antibactérienne,

anticarcinogénique, cardioprotective et vasodilatoire (Middleton et al, 2000 ; Ksouri et al,

2007). Ces actions sont attribuées à leur effet antioxydant qui est due à leurs propriétés redox
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en jouant un rôle important dans la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux

libres, piégeage de l’oxygène, ou décomposition des peroxydes (Nijveldt et al, 2001).

II-2-2-3-5-Mécanismes antioxydants des polyphénols

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

 Chélation des métaux de transition

Les polyphénols contribuent à l’inhibition de la formation des radicaux libres par la

chélation de métaux de transition tels que le fer (Fe2+) et le cuivre (Cu+) (Laguerre et al.,

2007). La chélation fait intervenir les groupes hydroxyles en position 3’ et 4’ sur le cycle B,

l’hydroxyle en 3 et le groupe carbonyle en 4, l’hydroxyle en 5 et le groupe carbonyle en 4

(figure 15) (Pietta, 2000).

Figure15: Principaux sites impliqués dans la chélation des ions métallique (Men+) (Pietta, 2000)

 Inhibition enzymatique

Les flavonoïdes sont capables d’inhiber une large gamme d’enzymes génératrices du

O2˚ˉet d’autres EOR, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase C, la cyclooxygenase, 

lipooxygenase, monooxygenase microsomal, et la glutathion S-Transferase. Les flavonoïdes

ayant une moitié catéchol sur le cycle B inhibent la succinoxidase mitochondriale et la NADH

oxydase (Pietta, 2000 ; Densiov et Afanas’ev, 2005).
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 Piégeage des radicaux libres

Les flavonoïdes possèdent une structure chimique aromatique permettant une

délocalisation électronique importante, donc une stabilisation de leurs formes radicalaires. À

cause de leur faible potentiel redox (Javanovic et al., 1994). Les flavonoïdes (Fl-OH) sont,

thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants comme le

superoxyde, le peroxyle et l’hydroxyle par transfert d’hydrogène (Van Acker et al., 1996).Le

radical résultant (Fl-O˚) peut réagir avec un autre radical libre pour former une structure 

quinone stable(figure n° 16).

Figure 16: Piégeage des radicaux libres (R˚) par les polyphénols (Pietta, 2000).
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I-Matériel et méthodes

I-1-Matériel végétal

L’étude est effectuée sur les feuilles de Camellia sinensis qui ont été récoltées en

Septembre 2013 et celle de la partie aérienne de Hyoscyamus albus en Février 2014, de

différentes régions de la willaya de Béjaia (figure 17).

Figure 17 : Photographies personnels des feuilles de Camellia sinensis (D) et de la partie aérienne de

Hyoscyamus albus (F)

I-2-Séchage et broyage

Les feuilles de Camellia sinensis, fraichement récoltées, sont séchées à l’ombre dans

un endroit sec et aéré, la partie aérienne de Hyoscyamus albus a été séchée à l’air libre puis

pendant 24h à l’étuve à 400C. Le broyage est effectué à l’aide d’un broyeur électrique jusqu’à

obtention d’une poudre très fine.

I-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 méthode se base sur l’extraction

sélective liquide-solide des composés phénoliques en utilisant trois solvants de différentes

polarités : l’éthanol, l’eau et le chloroforme. Les étapes d’extraction qui suivront ont été

réalisées à température ambiante.

(D) (F)
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Il s’agit de mettre 130 g de poudre dans 780 ml d’éthanol 96 %, avec un rapport de 1/6

pour Camellia sinensis et de 150 g de poudre dans 600 ml d’éthanol 96 %, avec un rapport de

1/4 pour Hyoscyamus albus, et de les laisser macérer sous agitation magnétique pendant 2h et

24heurs respectivement.

Après décantation de la suspension pendant 24 heurs, l’extrait humide a été prélevé à

l’aide d’une pipette et filtré à 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 deuxième extraction.

Finalement, l’extrait humide a été séché à l’étuve à 400C jusqu’à atteindre un poids constant

de l’extrait sec.

La deuxième étape consiste à dissoudre l’extrait sec d’éthanol dans un mélange de

solvants : le chloroforme et l’eau (3/1, v/v) pour Camellia sinensis et Hyoscyamus albus.

Après agitation et décantation pendant 24h, deux phases, organique et aqueuse, ont été

observées puis récupérées et séchés (figure 18 et 19).

Il est à noter, qu’après l’extraction, six extraits ont été obtenus. Le taux d’extraction de

chaque extrait sec à été calculé suivant la formule ci-dessous :

Où :

P0 : Poids vide de la boite de pétri.

P : Poids après évaporation du solvant.

Taux d’extraction= [(P-P0)/poids de la poudre] × 100
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Figure 18 : Schéma d’extraction de Camellia sinensis (Chiang et al., 1994).

Figure 19 : Schéma d’extraction de Hyoscyamus albus (Chiang et al., 1994).

Poudre très fine

Extrait éthanolique

Chloroforme/eau (3/1)

Extrait organique du

chloroforme à testé

Extrait aqueux du

chloroforme à testé

Extrait éthanolique à

testé

Macération dans l’éthanol

96% pendant 2H (1/6)

Poudre très fine

Extrait éthanolique

Chloroforme/eau (3/1)

Extrait organique du

chloroforme à testé

Extrait aqueux du

chloroforme à testé

Extrait éthanolique à

testé

Macération dans l’éthanol

96% pendant 24H (1/4)
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I-4-Dosage des composés phénoliques

Dans le but de déterminer la teneur en composés phénoliques des extraits des feuilles

de Camellia sinensis et de la partie aérienne de Hyoscyamus albus, trois protocoles ont été

suivis afin de doser les teneurs en phénols totaux, en flavonoïdes et en pro-anthocyanidines.

I-4-1-Dosage des phénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode cité par Yap et al.,

(2009) avec légères modifications (figure 20).

La teneur phénolique totale est déterminée colorimétriquement avec le

spectrophotomètre UV-Visible en utilisant le réactif du Folin-Ciocalteu. Ces essais sont basés

principalement sur la réduction du réactif dans une solution alcaline (Vuorela, 2005).

Le réactif est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et

d’acide phosphomolybdique (H3PMo12O40) réduit, lors de l’oxydation des phénols, en un

mélange d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène. La coloration produite est

proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et

Charpentier, 2006).

Figure 20 : Protocole de dosage des polyphénols totaux (Yap et al., 2009).

1,5 ml du réactif de

Folin- Ciocalteu
0,3 ml de solution

d’extrait 1mg/ml

0,2 ml de carbonate de

sodium (7,5%, w/v)

Agitation et incubation pendant 30

min à température ambiante

Mesure de l’absorbance à 765nm



Partie pratique Matériels et méthodes

35

N.B : Un blanc d’extrait 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’étalonnage a été réalisée dans les mêmes conditions en utilisant l’acide

gallique comme standard afin de déterminer les concentrations en phénols totaux des extraits

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

I-4-2-Dosage des flavonoïdes

La détermination de la teneur en flavonoïdes des extraits est effectuée par la

méthode de Mimica-Dukic, (1992) in Abdou Bouba et al., (2010) (figure 21).

Ce protocole se base sur la formation d’un complexe jaunâtre aluminium-flavonoïde

par chélation des métaux (fer et aluminium), qui est due à la présence des groupements

hydroxyles libres (Ribéreau-Gayon, 1968).

N.B : Un blanc d’extrait a été préparé en mélangeant 2 ml de solution d’extrait avec 1 ml

d’eau distillée.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mêmes conditions en utilisant la

quercétine comme standard et la concentration a été exprimée en mg équivalent quercétine /g

d’extrait.

Figure 21 : Protocole de dosage des flavonoïdes (Abdou Bouba et al., 2010).

2 ml de solution d’extrait 1mg/ml 1ml d’une solution d’acétate de

sodium et de chlorure d’aluminium

Incubation pendant 10 min à

température ambiante

Mesure d’absorbance à 430 nm
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I-4-3-Dosage des tanins condensés (pro-anthocyanidines)

Les tanins condensés sont déterminés par la méthode cité par Sun et al., (1998) in

Oyedmi et Afolayan, (2011) avec quelque modifications (figure 23). Cette méthode est

basée sur la capacité de la vanilline à réagir avec les unités des tanins condensés en présence

d’acide pour produire un complexe coloré mesuré à 500 nm. La réactivité de la vanilline avec

les tanins n’implique que la première unité du polymère (Figure 22) (Ba et al., 2010).

Figure 22: Réaction chimique de la vanilline avec les tanins condensés (Schofield et al., 2001).

N.B : Un blanc d’extrait a été préparé en mélangeant 0,5 ml de solution d’extrait avec 3 ml de

méthanol et 1,5 ml d’HCl.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mêmes conditions en utilisant la

catéchine comme standard et la concentration a été exprimée en mg équivalent catéchine /g

d’extrait.
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Figure 23 : Protocole de dosage des pro-anthocyanidines (Oyedmi et Afolayan, 2011).

I-5-Activités anti-oxydantes des extraits

L’activité anti-oxydante a été évaluée en testant l’activité scavenging du radical

DPPH˚, ABTS˚+ et le pouvoir réducteur des extraits.

I-5-1-Activité scavenging du radical DPPH˚ 

L’évaluation de l’activité anti-radicalaire des extraits Camellia sinensis et de

Hyoscyamus albus a été réalisée en mesurant l’activité scavenging du radical DPPH˚. En 

présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH˚ (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl) de

couleur violette se réduit en 2,2-Diphenyl-1-picryl hydrazine de couleur jaune (figure 24)

(Athamena et al., 2010).

Diphenylpicrylhydrazyl(radical libre) Diphenylpicrylhydrazine(forme réduite)

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

0,5 ml de la solution

d’extrait (1mg/ml) 3 ml de la vanilline (4%, w/v)
1,5 ml d’HCl (37%)

Agitation et incubation pendant

15 min à température ambiante

Mesure de l’absorbance à 500nm

Préparé dans

le méthanol
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La mesure de l’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 ajouté à 3 ml de solution d’extrait à différentes concentrations. Après incubation

pendant 30 min et à température ambiante, l’absorbance a été mesurée à 517 nm.

Un contrôle a été préparé en remplaçant la solution d’extrait par du méthanol.

Un blanc pour chaque extrait a été préparé en mélangeant 1 ml de méthanol avec 3 ml

de solution d’extrait.

L’acide ascorbique et la BHA ont été utilisés comme standards et à différentes

concentrations. Le pourcentage de l’activité scavenging du radical DPPH˚ de chaque extrait a 

été calculé comme suit :

Où :

Ac : Absorbance du contrôle ; c’est l’absorbance du blanc contenant seulement le DPPH.

At : Absorbance du test ; c’est l’absorbance de la solution de DPPH contenant l’extrait.

Ae : Absorbance de l’extrait ; c’est l’absorbance de la solution de l’extrait sans le DPPH.

I-5-2-Activité scavenging du radical ABTS˚+

Le test est basé sur la capacité d’un antioxydant à stabiliser le radical cationique

ABTS˚+ (2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate) de coloration bleu-verte en le

transformant en ABTS+ incolore, par piégeage d’un proton par l’antioxydant (figure 25) (Re

et al., 1999).

% de l’activité scavenging du radical DPPH˚ = [(Ac-(At-Ae)/Ac] × 100
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Figure 25: Formation et piégeage du radical ABTS˚+ par un antioxydant donneur de H (Marc et al., 2004).

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

quelques modifications.

Une solution de l’ABTS (7 mM) a été préparée en mélangeant 72 mg de l’ABTS avec

13,24 mg de persulfate de potassium (2,45 mM) dans 20 ml d’eau distillée, et laissée incuber

pendant 16h a l’obscurité. La solution d’ABTS˚+ (7 mM) est diluée avec d’eau distillée

jusqu’à atteindre une absorbance de 0,7 ± 0,02 à 734 nm. 1,9 ml de cette solution a été ajouté

à 100 µl de solution d’extrait à différentes concentrations. Après incubation pendant 7 min et

à température ambiante, l’absorbance a été mesurée à 734 nm. Le blanc a été préparé en

remplaçant 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 utilisé comme standard à différentes concentration (Miller et al., 1997).

Le pourcentage de l’activité scavenging de l’ABTS˚+ de chaque extrait a été calculé comme

suit :

Où :

Ac : absorbance du blanc.

At : absorbance du test.

% de l’activité scavenging de l’ABTS˚+ = [Ac-At/Ac] × 100
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I-5-3-Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur des extraits de Camellia sinensis et de Hyoscyamus albus a été

déterminé selon le protocole d’Oyaïzu (1986) in Ogunlana et Ogunlana, (2008) avec

quelques modifications.

Les extraits qui possèdent un potentiel réducteur réagissent avec le Ferricyanure de

potassium (Fe3+) pour former le Ferrocyanure de potassium (Fe2+), qui réagit ensuite avec le

Chlorure ferrique (FeCl3) pour donner un complexe ferrique ferreux mesurable à 700 nm

(Jayanthi et Lalitha, 2011).

1ml de solution d’extrait (100 µl/ml) a été mélangé avec 2,5 ml de solution tampon

phosphate (0,2 M ; pH=6,6) et 2,5 de solution de Ferricyanure de potassium à 1%

(K3Fe(CN)6). Le mélange a été incubé à 50°C pendant 20 min, puis les tubes à essais ont été

retirés en leurs rajoutant 2,5 ml d’acide trichloroacétique à 10% (TCA).

A 2,5 ml du surnageant ont été ajoutés 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de FeCl3 à 0,1%

et la mesure de l’absorbance a été effectuée à 700 nm. Un blanc a été préparé en remplaçant

l’extrait par le méthanol, et le BHA a été utilisée comme standard. Le pouvoir réducteur des

extraits augmente avec l’augmentation de l’absorbance.

I-6-Analyse statistique

Trois mesures ont été réalisées pour chaque échantillon analysé et les résultats ont été

exprimés sous la forme : moyenne ± écartype. Des comparaisons statistiques ont été

effectuées en utilisant le test Anova. Les différences ont été considérées d’être significative à

α = 0,05. Les valeurs des IC50 ont été calculées en utilisant le logiciel Origine 8.
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II-Résultats et discussions

II-1-Extraction

Le taux d’extraction des composés phénoliques dépend de la méthode, la 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 d’obtenir des combinaisons phénoliques distinctes, une

extraction liquide-solide sélective a été réalisée en utilisant plusieurs solvants de différentes

polarités, à savoir, des solvants polaires : l’eau, l’éthanol et un solvant apolaire, le

chloroforme. Commencer l’extraction par l’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 chaque étape a donné les

résultats suivants :

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

Extrait Taux d’extraction

Extrait éthanolique 6.34 %

Extrait du chloroforme 24.60 %

Extrait aqueux du chloroforme 24.92 %

Tableau V : Les pourcentages d’extraction des extraits de Hyoscyamus albus.

Extrait Taux d’extraction

Extrait éthanolique 4.31 %

Extrait du chloroforme 52.02 %

Extrait aqueux du chloroforme 34.82 %

D’après les taux d’extractions obtenus dans ce tableau, nous constatons que l’extrait

éthanolique de Camellia sinensis est plus riche en composés phytochimiques. . En effet,

Farhoosh et al., (2007), ont trouvé un pourcentage de 14.53 ± 8.67 % pour l’extrait

éthanolique des feuilles de Camellia sinensis contrairement à Hyoscyamus albus qui possède

un taux faible.
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En revanche, pour Hyoscyamus albus, c’est l’extrait organique du chloroforme qui a

montré le pourcentage d’extraction le plus élevé ce qui pourrait supposer la richesse de cette

plante en composés phytochimique de polarité réduite.

Par ailleurs, les extractions chloroforme/eau ont donné des phases aqueuses

légèrement concentrées que les phases organiques dans le cas de Camellia sinensis,

contrairement à ce qu’il en est pour Hyoscyamus albus, où la phase organique du

chloroforme est nettement plus concentrée que la phase aqueuse correspondante. Cette

différence dans les taux d’extraction est due une différence dans la nature de la composition

chimique en particulier les composés phénolique, l’âge de la plante et les conditions

climatiques (Bansal et al., 2013). Ainsi, Camellia sinensis semblerait être plus riche en

composés de polarité élevée dont les composés phénoliques, étant donné leur richesse en

groupements hydroxyles (Benzie et al., 1999).

II-2- Dosage des composés phénolique

II-2-1-Dosage des phénols totaux

Les teneurs en phénols totaux des extraits des feuilles de Camellia sinensis et

Hyoscyamus albus, exprimées en mg équivalent acide gallique / g d’extrait, sont représentées

dans la figure ci-dessous :

Figure 26: Teneurs en phénols totaux dans les extraits des feuilles de Camellia sinensis (T) et la partie aérienne

de Hyoscyamus albus (J).
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Si on calcule le taux en phénols totaux de l’extrait brut par rapport à un gramme de

poudre, on obtient une concentration de 6,35 mg équivalent acide gallique (EAG)/g de poudre

de Camellia sinensis et une concentration de 1,9 mg EAG/g de poudre pour Hyoscyamus

albus, ces taux nous permettent de classer les deux plantes d’après une étude faite par

Kähkönen et al., (1999), qui ont montré que la quantité en phénols totaux variait beaucoup

dans les plantes et sont classées de 0,2 à 155,3 mg EAG/g de poudre. Camellia sinensis et

Hyoscyamus albus font partir des plantes riches en polyphénols.

D’après les figures n0 26 et 27 qui suivront le thé vert, nous remarquons que l’extrait

organique est plus riche en tannins condensés et composés phénoliques que l’extrait aqueux.

La figure n0 26 montre que le meilleur taux en phénols totaux pour Camellia sinensis

est donné par l’extrait éthanolique (100,33 ± 5,14 mg EAG/g d’extrait), cela semble évidant

étant donné que c’est l’extrait brut et qu’il renferme la totalité des composés phénoliques. Ce

résultat est semblable à celui obtenu par Yashin et al., (2011), qui ont montré que la

concentration d’un extrait des feuilles de Camellia sinensis varie de 65,8 à 106,2 mg EAG/g

d’extrait.

On constate aussi que c’est l’extrait organique de Hyoscyamus albus (48,88 ± 3,04 mg

EAG/g d’extrait) qui a donné plus que l’extrait aqueux du chloroforme (41,3 ± 1,35 mg

EAG/g d’extrait). Cela peut être expliqué par la présence des tannins hydrolysables (non

mesurés), qui constituent des structures polycycliques d’où leur caractère légèrement

hydrophobe donc, se solubilisant dans les solvants organiques.

Il est a signalé que la concentration en polyphénols totaux de l’extrait éthanolique de

Hyoscyamus albus est légèrement inférieure (44,16 ± 3,35 mg EAG/g d’extrait) par rapport à

l’extrait organique; cela pourrait être expliqué par le fait que les composés phénolique n’ont

pas été entièrement révélés par le réactif du Folin-Ciocalteu dans l’extrait éthanolique, car il y

aurait un encombrement stérique résultant de la présence de macromolécules (lipides).
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II-2-2- Les pro-anthocyanidines

Les résultats de dosage des pro-anthocyanidines dans les feuilles de Camellia sinensis

et la partie aérienne de Hyoscyamus albus, exprimées en mg équivalent catéchine (EC) / g

d’extrait, sont représentées dans la figure ci-dessous :

Figure 27: Teneurs en pro-anthocyanidines dans les extraits des feuilles de Camellia sinensis (T) et la partie

aérienne de Hyoscyamus albus (J).

Les résultats de la figure 27 révèlent que les deux plantes présentent des teneurs

appréciables en pro-anthocyanidines, allant de (37,5± 3,04 à 45,33±1,73) mg équivalent

catéchine (EC)/g d’extrait pour Camellia sinensis, avoisinant ainsi les 59,41 mg EC/g

d’extrait correspondant au taux trouvé par Hadjimahmood et al., (2008) et allant de

(25,16±3,53 à 35,66±2,17) mg EC/g d’extrait pour Hyoscyamus albus.

Nous remarquant d’après la figure que l’extrait organique du thé vert a montré une

concentration plus élevée que l’extrait aqueux; cela serait dû aux structures polycycliques des

tannins qui ont un caractère hydrophobe donc, se solubilisent dans les solvants apolaires.

En revanche, c’est l’extrait aqueux du chloroforme de Hyoscyamus albus qui a donné

une quantité plus élevée par rapport à l’extrait organique, cela pourrait être dû à la nature

biochimique des tanins condensés qui sont des polymères riches en groupements hydroxyles,

solubles ainsi dans les solvants polaires (Gu et al., 2008).
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En outre, l’extrait éthanolique de la jusquiame blanche a montré une concentration

légèrement inférieure à celle de l’extrait aqueux, étant donné que le réactif révélateur (la

vanilline) réagit uniquement avec la première unité du polymère de pro-anthocyanidines et à

cause de l’encombrement stérique engendré et de la possibilité d’interaction des pro-

anthocyanidines entre elles.

II-2-3- Les flavonoïdes

Le contenu en flavonoïdes des extraits de Camellia sinensis et de Hyoscyamus albus,

exprimés en mg équivalent quercétine (EQ) / g d’extrait, est représenté dans la figure

suivante :

Figure 28: Teneurs en flavonoïdes dans les extraits des feuilles de Camellia sinensis (T) et la partie aérienne de

Hyoscyamus albus (J).

Une vue d’ensemble de cette représentation graphique nous montre que Camellia

sinensis présente des teneurs élevées en flavonoïdes.
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conformes au résultat obtenu par Nor Qhairul Izzreen et Mohd Fadzelly, (2013) qui est de

31,83 ±0,80 mg EQ/g d’extrait.
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En outre, l’extrait aqueux du chloroforme a montré une concentration nettement

inférieure à celle de l’extrait organique, étant donné que les flavonoïdes peuvent être relier à

des lipides (flavonoïdes apolaires) (Macheix et al., 2005).

Quant à Hyoscyamus albus, constitue une plante pauvre en flavonoïdes.

En ce qui concerne les extraits de Hyoscyamus albus, l’extrait aqueux du chloroforme

a donné un résultat de 4,05 ± 0,03 mg EQ /g d’extrait aqueux légèrement supérieurs à celui de

l’extrait organique du chloroforme (1,79±0.044 mg EQ /g d’extrait), cela serait dû au fait que

les flavonoïdes sont de petites molécules très polaires, résultant de leur abondance en

groupement hydroxyles, donc insolubles dans le chloroforme (Papagiannopoulos et

Galensa, 2005).

Il ne faux pas nier une constatation importante, l’extrait éthanolique de Hyoscyamus

albus a donné un taux infime (0,67±0,22 mg EQ /g d’extrait) comparé à celui de l’extrait

aqueux du chloroforme. On pourrait supposer que cela soit dû au fait que les groupements

réagissant avec le AlC13 ne soient pas disponibles dans l’extrait à cause de l’encombrement

stérique engendré par les macromolécules lipidiques (Azimova et al, 2011), et au fait qu’il se

formerait des interactions intermoléculaires entre eux mettant en œuvre ces groupements

révélateurs dans divers types de liaisons physico-chimiques (Singleton et Rossi, 1965 ; Cicco

et al., 2009).

II-3-L’activité antioxydante

II-3-1-L’activité scavenging du radical DPPH•

L’étude de l’activité scavenging du radical DPPH• selon le protocole de Hemalatha et

al., (2010), nous a fourni les résultats exprimés dans la figure suivante :
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Figure 29: Les pourcentages de l’activité scavenging du radical DPPH• des extraits des feuilles de Camellia

sinensis et la partie aérienne de Hyoscyamus albus et des standards.T eth: Thé éthanol; T chl: Thé chloroforme;

T chl aq: Thé aqueux du chloroforme ; J eth: Jusquiame éthanol; J chl: Jusquiame chloroforme; J chl aq:

Jusquiame aqueux du chloroforme

.

A partir de cette figure, nous constatons que tous les extraits de Camellia sinensis et de

Hyoscyamus albus ont dévoilé une très forte activité scavenging du radical DPPH• à 100µg/ml

par rapport aux standards utilisés: l’acide ascorbique et la BHA qui ont donné des

pourcentages d’inhibition de 97,01% ± 0,95 et de 96,02 ± 1,33, respectivement (à 100 µg/ml).

L’inhibition du radical DPPH• par les extraits des deux plantes montre que les extraits

éthanoliques ont exhibé les pourcentages d’inhibition les plus importants avec un taux de

96,97 ± 0,20 pour Camellia sinensis et de 97,21 ±1,09 pour l’Hyoscyamus albus, étant donné

que ce sont les extraits bruts, donc ils contiennent la totalité des composés phénoliques riches

en groupement OH donneur d’électrons et d’hydrogènes. Cette activité scavenging élevée du

radical DPPH• a déjà été rapportée par Nor Qhairul Izzreen et Mohd Fadzelly, (2013) avec

un taux de 90,8%.

Concernant Camellia sinensis, c’est l’extrait organique du chloroforme qui a donné

plus que son extrait aqueux proportionnellement à leur teneur en phénols totaux.

En effet, il existe une corrélation positive avec les teneurs en tanins condensés

(R=0,96) et en flavonoïdes (R=0,60) (annexe) qui sont des puissants antioxydants, vu leur

richesse en groupements OH donneurs d’électrons et d’hydrogènes (Bruneton, 2009).
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Quant à Hyoscyamus albus l’extrait du chloroforme aqueux qui exhibé l’activité la

plus importante (96,82 ± 0,49). Ces résultats sont en très bonne corrélation avec ceux du

dosage des pro-anthocyanidines (R= 0,99) et les polyphénols totaux (R=0,91) (annexe).

 Détermination des IC50

La IC50 est la concentration d’extrait de plante ou de standard pour laquelle 50% des

radicaux DPPH• sont inhibés.

Figure30: Représentation graphique de l’évolution du pourcentage d’inhibition du radical DPPH• en

fonction de la concentration de la BHA et de l’acide ascorbique

Figure31: Représentation graphique de l’évolution du pourcentage d’inhibition du radical DPPH• en

fonction de la concentration en extrait éthanolique de Camellia sinensis.
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Figure 32: Représentation graphique de l’évolution du pourcentage d’inhibition du radical DPPH• en

fonction de la concentration en extrait éthanolique de Hyoscyamus albus.

Les figures ci-dessus montrent que la variation de l’activité scavenging du radical

DPPH• des extraits de Camellia sinensis et des standards (acide ascorbique et BHA) est

dépendante de la concentration, avec l’IC50 de l’extrait éthanolique de 5,06 µg/ml qui se

rapproche de celles des standards utilisés qui sont de 0,98µg/ml et 1,61µg/ml pour la BHA et

l’acide ascorbique, respectivement, contrairement à Hyoscyamus albus qui possède une IC50

un peu loine de celles des standards qui est de 30,54µg/ml.

Par ailleurs, la valeur de l’IC50 calculée pour l’extrait de Camellia sinensis avoisine

celle retrouvée par Khalaf et al., (2008) qui est de 6,7 µg/ml.
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Figure 33: Les pourcentages de l’activité scavenging du radical ABTS•+ des extraits des feuilles de Camellia

sinensis et de la partie aérienne de Hyoscyamus albus et le standard.

A partir de cette figure, nous constatons que tous les extraits de Camellia sinensis et

Hyoscyamus albus n’ont pas exhibé une forte activité anti-radicalaire à 100 µg/ml,

comparativement à l’activité montrée par le standard utilisé : le Trolox, dont le pourcentage

d’inhibition du radical ABTS•+ a été de 86,09%.

La figure ci-dessus montre que l’extrait éthanolique du thé vert est plus élevé étant

donné que c’est l’extrait brut.

Cependant, l’extrait éthanolique de Hyoscyamus albus (9,27±0,34%) légèrement

inférieur à l’extrait aqueux (13,96±1,45%); cela pourrait bien s’expliquer par un

encombrement stérique en empêchant la réduction de l’ABTS par les groupements OH des

composés phénoliques.

On constate aussi que c’est l’extrait aqueux de Camellia sinensis est légèrement

supérieur à l’extrait organique; cela pourrait être expliqué par le fait que l’activité anti-

oxydante ne dépend pas que de la quantité des composés phénoliques mais aussi de la qualité

de ces derniers.

Néanmoins, il est à noter que l’extrait aqueux du chloroforme de Hyoscyamus albus

est supérieur à l’extrait organique; ceci est du à la bonne corrélation avec les teneurs en

polyphénols totaux (R=0,97) et les tannins condensés (R= 0,84) (annexe).
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 Détermination des IC50

Figure34 : Représentation graphique de l’évolution du pourcentage d’inhibition du radical ABTS•+ en fonction

de la concentration en extrait éthanolique de Camellia sinensis

Figure 35: Représentation graphique de l’évolution du pourcentage d’inhibition du radical ABTS•+ en fonction

de la concentration en extrait aqueux de Hyoscyamus albus.
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Figure n° 36: Représentation graphique de l’évolution du pourcentage d’inhibition du radical DPPH• en

fonction de la concentration en Trolox.

Tableau VI: Les IC50 de l’extrait éthanolique de Camellia sinensis et l’extrait aqueux de Hyoscyamus albus.

Extraits IC50

Extrait éthanolique de C.sinensis 204,71 µg/ml
Extrait aqueux de chloroforme de H.albus 711,68 µg/ml

II-3-3-Le pouvoir réducteur

Le protocole du pouvoir réducteur est un test qui met en évidence la capacité d’une

molécule à réduire un oxydant en lui cédant un électron, permettant ainsi d’apprécier l’activité

anti-oxydante de l’extrait testé. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure ci-

dessous:
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Figure 37: Représentation graphique de l’absorbance de l’ion ferreux (Fe +2) du pouvoir réducteur des extraits

des feuilles de Camellia sinensis et le standard BHA.

A partir de cette représentation graphique, on remarque en premier lieu que les extraits

des feuilles de Camellia sinensis ne possèdent pas un fort pouvoir réducteur à 0,5mg/ml et

1mg/ml; il varie de 0,25 ± 0,02 à 0,59 ± 0,03 et de 0,53 ± 0,03 à +2 respectivement, par

rapport à la BHA 0,85±0,07.

D’après la figure n° 37, nous faisons également remarquer que la capacité la plus

élevée pour Camellia sinensis a été obtenue avec l’extrait éthanolique (0,59 ± 0,03 et +2),

étant donné que c’est l’extrait brut. En effet, Kaur et Saraf, (2011), ont montré une

absorbance de 0,545±0,00 pour l’extrait éthanolique des feuilles de Camellia sinensis.

On constate également que le pouvoir réducteur des extraits des feuilles de Camellia

sinensis est en parfaite corrélation avec la teneur en flavonoïdes (R=0,99), les tanins

condensés (R=0,82) et les polyphénols totaux (R=0,66) (annexe) qui contribuent fortement

dans le pouvoir réducteur, vu leur capacité à transférer des électrons.
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Figure 38 : Pouvoir réducteur de l’antioxydant de synthèse de BHA.

Figure 39 : Représentation graphique de l’absorbance de l’ion ferreux (Fe +2) du pouvoir réducteur des extraits

de la partie aérienne de Hyoscyamus albus et le standard BHA.
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0,22 ± 0,01 à 0,29 ± 0,01 respectivement, comparativement à la BHA 0,85±0,07.

D’après la figure n0 39, nous remarquons que la capacité la plus élevée pour

Hyoscyamus albus a été obtenue avec l’extrait aqueux du chloroforme (0,56± 0,05)
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proportionnelle à sa teneur en tannins condensés et flavonoïdes, vu leur richesse en

groupements OH donneurs d’électrons et d’hydrogènes.

En effet, le pouvoir réducteur des extraits de la partie aérienne Hyoscyamus albus est

en parfaite corrélation avec la teneur en polyphénols totaux(R=0,90) et tannins condensés (R=

0,70).

En outre, l’extrait éthanolique de la jusquiame blanche a donné un pouvoir réducteur

légèrement inférieur à celui des autres extraits; cela pourrait s’expliquer par un encombrement

stérique.

Par ailleurs, la figure n° 38 montre la variation du pouvoir réducteur de la BHA en

fonction de la concentration.

Finalement, d’après les résultats obtenus par les trois tests anti-oxydants (DPPH,

ABTS, pouvoir réducteur) nous concluons que Camellia sinensis possède une activité anti-

oxydante plus élevée que Hyoscyamus albus.
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Conclusion et perspectives

Camellia sinensis et Hyoscyamus albus sont deux plantes médicinales utilisées en

médecine traditionnelle pour traiter certaines maladies cardiovasculaires, cancéreuses et le

vieillissement. Ces plantes sont capables de produire de nombreux métabolites

secondaires parmi lesquels on distingue les composés phénoliques.

Cette étude est basée sur l’extraction et le dosage des composés phénoliques des

feuilles de Camellia sinensis et de la partie aérienne de Hyoscyamus albus en premier axe. Le

second axe porte sur l’évaluation de l’activité anti-oxydante (DPPH, ABTS, pouvoir

réducteur).

Ainsi, notre travail réalisé sur les extraits des feuilles de Camellia sinensis et la partie

aérienne de Hyoscyamus albus, nous a permis d’obtenir les résultats suivants:

 Les rendements d’extraction obtenus montrent que Camellia sinensis serait

plus riche en composés phytochimiques polaires que apolaires, contrairement à

Hyoscyamus albus qui serait riche en composés de polarité réduite.

 L’évaluation de la teneur en phénols totaux en utilisant la méthode de Folin-

Ciocalteu a révélé des concentrations importantes en composés phénoliques

pour Camellia sinensis supérieures à celles de Hyoscyamus albus.

 Les résultats des dosages des composés phénoliques montrent que les phases

organiques des extraits des feuilles de Camellia sinensis représentent les

teneurs les plus élevées en flavonoides et en proanthocyanidines, contrairement

à Hyoscyamus albus.

 Concernant l’activité anti-oxydante, tous les extraits de Camellia sinensis et de

Hyoscyamus albus ont dévoilé une très forte activité scavenging du radical

DPPH• à 100µg/ml par rapport aux standards utilisés. Les IC50 des extraits

éthanoliques des deux plantes ont été estimées à 5,06µg/ml et 30,54µg/ml,

respectivement.

 Les extraits de Camellia sinensis et de Hyoscyamus albus n’ont pas exhibé une

forte activité scavenging du radical ABTS•+ à 100 µg/ml, comparativement à

l’activité montrée par le standard utilisé (le Trolox).
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 La mesure du pouvoir réducteur a montré que les extraits des feuilles de

Camellia sinensis et la partie aérienne de Hyoscyamus albus possèdent des

capacités réductrices appréciables à 100 µg/ml.

 En fin, l’activité anti-oxydante peut être attribuée à la présence des

polyphénols dans les extraits, les résultats indiquent une bonne corrélation

entre les activités anti-oxydantes testées et les composés phénoliques,

suggérant que les composés phénoliques sont probablement responsables de

cette activité.

La présente étude nous permet de conclure que les extraits de Camellia sinensis

constituent une importante source en composés phénoliques doués d’une grande activité anti-

oxydante, ce qui justifie son utilisation en médecine traditionnelle par rapport à Hyoscyamus

albus, qui est une plante pauvre en composés phénoliques. De ce fait, les résultats de notre

travail méritent d’être affinés et pour cela il serait intéressant de:

 Purifier et d’identifier les principes actifs responsables des ces activités par des

techniques plus performantes telles que HPLC, GC-MS et RMN. Aussi, 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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Annexes

Annexe N° 01 : Courbes d’étalonnage utilisées pour le calcul des teneurs en phénols

totaux, en flavonoïdes et en pro-anthocyanidines.

Figure 01: Courbe d’étalonnage avec l’acide gallique pour le dosage des phénols totaux (λ = 765 nm). 

Figure 02: Courbe d’étalonnage avec la catéchine pour le dosage des tanins (λ = 500 nm). 

Figure 03: Courbe d’étalonnage avec la quercétine pour le dosage des flavonoïdes (λ = 430 nm). 
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Annexe N° 02: Courbes obtenues par origine 8 utilisées pour le calcul des IC 50
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Figure 4: Courbe pour le calcul de l’IC50 de l’extrait éthanolique dans des feuilles de Camellia sinensis dans

l’activité scavenging du DPPH.
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Figure 5: Courbe pour le calcul de l’IC50 de l’extrait éthanolique dans la partie aérienne de Hyoscyamus albus

dans l’activité scavenging du DPPH.
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Figure 6: Courbe pour le calcul de l’IC50 de l’extrait éthanolique dans des feuilles de Camellia sinensis dans

l’activité scavenging de l’ABTS.



0 2 0 0 4 0 0 6 0 0 8 0 0 1 0 0 0

0

2 0

4 0

6 0

8 0

B
B o l t z m a n n o f B

A

B

E q u a t i o n y = A 2 + ( A 1 - A 2 ) / ( 1 + e x
p ( ( x - x 0 ) / d x ) )

A d j . R - S q u a r e 0 , 9 7 2 2 7

V a l u e S t a n d a r d E r r o r

B A 1 - 2 2 , 2 4 1 1 2 4 3 , 7 7 9 7 4

B A 2 9 1 , 8 9 1 2 8 4 4 , 9 5 5 2 3

B x 0 5 0 5 , 7 5 4 1 4 5 , 1 7 8 2 3

B d x 3 7 7 , 8 9 6 2 8 3 5 3 , 7 6 7 3 5

Figure 7: Courbe pour le calcul de l’IC50 de l’extrait aqueux dans la partie aérienne de Hyoscyamus albus dans

l’activité scavenging de l’ABTS.
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Figure 8: Courbe pour le calcul de l’IC50 de la BHA dans l’activité scavenging du DPPH.
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Figure 9: Courbe pour le calcul de l’IC50 de l’acide ascorbique dans l’activité scavenging du DPPH.



Annexe N° 03 : Courbes de corrélation des différentes activités avec les teneurs en

phénols totaux, flavonoïdes et en tannins.

Figure 10: Courbe de corrélation entre l’activité scvenging du radical DPPH et la teneur en polyphénols totaux

des extraits de Camellia sinensis.

Figure 11: Courbe de corrélation entre l’activité scvenging du radical DPPH et la teneur en tannins condensés

des extraits de Camellia sinensis.

Figure 12: Courbe de corrélation entre l’activité scvenging du radical DPPH et la teneur en flavonoïdes des

extraits de Camellia sinensis.
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Figure 13: Courbe de corrélation entre l’activité scvenging du radical ABTS et la teneur en polyphénols totaux

des extraits de Camellia sinensis.

Figure 14: Courbe de corrélation entre l’activité scvenging du radical ABTS et la teneur en tannins condensés

des extraits de Camellia sinensis.

Figure 15: Courbe de corrélation entre l’activité scvenging du radical ABTS et la teneur en flavonoïdes des

extraits de Camellia sinensis.
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Figure 16: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur 0,5mg/ml et la teneur en polyphénols totaux des

extraits de Camellia sinensis.

Figure 17: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur 0,5mg/ml et la teneur en tannins condensés des

extraits de Camellia sinensis.

Figure 18: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur 0,5mg/ml et la teneur en flavonoïdes des extraits de

Camellia sinensis.
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Figure 19: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur 1 mg/ml et la teneur en polyphénols totaux des

extraits de Camellia sinensis.

Figure 20: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur 1 mg/ml et la teneur en tannins condensés des

extraits de Camellia sinensis.

Figure 21: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur 1 mg/ml et la teneur en flavonoïdes des extraits de

Camellia sinensis.
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Figure 22: Courbe de corrélation entre l’activité scvenging du radical DPPH et la teneur en polyphénols totaux

des extraits de hyoscyamus albus.

Figure 23: Courbe de corrélation entre l’activité scvenging du radical DPPH et la teneur en tannins condensés

des extraits de hyoscyamus albus.

Figure 24: Courbe de corrélation entre l’activité scvenging du radical DPPH et la teneur en flavonoïdes des

extraits de hyoscyamus albus.
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Figure 25: Courbe de corrélation entre l’activité scvenging du radical ABTS et la teneur en polyphénols totaux

des extraits de hyoscyamus albus.

Figure 26: Courbe de corrélation entre l’activité scvenging du radical ABTS et la teneur en tannins condensés

des extraits de hyoscyamus albus.

Figure 27: Courbe de corrélation entre l’activité scvenging du radical ABTS et la teneur en flavonoïdes des

extraits de hyoscyamus albus.
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Figure 28: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur 0,5mg/ml et la teneur en polyphénols totaux des

extraits de hyoscyamus albus.

Figure 29: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur 0,5mg/ml et la teneur en tannins condensés des

extraits de hyoscyamus albus.

Figure 30: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur 0,5mg/ml et la teneur en flavonoïdes des extraits de

hyoscyamus albus.
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Figure 31: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur 1 mg/ml et la teneur en polyphénols totaux des

extraits de hyoscyamus albus.

Figure 32: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur 1 mg/ml et la teneur en tannins condensés des

extraits de hyoscyamus albus.

Figure 33: Courbe de corrélation entre le pouvoir réducteur 1 mg/ml et la teneur en flavonoïdes des extraits de

hyoscyamus albus.
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Résumé

Les antioxydants jouent un rôle fondamental dans l’élimination de l’excès toxique en
espèces réactives de l’oxygène à l’origine de diverses maladies dégénératives. Ainsi,
l’exploitation des molécules végétales naturelles serait très bénéfique pour la santé humaine.
Par conséquent, cette étude à pour objectif l’évaluation de l’activité anti-oxydante des
composés phénoliques des extraits à partir de deux plantes médicinale locale, Camellia
sinensis et Hyoscyamus albus, après, bien évidemment, avoir obtenu les différents extraits des
feuilles de C.sinensis et de la partie aérienne de H.albus. Le dosage des composés phénoliques
(phénols totaux, flavonoïdes, et tanins condensés) est réalisé pour pouvoir faire une
appréciation qualitative et quantitative ; puis, la mesure de l’activité anti-oxydante des extraits
en réalisant trois tests: l’activité scavenging du radical DPPH0, ABTS•+, le pouvoir réducteur.
Les résultats expérimentaux ont révélé que les extraits de C.sinensis ont été riches en
polyphénols totaux (24,8±0,83 à 100,33±5,14) mg EAG/g d’extrait, ont montré des
concentrations modérées en flavonoïdes et ils ont exhibé des teneurs appréciables en tanins
condensés, par contre H.albus possède des teneurs appréciables en polyphénols totaux
(41,3±1,35 à 48,88±3,04) mg EAG/g d’extrait, tanins condensés et des faibles teneurs en
flavonoïdes. Quant aux activités antioxydantes de la plante, les extraits sont de très bons
scavengeurs du radical DPPH (l’IC50 de l’extrait éthanolique a été de 5,06µg/ml (C.sinensis)
et de 30,54 µg/ml (H.albus)). En revanche, ABTS et le pouvoir réducteur sont faibles. Ces
constatations nous laissent imaginer des études plus poussées sur des extraits d’une panoplie
de plantes médicinales afin d’en bénéficier d’avantage.

Mots clés: Camellia sinensis, Hyoscyamus albus, activité antioxydante, antioxydants,
composés phénoliques.

Abstract

The antioxidants play a basic role in the elimination of the toxic reactive oxygen
species excess. Thus, the exploitation of natural plant molecules will be very beneficial for the
human health. Therefore, the aim this study is the evaluation of the anti-oxidant activity of the
phenolic compounds extracted from our local medicinal plants, Camellia sinensis, and
Hyoscyamus albus that by doing two types of manipulations, of course, after getting the
different plant leaves of C.sinensis and aerial part of H.albus extracts. First, we quantified the
phenolic compounds amounts (total phenolics, 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 DPPH0 and the ABTS•+ radical scavenging activity and the reducing
power. The experimental results revealed that C.sinensis extracts were rich in total phenolics
(24,8±0,83 à 100,33±5,14) mg EAG/g for extract, showed moderate levels of flavonoids and
they exhibited significant levels of condensed tannins. Reverse against, H. albus extracts were
rich in total phenolics (41,3±1,35 à 48,88±3,04) mg EAG/g for extract, and they exhibited
significant levels of condensed tannins and low in flavonoids. As for the antioxidant activities
of the plants, the extracts were very good scavengers of radicals DPPH (the IC50 of the
ethanolic extract was 5, 06 µg/ml (C. sinensis) and 30,54 µg/ml (H. albus)). whereas, the iron
chelating activity and the reducing power were low. These observations leed us toward more
studies in this field, so that we get more benefits from our local medicinal plants.

Key words: Camellia sinensis, Hyoscyamus albus, anti-oxidant activity, antioxidants,
phenolic compounds.
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