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Glossaire

Caducs : désigne un organe ou un appendice qui peut se détacher ou tomber prématurément
de I’organisme auquel il appartient.

Corolle : enveloppe des pieces florales connus sous le nom de pétales.

Corymbe : est une inflorescence simple, indéfinie, dans laquelle I'ensemble des fleurs se
trouvent dans le méme plan.

Drageon : pousse qui apparait au pied de la tige d’une plante et qui nait de la racine des
arbres.

Pennée : Se dit d'une plante dont les feuilles sont disposées de part et d'autre d'un axe médian.



BHA: Butylated hydroxyanisole.

BSA: Serum albumine bovine.

EAG: Equivalent acide gallique.

EAT: Equivalent acide tannique.

EC: Equivalent catéchine.
EQ: Equivalent quercétine.
TCA: Trichloracetique.
TEA: triéthanolamine.

SDS: dodécylsulfate de sodium.
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Introduction

Introduction

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1’évolution des
civilisations. Dans toutes les régions du monde, 1’histoire des peuples montre que ces plantes
ont toujours occupé une place importante en médecine et dans les préparations culinaires
(Bouzouita et al., 2008).

Au cours de ces derniéres années, les recherches faites sur les plantes par des
specialistes ont réveélées des résultats qui concourent a démontrer les effets indésirables des
médicaments pour la santé de 1’étre humain (Messaoudi, 2005).

C’est pour cette raison, qu’il y a un retour a 1’utilisation des plantes médicinales riches
en composeés bioactifs. La recherche de ces derniers extraits des plantes est d'une importance
capitale, car elle a permis la mise au point de médicaments essentiels (Chevallier, 2001).
L’églantier est 1’une de ces plantes médicinales appartenant a la famille des Rosacées et du
genre Rosa. Il a suscité la recherche des composés bioactifs, car les fruits de cette plante
regorgent de plusieurs substances nutritives tels que les : minéraux, vitamine C, composés
phénoliques (Kazzaz et al., 2009). Par ailleurs, il a été démontré, grace a des tests in vivo,
que le cynorrhodon «le fruit de 1’églantier » possede des activités prophylactiques et
thérapeutiques contre un large éventail d'affections : arthrites, diabéte...c’est ce qui explique
son utilisation (Orhan et al., 2009).Notre travail consiste & étudier 1’activité antioxydante du
fruit de deux espéces du genre Rosa. Pour ce faire, I’étude a été scindée en deux parties
principales :

e Une partie bibliographique qui comprend les trois chapitres:
- présentation des plantes.
- métabolites secondaires des plantes ou notre intérét s’est porté sur les composés
phénoliques ;
- le 3°™ chapitre est consacré aux différentes activités biologiques des antioxydants reportées
par la littérature.

e Une partie pratique qui est subdivisée en deux chapitres:
- matériels ainsi que I’estimation de la composition en antioxydants (polyphénols,
flavonoides, tanins, anthocyanines) et I’évaluation des éventuelles activités antioxydantes des
extraits méthanoliques et éthanoliques des fruits étudiés.

-Discussion des résultats obtenus durant ce travail.
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Chapitre I:Présentation de la plante

1. Historique de la plante

Le fruit de I'églantier était une friandise appréciée au Moyen Age. De nombreuses
croyances populaires font état de I'efficacité de I'églantier dans le traitement des maladies
pulmonaires méme s'il n'était pas autant apprécié que le rosier rouge «Rosa gallica »
(Chevallier, 2001).Les racines de 1’églantier étaient considérées autrefois comme remede

contre la rage (Mességué, 1975 ; Rameau et al., 1989).

2. Présentation de la famille des rosacées

Les membres de la famille des rosacées sont des cosmopolites, ils habitent les
contrées tempérées de 1’hémisphere nord. Cette famille est largement distribuée, rassemblant
un nombre important de plantes herbacées, d’arbres et d’arbustes a feuillage persistant ou
caduc et comprenant plus de 100 genres et 3000 especes (Coombes, 2000). Dans une région
donnée, les rosacées ne forment jamais de vastes peuplements, comme les coniferes, les
légumineuses ou les graminées ; elles se présentent sous forme d’individus isolés (Deysson,
1979). Leurs inflorescences en cymes portent des fleurs actinomorphes qui comptent 5
sépales, 5 pétales généralement pourvus d’un onglet et d’un large limbe et de nombreuses
étamines insérées a la base des sépales (disposition Caliciflores) réparties en verticilles

successifs. Le gynécée est tres variable de méme que la structure des fruits (Ramade, 2008).

3. Etude du genre « Rosa »

Le genre Rosa comprend environ 150 espéces sauvages réparties en Europe, Asie,
Moyen-Orient et en Amérique du nord. Pour classer les différentes espéces dans ce genre, les
taxonomistes ont utilisé plusieurs criteres : la morphologie de la graine, la couleur de la fleur,
le nombre de chromosomes, la quantité d’ADN et le polymorphisme (Nowak, 2005). Selon
Rehder en 1940, ce genre a été divisé en quatre sous-genres ; Hulthemia, Platyrhodon,
Hesperhodos et Eurosa (Samiei et al.,2009).Le genre Rosa est 1’un des premiers genres qui
ont attiré les cytologistes en raison des roses cultivées comme plantes horticoles (Hongying et
al. 2010).

4. Description de la plante

L’églantier est une plante grimpante vivace a rameaux dressés et retombants, a
feuilles pennées, a fleurs rosées ou blanches et a fruits rouges (Chevallier, 2001). C’est aussi
un arbuste epineux se reproduisant par drageons est tres commun en Algérie ou on le trouve le
long des haies (Ali-Delille, 2010).

-



Chapitre I:Présentation de la plante

5. Etude de I’espéce « Rosa canina »
5.1. Origine du nom
Le mot églantier (Rosa canina) dérive du grec :
«Rhodon» : rose, «canis» : chien
(Rameau et al., 1989).
5.2. Donneées botaniques
5.2.1. Classification de Rosa canina
Selon Rameau et ses collaborateurs (1989)
Régne : Végetal
Embranchement : Spermaphytes
Classe : Dicotylédone
Sous classe : Rosidées
Super ordre : Eurosidées
Ordre : Rosales
Famille : Rosacées
Genre : Rosa
Espeéce : Rosa canina

5.2.2. Distribution géographique de la plante
Le rosier sauvage peut se trouver dans plusieurs endroits on cite les: lisiéres
forestiéres, friches, le long des haies (Rameau et al., 1989 ; Couplan, 2007). En Algérie,
cette plante peut pousser jusqu’a 1300 m d’altitude (Ali-Delille, 2010). Le type de sol
qu’utilise ce rosier sont des sols riches en bases, le pH est basique a légerement acide
(Rameau et al., 1989).
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5.3. Caractéres botaniques de Rosa canina
Parmi les espéces qui sont inclus dans la famille des rosacées, on retrouve un arbuste

appelé Rosa canina, cette plante pousse a 1’état sauvage (Bardeau, 2009).

A l'origine, les rosiers habitaient dans les foréts, ils grimpérent tres haut dans les cimes des

arbres car ils étaient des lianes grimpantes aimant la lumiére (Vetvicka, 1984).

L’églantier est un arbrisseau caractéristique, buissonnant avec de longues tiges minces,
arqués, souples, couvertes de solides aiguillons crochus, nombreux, aplatis dans leurs

longueur (Rameau et al., 1989 ; Couplan, 2011).

e Les feuilles sont isolées, alternes, pennées, composées de 5 a 7 folioles ovales, ces
folioles sont pourvues de dents tres aigues (Deysson, 1979 ; Rameau et al., 1989 ;
Couplan2007).

e Les fleurs ou appelées communément « églantines » ont 4 a 5 cm de diametres sont
solitaires, pédonculées, réguliéres, a I’odeur suave et sont aussi rabattues contre le fruit
(Rameau et al., 1989 ; Caron, 2011). Elles peuvent étre aussi réunies en corymbes,
les cing sépales libres forment de longs lobes triangulaires ; la corolle est formée de
cing pétales caducs, roses ou blancs ayant plusieurs étamines (Deysson, 1979 ; Caron,
2011).

e Ses fruits, surnommés cynorrhodons ou « gratte-culs » sont charnus, mesurent 2 cm de
longueur, ont une forme ovale inférieurement amincis et bombés au sommet ; ils
possedent une couleur rouge vif a maturité et cela en automne. Ces fruits contiennent a
I’intérieur des graines dures qui sont entourées du poil-a-gratter désagréable au touché.

Les cynorrhodons ont un goQt acidulé, fruité et sucré (Caron, 2011; Couplan, 2011).

5.4. Usage des différentes parties de la plante
Les parties de Rosa canina qui sont utilisées sont les cynorrhodons et les fleurs
(Ali-Dellile, 2010). Consommé frais, le fruit procure a l'organisme un apport nutritif
important, sous une forme rapidement assimilable (Chevallier, 2001). Il peut étre consommé
cuit en confectionnant des confitures, sirop, ou marmelades (Couplan, 2011). Les fleurs
s’utilisent en infusion, ou peuvent aussi étre utilisées pour decorer les salades et les desserts
(Couplan, 2007).

.
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6. Composition phytochimique de Rosa canina

Les fruits de 1’églantier sont riches en composés chimiques, on trouve les sucres, les
caroténoides qui dérivent de la vitamine A, les composés phenoliques ; les flavonoides, les
tanins, et les fibres (pectine) (Kazaz, 2009). En outre, ces fruits contiennent des minéraux
exemple : le fer, le calcium et le phosphore a des teneurs importantes (Stern et al., 2008). La
quantité en vitamine C des cynorrhodons est élevée, elle est vingt fois plus que les agrumes
(Couplan, 2007 ; Ali-Dellile, 2010). Les baies contiennent aussi des acides organiques

comme 1’acide citrique et ’acide malique (Chevallier, 2001).

7. Propriétés thérapeutiques et pharmaceutiques

Les cynorrhodons ont une action stimulante, fortifiante, antiscorbutique (forte
concentration en vitamine C), astringente, et vermifuge mais encore calment les troubles
nerveux tels que les angoisses, les insomnies et les palpitations (Ali-Dellile, 2010).Les baies
sont traditionnellement utilisées pour la prévention et le traitement des maladies causées par le
froid (Wenzig et al., 2008). Ils sont utilisés pour lutter contre la grippe, la fievre, les
maladies infectieuses ainsi que la gastrite, y compris contre la diarrhée, les calculs biliaires,
les rhumatismes, la goutte, la sciatique, le diabéte ainsi que les maladies inflammatoires telle
I’arthrite (Hosni et al., 2010).

-



Chapitre Il : Composés phénoligues

1. Définition

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux. lls appartiennent a leur
métabolisme secondaire et participent a leur défense contre les agressions environnementales.
Ce sont des phytomicronutriments et généralement des pigments responsables des teintes
Automnales des feuilles et des couleurs des fleurs et fruits (jaune, orange, rouge) (Edeas,
2007).Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques

portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles.

2. Classification des composés phénoliques
Plus de 8000 structures phénoliques sont identifiées (Urquiaga et Leighton, 2000). Les
composés phénoliques peuvent étre classés en se basant sur la complexité du squelette de
base, par le degré de modification de ce squelette et enfin par les liaisons de ces molécules de
base avec d’autres molécules comme les glucides, lipides et les protéines (Harborne, 1989).

2.1. Formes les plus simples

2.1.1. Acides phénoliques

A. Acides hydroxybenzoiques
IIs sont dérivés de I’acide benzoique, ils ont une formule de base de type C6-
Cl (Tableau 1) lls existent fréquemment sous forme d’esters ou de glucosides et
peuvent également étre intégrés dans des structures complexes comme certains tanins
(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

.
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Tableau I: Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-manchado et Cheynier, 2006).

Structure R1 |R2 R3 |R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
H H OH ®H Acide p  hydroxy,
benzoique
R2 R1 .
\_/ H OH OH ®H Acide
\ rotocatéchique
R3—(/ ) cooH ProToereen
\}' / H OCHj3 OH H Acide vanillique
/ H OH OH [OH Acide gallique
R4 H OCHj; OH |OCHjs Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

B. Acides hydroxycynnamiques

Ils représentent une classe trés importante dont la structure de base est C6-C3 dérivée

de celle de I’acide cinnamique (Sarni-manchado et cheynier, 2006). lls sont représentés
principalement par : p-coumarique, ’acide caféique, 1’acide férulique, et 1’acide sinapique
(Tableau I1). Les acides hydroxycinnamiques sont tres abondants dans les fruits comme les

kiwis, prunes (Macheix et Fleuriet, 1990).

Tableau I1: Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Structure R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H /Acide cinnamique
RLH ~ COOH 14 OH H /Acide p-coumarique
- p/ OH OH H Acide caféique
RO % OCH; OH H Acide férulique
R3 OCHj3; OH OCHj3; /Acide sinapique
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2.1.2. Ensemble des flavonoides

lls constituent la plus grande famille des polyphénols. Plus de 4000 flavonoides ont

été décrits (Middleton et Kandaswami, 1994). Ils possédent une structure commune,

constituée de deux anneaux aromatiques liés par 3 carbones formant le plus souvent un

noyau hétérocyclique (Herman, 1988).

a.Anthocyanidines

Les anthocyanidines sont les aglycoles des anthocyanes. Ces dernieres sont les pigments

vacuolaires rouges ou bleus de tous les végétaux (Leete, 1977).

b. Flavonols

Les flavonols sont les flavonoides les plus omniprésents dans les aliments. On retrouve la

quercétine et le kaemphérol comme représentant principale (Kahraman et al., 2003).

c. Les flavanols

Les flavanols, appelés également catéchines, ce groupe inclu la catéchine, 1’épicatéchine,

I’épicatéchine gallate. Ils sont les plus abondants dans les fruits tel que les abricots, les baies, le

thé vert et le chocolat (Arts et al., 2000).

d. Isoflavones

Les isoflavones sont des flavonoides présentant des similitudes structurales aux

cestrogénes. Le soja constitue la source principale des isoflavones (Tableau I11) (Reinli,

1996 ; Manach, 2004).

Tableau I11: Distribution alimentaire et exemples des principales classes de flavonoides
(Werdman et al, 2007).

Flavonoides Exemples

Aliments

Caractéristiques

Flavonols

Quercétine

Kaempférol

Oignon, poireau,
brocolis, pommes,
chou frisé, vin

rouge, thé.

Le groupe le plus abondant

des composés phénoliques.

-
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Flavanones Sont caracterisés par
R3' I'absence de la double liaison
/l_\ _R4' | Naringenine Fruits du C2-C3, le flavanone le plus
ﬁ P KQ \-;K Eriodictyol genre abondant est la naringénine
) RS' Citrus. isolée pour la premiére fois &
partir des écorces de citrus.
OH
Isoflavones Caractérisés par leur
variabilité  structurale dont
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Daidzeine produits qui en I'attachement du cycle B se
dérivent. fait en C3. llIs sont présents
dans les plantes sous forme
libre ou glycosylée.
Flavan3-ols Flavanols ainsi que flavan3,
R3' 4diols sont tout les deux
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Epicatéchine
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Impliqués dans la biosynthése
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L ) R5 . proanthocyanidines (tanins
- -hine
e
‘/ condensés) par des
OH condensations enzymatiques.
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R3' _
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céréales.

pigments hydrosolubles
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angiospermes.
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2.2. Formes complexes
2.2.1. Les tanins
Les tanins constituent un groupe complexe de polymeres naturels, ils sont utilisés dés
I’antiquité pour le traitement des peaux d’animaux. Leur poids moléculaire varie de 500
jusqu’a 3000 Dalton . Ils possédent la capacité de précipiter la gélatine et d’autres protéines
en solution (Mehancho, 1987). Sur le plan structural, les tanins sont divisés en deux groupes :

les tanins condensés (tanins catéchiques) et les tanins hydrolysables.

A. Tanins hydrolysables
Ce sont des esters de glucides et d’acides phénoliques. La molécule glucidique est en
général du glucose. Ils sont facilement scindés par les acides ou les enzymes (tanases) en ose
et en acide phénolique, selon la nature de celui-ci, on distingue les gallotanins et les
ellagitanins (Ribereau-Gayon, 1968).

H
H OH
OH
CH
N
O OH
H 0 C{CO
H co
¥
HO HO i fole OH
HO OH
OH CH

Figure 1: Structure chimique d’un tanin hydrolysable (Pentagalloyle glucose)
(Bennick, 2002).

B. Les tanins condensés
IIs différent des tanins hydrolysables par leur structure qui est voisine de celle des
flavonoides. Ils ne possédent pas de sucre dans leurs molécules, ils sont non hydrolysables et
ont au contraire, tendance a se polymériser (spécialement en solution acide concentré ou par

action d’agents oxydants) (Khanbabaee et al., 2001).
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Figure 2: Structure chimique d’un tanin condensé (procyanidine B2)
(Vermerris et Nicholson, 2006).
2.2.2. Lignines

Les lignines sont des polyméres phénoliques, c’est le deuxiéme polymeére abondant sur
terre apres la cellulose, il joue un réle important dans la formation d’une structure d’appui aux
végétaux. La complexité chimique et leur structure irréguliére rendent les lignines
extrémement appropriées comme barriére physique contre les insectes et les mycetes
(Vermerris et Nicholson, 2006).

3. Biosynthese des composés phénoliques

D’aprés Dietrich et Pour-Nikfardjam(2009) La biosynthése des composés
phénoliques est subdivisée en 3 voies : la voie des schikimates, la voie de phénylpropanoides
et la voie des flavonoides.

3.1. Voie des schikimates
C’est la voie la plus répondue dans la biosynthése des composés aromatiques, elle
joue un role critique pour contréler le métabolisme de la voie du phénylpropanoide (Kening
et al., 1995). La biosynthése des composés phénoliques débute a partir des acides aminés
aromatiques : la phénylalanine, tyrosine et le tryptophane qui sont synthétisés a leur tour a

partir de sucres simples issue du métabolisme primaire (William et Evrard, 2003).

3.2. VVoie des phénylpropanoides
Cette voie dérive de I’acide schikimique, elle consiste a la production de quatre

acides coumariques a partir de la phénylalanine. (Dietrich et Pour-Nikfardjam, 2009).

3.3. Voie des flavonoides

<
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La biosynthése des flavonoides débute par celle des chalcones, ces derniers sont
formés de trois molécules malonyl-CoA et une molécule coumaroyol CoA, catalysée par
la chalcone synthétase (Dietrich et Pour-Nikfardjam, 2009).

4. Effets de quelques polyphénols sur la santé
Les bienfaits des polyphénols alimentaires suggerent un role protecteur a I’encontre
des cancers et des maladies chroniques. Leur nature chimique fait de ces composés des agents
réducteurs et ce sont, par ailleurs, les antioxydants les plus abondants dans notre alimentation.
On en consomme en moyenne 1 g par jour (Scalbert et Williamson, 2000 ; Basdevant et
al ., 2001).

4.1. Flavonoides
Les études se sont focalisées sur I’impact de la consommation du thé, boisson riche
en flavonoides et surtout en quercétine (de 10 a 25 mg/L) ( Scalbert et Williamson, 2000).
Cette derniere exerce des effets antioxydants, antiagrégants et vasodilatateurs pouvant
expliquer ses effets cardioprotecteurs (Nijveldt et al., 2001 ; Pérez-Vizcaino, 2002). De
méme, I’ingestion de flavonoides, principalement dans le thé, les oignons et les pommes, a été
associée a une réduction considérable de la mortalité lice aux maladies cardiovasculaires (Pérez-
Vizcaino, 2002). Il a été démontré, de plus, que la consommation de quercétine dans les
oignons (0,3 mg/g de masse fraiche) et les pommes (1 mg/g de masse fraiche de la peau de
pommes) est inversement corrélée au risque du cancer des poumons (Scalbert et Williamson,
2000 ; Liu, 2003).
4.2. Les tanins
Les catéchols, unités structurales de base des tanins catéchiques du thé, exercent
une activité cardioprotectrice grace a leurs propriétés antioxydante, anti-inflammatoire et anti-
thrombotique (Arts, 2001; Liu, 2003). Ils sont également efficaces dans la prévention de

certains cancers comme le cancer de la peau et des poumons (Chung, 2000).
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1. Activités biologiques des polyphénols

1.1. Chez les végétaux

Les composeés phénoliques ont été implique depuis longtemps dans différents domaine
de la physiologie de la plante et dans ces relation avec 1’environnement physicochimique et
biologique :

> les biologistes et les biochimistes se sont intéressés depuis fort longtemps aux
lignines, dont la structure est complexe. Elle est en relation avec la rigidification des
parois cellulaires des vaisseaux de bois. Cela permet d’une part la conduction de la
séve brute a I’intérieur de la plante et d’autre part la formation d’une structure rigide
qui participe au port dressé des végétaux ligneux.

» Des résultats récents ont attirés 1’attention sur ’intervention de certains flavonoides
(kaempferol) dans la régulation de la stérilitt males chez le pétunia (Sarni-
manchado et Cheynier ,2006).

> les pigments de nature phénolique (anthocyanes, flavonols, pigments brins)
participent a la coloration des organes végétaux. lls jouent a ce titre un réle important
dans I’interaction de la plante avec son environnement biologique. Les teneurs en
composés phénoliques sont alors un des éléments de la coévolution entre plantes et
certains groupes animaux.

> Ainsi les composés phénoliques absorbent les rayonnements UV et participent donc a
la protection des végétaux contre le rayonnement solaire, en particulier en raison de
leur localisation superficielle dans les tissus.

> L’intervention des composés phénoliques dans les interactions entre plantes et micro-
organismes est également un autre domaine, ou les connaissances ont progressées de
maniere spectaculaire. Il a été classiqguement montré, que beaucoup de phénols ou les
quinones qui en dérivent par oxydation sont des inhibiteurs de développement de
certains micro-organismes saprophytes ou parasites, champignon ou bactéries.
(Sarni-manchado et Cheynier, 2006).

1.2 .Chez ’Homme

Les études épidémiologiques et 1’expérimentation in vitro ont indiqué une large variété

d’activités biologiques attribuée aux polyphénols (Tableau 1V) (Dos Santos, 2006 ; Xiao et

al., 2007). lls interviennent dans la prévention de nombreuses maladies telles que le cancer et
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les maladies cardiovasculaires. Leurs effets sur la santé dépendent de la quantité consommée

et de leur disponibilité biologique (Manach et al., 2004).

Tableau IV : Activité biologique de quelque polyphénols dans 1’organisme.

Polyphénols Activité biologiques Références
Flavonoides Antitumorales,antiparasitaires,vaso-dilatoires, - Wollgast et
antibactériennes,anticarcinogénes,anti- Anklam, 2000
inflammatoires,analgésiques,hypotenseurs, - Hitara, 2009
antivirales,diurétiques,ostéogéne antioxydantes,anti- |~ 1" 1Poli, 2007
- Shon, 2004

atherogéniques, anti thrombotique, antiallergique.

Acides phénols (cinnamiques

et benzoiques).

Antibactériennes,  antiulcéreuses,  antiparasitaires,

antifongiques, antioxydants.

- Gurbuz, 2009

Sannomia, 2005

Anthocyanes.

Protectrices capillaro-veineux, anti

oxydant.

- Bruneton, 1993

Tanins  galliques

catéchique.

et

Antioxydants

- Okuda et

,1983

- Okamura et al,

1993

al

1.2.1. Activité antibactérienne

Les propriétés antimicrobiennes des plantes aromatiques et médicinales sont connues

depuis I’antiquité (Tableau V). Toutefois, il aura fallu attendre le début du 20éme siécle pour

que les scientifiques commencent a s’y intéresser (Yano et al., 2006).
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Tableau V: Modes d’actions antimicrobiennes de quelques Polyphénols (Cowan, 1999).

Différents  composés | Exemples. Mécanisme.
phénoliques.
Phénols simples Catéchol La privation de Substrat,
Epicatechine L'interruption de la fonction membranaire.
Acides Phéenoliques Acide Cinnamique | | Destruction de la paroi cellulaire
Quinones Hypericin et désactivation des enzymes.
Chrysin
Flavonoides Inhibition de transcriptase reverse du HIV.
Tanins Ellagitanin Liaison aux protéines,
Inhibition des enzymes,
Privation de substrat,
Complexe avec la paroi cellulaire,
Interruption de la fonction membranaire,
Complexe avec les ions métalliques.
Coumarines Warfarin Interaction avec I’ADN des eucaryotes
(activité antivirale).

1.2.1.1. Les flavonoides

Une activité antibactérienne est connue au flavonoides. En effet, ils sont capables
d’inhiber la croissance des différents types de bactéries Staphylococcus aureus (Babayi,
2004) Escherichia-coli (Ulanawska, 2006) Enterococcus feacalis, Enterobacter cloacea...
(Didrak, 1999 ; Okigbo, 2005).Chaque composé agit spécifiguement sur un ou plusieurs
germes. Aussi dans certain travaux, il est cité que les flavonoides extraits avec du méthanol
95% sont actifs sur certains bactéries alors que ceux extraits a partir du méthanol 60% ne le
sont pas. C’est le cas des flavonoides de Linanum capitatum contre Staphelococcus aureus
(Sivakumaran, 2004).

<
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1.2.1.2. Les tanins
Les tanins ont une action antibactérienne puissante leur permettant d’inhiber la
croissance des bactéries responsables des différents infections chez 1’homme Escherichia coli,
Helicobacter pylori, Proteus mirabilis (Chattejée et al., 2004 ;Leitao 2005).L’inhibition
bactérienne par les tanins est dépendante de la structure et du degré de polymeérisation de ces

derniers, mais ceci n’est pas toujours le cas (Sivakumaran, 2004).

1.2.2. Activité anti-cancérigéne
Le cancer se présente habituellement comme une tumeur formée d'une masse cellulaire.
Il est I'aboutissement d'une série de transformation pouvant se dérouler pendant plusieurs
années (Pincemail et al., 1999). De nombreux chercheurs ont étudié le réle des nutriments
dans le développement des cancers. Plus récemment des recherches expérimentales suggérent
que les flavonoides sont parmi les substances susceptibles de retarder voire d'empécher
I'apparition de certains cancers, tout en réduisant d'une maniére spécifique les risques de les

développer chez les sujets humains (Decloitre, 1993 ;Hertog, 1996).

1.2.3. Activité antiallergique
Les effets antiallergiques sont due a I'influence des flavonoides sur la production de

I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes, telles que I'AMP cyclique
phosphodiesterase et ATPase Caz+ dépendante, responsables de la libération de I'histamine a
partir des monocytes et des basophiles. L'ATPase Ca2+ dépendante dégrade I'ATP produisant
ainsi de I'énergie afin de faciliter I'absorption du calcium par les membranes cellulaires, ce qui
favorise la libération de I'histamine stockée dans les vésicules. En inactivant cette enzyme, la
quercétine a montré un potentiel d'action supérieur a celui du cromoglycate de sodium. Ce
dernier est utilisé comme médicament en empéchant la libération de I'histamine et d'autres

substances endogeénes qui causent I'asthme (Marfak, 2003).

1.2.4. Activité cardiotonique
Les maladies cardio-vasculaires demeurent la principale cause de la mortalité dans le
monde entier (OMS, 2008).Des études expérimentales effectuées in vitro indiquent que
I'effet préventif des composés phénoliques sur ces maladies a été attribué a leur capacité
antioxydante ( Kris- Etherton et Vif, 2002 ).L’incidence relativement basse des maladies
cardio-vasculaires dans le sud de la France et chez les populations méditerranéennes, au

regard d’une alimentation riche en graisses saturées (paradoxe francais) est attribué a la
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consommation réguliére et modérée de vin rouge riche en composés phénoliques (Orallo,
2002 ; Pechanova, 2002). Les polyphénols du vin rouge exercent une activité cardio-
protectrice du fait qu’ils diminuent le taux de plaquettes activées, qu’ils réduisent I’oxydation

des lipoprotéines et celle des acides gras polyinsaturés (Ghedira, 2003).

1.2.5. Activité anti inflammatoire

De nombreuses études expérimentales semblent indiquer que les flavonoides possedent
des propriétés anti inflammatoires, et qu'ils sont capables de moduler le fonctionnement du
systeme immunitaire par inhibition de l'activité des enzymes qui peuvent étre responsables
des inflammations. Ils peuvent aussi moduler I'adhésion des monocytes durant I'inflammation
athérosclérosique en inhibant I'expression des médiateurs inflammatoires (Gonzalez-Gallego
et al., 2007), d'autres flavonoides sont capables d'inhiber I'histamine (Kim et al., 2004). Les
flavones et les flavonols sous forme glycosylée ou libre comme la quercétine, kaempférol,
myrecétine ont une activité inhibitrice de COX (Cyclooxygénase) (Tapas et al.,2008).

1.2.6. Activité antidiabétique
Des études récentes suggerent que les polyphénols contenus dans certains plantes peuvent
accroitre la sensibilité de 1’organisme a I’insuline, ce qui retarde 1’apparition du diabéte de

type 11 ou en ralentit la progression (Benbrook, 2005).

1.2.7. Activité antioxydante

Les polyphénols possedent des propriétés antioxydantes et sont capables de piéger les
radicaux libres générés en permanence par notre organisme ou formes en réponse a des
agressions de notre environnement (cigarette, polluants, infections...) tels que O2 (anion
superoxide), HO2 (radical perhydroxyle), H202 (peroxyde d’hydrogene), OH (radical
hydroxyle), RO (radical alkoxyle), ROO (radical peroxyle), 02 (oxygéne singulet) .
(Middleton ,2000).
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1. Objectif
Notre travail consiste en une évaluation des teneurs en polyphénols et activité antioxydante

de fruit de I’églantier (Figure 3).

Figure3 : photographie du fruit de 1’églantier (Village EL-Mechtain).

2. Matériel végétal

2.1. Récolte des échantillons
Les fruits de I’églantier ayant servi dans ce travail proviennent de deux régions
différentes, Rosa canina dans la région d’ait Aziz situ a Tizi-Ouzou a altitude de 1000 m,

Tandis que Rosa sp dans la région de Beni-Mlikeche situe a Bejaia a une altitude de 600 m.

2.2. Traitement des échantillons

2.2.1. Séchage
Apreés avoir bien nettoyé les fruits de 1’églantier, on procede au séchage dans une

étuve sous une température de 40° C. Une fois séché, on sépare les graines de la pulpe.

2.2.2. Broyage

Apreés le séchage, 1I’échantillon sec obtenu est broyé a I’aide d’un broyeur électrique.
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2.2.3. Tamisage
Le tamisage de la poudre a été réalisé avec un tamiseur électrique a 2 tamis dont les
diametres sont : 250um et 125um. La poudre ainsi obtenue est conservée dans des flacons en
verre, bien hermétique, a 1’abri de la lumicre pour éviter que les poudres n’absorbent

I’humidité, mais aussi pour réduire le taux d’oxydation de ces poudres.

3. Extraction des composés phénoliques

Plusieurs solvants peuvent étre utilis€és pour 1’extraction des composés phénoliques
comme le méthanol, 1’éthanol ou méme 1’eau. Le méthanol pur est I'un des solvants
organiques qui donne des meilleurs résultats pour I’extraction, il posséde également
I’avantage d’étre plus facile a éliminer (Ribéreau-Gayon, 1968). L’extraction des composés
phénoliques est réalisée selon la méthode décrite par Barros et al. (2010) avec quelques
modifications, elle consiste a une agitation de la poudre de plante (5g) dans 20 ml de

méthanols pur et dans I’éthanol pur.

3.1. Mode Opératoire

Poudre des plantes étudiées

Ethanol Methanol

pur pur

N _/
\/

Agitation pendant 24 heures

Filtration

Evaporation a 40 °C

Figure 4 : Etapes d’extraction des composés phénoliques de Rosa canina et Rosa sp
(Barros etal., 2010).
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L’extrait obtenu aprés évaporation est en suite reconstitué avec les deux solvants éthanol et

méthanol et le taux d’extraction est calcule comme suit :
Le taux d’extraction (%)= [(P.. Po)/E].100
Ou:
Po . poids du bécher vide (g).
P1: poids de bécher aprés évaporation (g).
E : poids de la poudre de plante (g).
4. Dosage phytochimique

4.1. Dosage des polyphénols totaux
Le taux des polyphénols totaux de nos extrais est estimé selon la méthode de Singleton
et Rossi. (1965) rapporte par (Ferreira et al., 2007).

4.1.1. Principe
En milieu basique le mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et de ’acide
phosphomolybdique (H3PMo0;1,040) du réactif de Folin Ciocalteu est réduit en un mélange
d’oxyde bleu de Tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MgOy3) lors de 1’oxydation des phénols
(Ribereau-Gayon, 1968). La coloration bleue produite est proportionnelle aux taux de

composés phénoligues et elle est dosée spectrophotométriquement a 760 nm.
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4.1.2. Mode opératoire

500 pl de réactif 1,5 ml de monocarbonate de

Folin - ciocalteu sodium a 20 %

6 ml

De I’ eau distillée

Agitation du mélange

Ajout de 100 pl

de I’extrait

Ajuster avec I’eau

Distillée a 10 ml

Incubation a température ambiante pendant 2 heures
Lecture des absorbances a 760 nm
Figure 5: Les étapes du dosage des polyphénols (Ferreira et al., 2007).
La concentration moyenne de 1’extrait en polyphénols totaux est exprimée en (ug Eq
catéchine/ ml).

4.2. Dosage des flavonoides

4.2.1.Principe
La méthode repose sur le principe du dosage direct par le chlorure d’aluminium. En effet, les
flavonoides posseédent un groupement hydroxyle (OH) libre en position 5, susceptible de

donner en présence de chlorure d’aluminium un complexe jaunatre par chélatation de I’ion

-



Chapitre IV : Matériel et méthodes

AI". La coloration jaune produite est proportionnelle & la quantité de flavonoides présente
dans I’extrait (Ribéreau-Gayon, 1968).
4.2.2. Mode opératoire

La quantité de flavonoides est dosée selon la méthode préconisée par Bahorun et al, (1996).

800 pl de chlorure

800 pl du Pextrait D’aluminium(Alcl3)

-

Agitation des tubes

Incubation a I’obscurité pendant 15 min

Lecture des absorbance a 436 nm
Figure 6: les étapes de dosage des flavonoides Bahorun et al.
(1996).
La teneur moyenne en flavonoides est exprimée en pg équivalent de Quercétine par
millilitre (ug E Quercétine/ ml).

4.3. Dosage des tanins

4.3.1. Principe
Cette méthode repose sur I’aptitude des tannins a précipiter les protéines. Le complexe
insoluble protéine-tannins obtenu est dissout dans une solution alcaline (SDS/TEA). Le
chlorure ferrique réagit avec les tanins en présence du SDS pour former des chélates de

couleur violette, déterminés par spectrophotometre a 510 nm et la coloration obtenue est
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proportionnelle a la quantité de tanins (Ribéreau-Gayon, 1968 ; Hagerman et Butler,
1978).L’utilisation de la BSA dans le dosage des tanins en milieu acide a pour but de séparer
ces derniers des autres polyphénols présents dans 1’extrait. Le chlorure ferrique (FeCls) réagit
avec les tanins (en milieu alcalin) pour former des chélates dont la formule générale est Fe

(OR)*: Ou le (OR") représente le polyphénol ionisé (Naczk et al., 1994).

4.3.2. Mode opératoire

La teneur en tanins est déterminée selon le protocole de Hagerman et Butler
(1978).rapporté par Atmani et al. (2009).

2 ml d’extrait 2 ml de BSA

(0,83 mg /ml)

Agiter et incuber pendant 24 heurs & 4°C

Centrifugation a 14000t/min pendant 10 min

Laver le culot avec 0,5 ml du tampon acétate ph : 4,9

Ajouter 4 ml de la solution dodecyl sulfate /triethanolamine (SDS/TEA)

Agitation

Ajouter 1 ml de FeCl;z acide

Incuber a I’obscurité pendant 15 min
Lecture des absorbances a 510 nm

Figure7 : Les étapes de dosage des tanins. (Hagerman et Butler. 1978).
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La concentration en tanins est déterminée par référence a une courbe d’étalonnage préparée

avec ’acide tanique. La teneur moyenne en tanins est exprimée en (ug EAT/ ml).

4.5. Dosage des anthocyanines
La teneur en anthocyanines est mesurée selon la méthode du pH différentiel rapportée par
Iée,(2005) en utilisant deux tampons :
- Solution de chlorure de potassium (0,02M) pH 1,0.
- Solution d’acétate de sodium (0,4M) pH 4,5.
Un volume de 0,6 ml d’extrait est mélangé avec 2,4 ml du tampon correspondant.

L’absorbance est mesurée a 520 et a 700 nm. L’absorbance est calculée par la formule :

A = (A510 - A700) pH 1,0 - (A510 - A700) pH4,5.

La teneur en anthocyanines (mg de cyanidine-3-glucoside/l) est calculée selon la formule

Suivante :

Ta=Ax MW xDF x1000/ (MA .1).

ou

A : Absorbance

MW : Poids moléculaire de la cyanidine-3-glucoside (449,2g/mol).

DF : Facteur de dilution.

MA : Coefficient d’extinction molaire (26,900).

La teneur en anthocyanine est exprimée en mg équivalant de cyanidine-3-glucoside/100g
D’échantillon.

5. Tests physicochimiques

5.1. Acidité titrable
L’extrait aqueux a était préparé avec la poudre de fruit de Rosa canina et Rosa sp, on a
pesé 2.5 g de chaque échantillon puis on a rajouté 50 ml d’eau distillée. Le mélange a subit
une agitation pendant une demi heure par la suite une centrifugation a 5000 trs/min pendant
20 min. Aprés la centrifugation, on récupére le surnagent. En suite on préléve 10 ml du jus
résultant et on ajoute 50 ml d’eau distillée. On a titré le mélange par une solution de NaOH
(0.1 N) jusqu’a I’apparition d’une couleur rose pale. Il s’agit donc de neutraliser les acides

contenus dans 10ml de jus par de la soude, en présence de quelques gouttes de

-
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phénolphtaléine. Les résultats sont exprimés par rapport a 1’acide mallique et cela en

pourcentage. (NF 05-101).

5.2. Taux de cendre

Le taux de cendre est calcule selon la norme francaise (NF V05-113,1972). Une quantité
déterminée des échantillons de poudre du fruit de 1’églantier (Rosa canina, Rosa sp) est
incinérée a 550° C pendant 24 heures dans un four a moufle.

Le taux de cendre est calcule selon la formule suivante :

(PO_P)*100/P1
Ou:
Po . poids de creuset avec cendre.

P : poids de creuset vide.
P1 . quantité de poudre du fruit.

6. Evaluation de D’activité antioxydante

6.1. Test du pouvoir réducteur

6.1.1. Principe

Le pouvoir réducteur est I’aptitude des antioxydants présents dans les extrais a réduire
le fer ferrique (Fe®*) du complexe ferricyanure-Fe* en fer ferreux (Fe?*). La forme réduite
de ce complexe donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de

I’extrait.

6.1.2. Mode opératoire
Le pouvoir réducteur de nos extraits est estime selon la méthode d’Oyaizu ,(1986)

rapporte par Kumaram et al, (2007).

5]
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1 ml d’extarait

2,5 ml de tampon phosphate

(0,2 mol/l, PH6,6)

2,5 ml de ferricyanide de potassium
[KsFe(CN)e](1%0)

Incubation a 50 °C pendant 20 min

Ajouter 2,5 de I’acide trichloracétique (10%)

Centrifugation 650 *g a 25 C pendant 10min

Recupération de 2,5 ml de surnagent

Ajouter 2,5 ml de I’eau

0,5 ml de FeCl3(0,1%0)

Lecture des absorbances a 700 nm

Figure 8 : Protocole expérimental du test de pouvoir réducteur (kumaram et al., 2007).
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6.2. Test au molybdate d’ammonium

6.2.1. Principe

Le test au phosphomolybdate d’ammonium a pour but de déterminer I’activité
antioxydante totale basé sur la réduction de Mo*™ a Mo™ par Iextrait et la formation d’un
complexe de phosphate /Mo™vert au pH acide.

6.2.2. Mode opératoire

Selon la méthode décrite par EL-Beschbishy et al, (2009).

0,2 ml de 2,5 ml de
phosphomolybdate
I’extrait d’ammonium

Incubation au bain marie 2h/90°C.

Lecture des absorbance a 695 nm.

Figure 9 : protocole de test du phosphomolybdate d’ammonium.
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1. Taux d’extraction

L’objectif de 1’étape d’extraction est de libérer les polyphénols présents dans des
structures vacuolaires par diffusion apreés rupture du tissu végétal (Mompon et al., 1996).

Le séchage a une importance majeur pour 1’extraction des composés phénoliques, car apres
collection du matériel végétal, une activité enzymatique peut rapidement entrainer des
changements irréversibles dans les composés phénoliques tels que 1’oxydation et par
conséquent une polymérisation ou décomposition. Cet inconvénient peut étre éliminé par un
séchage rapide qui réduit le temps d’exposition des composé€s phénoliques a 1’action
enzymatique (Keinanen et Tuttor, 1996).

Le choix du solvant a une importance majeur dans I’extraction des composés
phénoliques, souvent I’eau, les mélanges aqueux d’éthanols, du méthanol et d’acétone sont
utilisés pour extraire les composés phenoliques (Atmani et al., 2009). Le méthanol est le
meilleur solvant d’extraction. Il est largement utilisé pour différents processus d’extraction et
pour plusieurs variétés de plantes (Chirinos et al., 2007).

L’extraction solide-liquide a été utilisée, dans notre étude, pour permettre la diffusion
quantitative des composés phénoliques présents dans la matiére végétale vers la phase liquide
en utilisant le méthanol pur et 1’éthanol pur. Les taux d’extraction obtenus sont résumés dans

la figure 10.

40,00% -
35,00% -

30,00% -
25,00% -
20,00% -
15,00% -
10,00% -
5,00% -
0,00% T T T 1

Rosa sp MOH Rosa C MOH Rosa sp EOH Rosa C EOH

Taux d'extraction(%b)

Especes

FigurelO : Rendement d’extraction des deux espéces Rosa canina et Rosa sp

Rosa sp MOH : extrait méthanolique du fruit Rosa sp; Rosa ¢ MOH : extrait méthanolique du fruit Rosa canina ;
Rosa sp EOH : extrait éthanolique du fruit Rosa sp; Rosa ¢ EOH : extrait éthanolique du fruit Rosa canina..
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D’aprés la figure ci dessus, I’extraction au méthanol pur a donné les meilleurs

rendements d’extraction, il est de 31,10% pour Rosa sp et de 33,80% pour Rosa canina.

Les travaux de Barros et ses collaborateurs (2010), ont montré que le rendement
d’extraction avec le méthanol pur du fruit (séché a I’air libre) de Rosa canina a donné un taux
de 43,19%. Cette valeur est supérieure a celle trouvée, ce qui peut étre due a la différence des
conditions d’extraction utilisées ou au climat.

2.Dosages phytochimiques

2.1. Dosage des polyphénols totaux
La teneur en composes phénoliques des deux especes Rosa canina et Rosa sp est calculée en
se référant a une courbe d’étalonnage (annexe 2). Elle est exprimée en équivalent catéchine
par millilitre (EC/ml) d’extraits. Les concentrations en polyphénols des fruits étudiés sont

représentées dans la figure 11.

Rosa sp MOH Rosa C MOH Rosa sp EOH Rosa C EOH

ml d'extrait
o = N w Y wu (o)} ~N o] (Vo)

concentration en ug d'E C/

espéces

Figure 11: Teneur en polyphénols des fruits de Rosa canina et Rosa sp ;

Rosa sp MOH : extrait méthanolique du fruit Rosa sp; Rosa ¢ MOH : extrait méthanolique du fruit Rosa canina ;

Rosa sp EOH : extrait éthanolique du fruit Rosa sp; Rosa ¢ EOH : extrait éthanolique du fruit Rosa canina..

D’aprés la figure, le méthanol a donneé des teneurs en polyphénols pour les deux espéces
Rosa sp et Rosa canina qui sont respectivement: 5,89+£1,5 ug E C/ml d’extrait, 8,21+3,38
Mg E C/ml d’extrait. Le fruit de Rosa canina présente une teneur élevee en polyphénols par

rapport au fruit de Rosa sp. Cela est corroboré par les résultats de 1’étude faite par Jablonska
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-Rys et ses collaborateurs (2009) sur les fruits de sept plantes appartenant a la famille des
Rosacées en Pologne. Ils ont montré que Rosa canina présente la meilleure teneur en
polyphénols totaux (32,17 mg EAG/g de MS).

2.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides sont des metabolites secondaires des plantes qui sont présents dans toutes les
parties des végétaux : racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois (Jourdes,
2003).

La quantite des flavonoides contenus dans les deux especes Rosa canina et Rosa sp a été
calculée en se référant a une courbe d’étalonnage de la quercétine (annexe 3). Les teneurs en
flavonoides des deux especes (figure 12) sont exprimées en équivalent quercétine par
millilitre d’extraits.

40 -
30 -
20 -
10 -
0 . . . .

Rosa sp MOH Rosa C MOH Rosa sp EOH Rosa C EOH

concentration en g d'EQ/
ml d'extrait

Espece

Figure 12 : Teneur en Flavonoides des deux especes Rosa canina et Rosa sp ;
Rosa sp MOH : extrait méthanolique du fruit Rosa sp; Rosa ¢ MOH : extrait méthanolique du fruit Rosa canina ;
Rosa sp EOH : extrait éthanolique du fruit Rosa sp; Rosa ¢ EOH : extrait éthanolique du fruit Rosa canina..

D’apres la figure (12) on remarque que c’est I’extrait éthanolique de Rosa canina qui
comporte la teneur la plus élevée en flavonoides avec une concentration égale a 49,74ug d’E
Q/ml d’extrait suivi de I’extrait méthanolique Rosa sp (41,56 pg d’E Q /ml d’extrait),
1‘extrait éthanolique de Rosa sp (39,99 pg d’E Q / ml d’extrait) et de I’extrait méthanolique
de Rosa canina qui vient en derniere position avec une concentration 37,54 pug d’E Q/ml
d’extrait. Les valeurs trouvées sont largement élevés par rapport a ceux motionnés par

Barros et ses collaborateurs (2010). En effet, ces derniers ont obtenu une teneur en




Chapitre V : Résultats et discussions

flavonoides du fruit mur de Rosa canina : 9,8 + 0,02 mg d’E Q /g MS. Cette différence de
concentrations peut étre due au type de sol ou au climat, ou méme aux méthodes d’extraction

et de dosage utilisées.

2.3. Dosage des tanins
La teneur en tanins des fruits des deux especes Rosa canina et Rosa sp est
déterminée a partir de la courbe d’étalonnage (annexe 3), réalisée avec 1’acide tanique. Elle
est exprimée en ug équivalent acide tanique/ml d’extrait. Les résultats sont représentés dans la

figure ci-dessous.
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70 -
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0 T T T

Rosa sp MOH Rosa C MOH Rosa sp EOH Rosa C EOH

Concentrationen ug d'e A T/
ml d'extrait

Espeéces

Figure 13 : Teneur en tanins des deux espéeces Rosa canina et Rosa sp ;

Rosa sp MOH : extrait méthanolique du fruit Rosa sp; Rosa ¢ MOH : extrait méthanolique du fruit Rosa canina ;
Rosa sp EOH : extrait éthanolique du fruit Rosa sp; Rosa ¢ EOH : extrait éthanolique du fruit Rosa canina.

D’aprés les résultats obtenus (figure 13), ce sont les extraits méthanoliques qui
présentent les teneurs élevees en tannins. Elles sont respectivement (89,99+4 ug E A T/ml
d’extraits) pour rosa sp. et (38,51+0,64 ug E A T/ml d’extraits) pour rosa canina par
rapport aux extraits éthanoliques qui présentent les teneurs suivantes ; (36,47+2,73 ug E A
T/ml d’extraits) pour rosa canina et (33,14 £5,56 ug E A T/ml d’extraits) pour rosa sp.
Avec une différence de concentration remarquable entre les deux extraits méthanoliques par

rapport aux deux extraits éthanoliques qui présentent presque les mémes valeurs.
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2.4. Dosage des anthocyanines
Les anthocyanines sont des pigments dont la couleur varie en fonction de I’acidité, cette
propriété est utilisée pour leur dosage. En effet, & pH= 1 ils sont sous forme colorées et a pH= 4,5
sous forme incolore (Ribéreau-Gayon, 1968).
Les concentrations sont exprimées en mg eq cyanidine-3-glucoside /ml d’extrait (mg
équivalent cyanidine-3-glucoside/ml d’extrait), les concentrations en anthocyanines dans les

extraits des deux espéces Rosa sp et Rosa canina sont représentées dans la figure (14).

0,25 ~
~
[«5)
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o
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o
™ 8 0,15 -
)
£3
T ©
B 0,1 -
g E
>
(&)
g 0,05 -
(@]
S
O T T T 1
Rosa sp MOH Rosa C MOH Rosa sp EOH Rosa C EOH
Espéces

Figureld : Teneur en anthocyanines des deux espéces Rosa canina et Rosa sp ;

Rosa sp MOH : extrait méthanolique du fruit Rosa sp; Rosa ¢ MOH : extrait méthanolique du fruit Rosa canina ;
Rosa sp EOH : extrait éthanolique du fruit Rosa sp; Rosa ¢ EOH : extrait éthanolique du fruit Rosa canina..

Les résultats du dosage des anthocyanines montrent de faibles teneurs en
anthocyanines pour les deux espéces Rosa canina et Rosa sp. La concentration élevée a été
obtenu dans les extraits méthanoliques surtout pour I’espéce Rosa canina qui présente une
teneur de (0,234 mg eq cyanidine-3-glucoside /ml d’extrait £ 0,0585) avec une différence
remarquable par rapport a Rosa sp qui présente une teneur de (0,142 mg eq cyanidine-3-
glucoside /ml d’extrait+0,0417).

Les deux extraits éthanoliques présentent presque les mémes teneurs et cela pour
les deux espéces Rosa canina (0,147 mg eq cyanidine-3-glucoside /ml d’extrait £ 0,01) et
Rosa sp (0,146 mg eq cyanidine-3-glucoside /ml d’extrait £0,033) avec une différence de
0,001 mg.
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3. Tests physicochimiques
3.1. Acidite titrable

La teneur en acide malique des fruits des deux espéces Rosa canina et Rosa sp est

mentionnée dans la figure 15 :

0,32 -
0,31 -
0,3 -
0,29 -
0,28 -
20,27 -

gd,acide malique /
100gde poudre

0,26 -
0,25 -

0,24 -

Rosa sp

Especes

Rosa c

Figurel5 : Teneur en acide malique des deux especes Rosa canina et Rosa sp.

Les teneurs en acides maliques des deux espéces Rosa canina et Rosa sp sont proches,

sont respectivement de 0,31 g d’acide malique/100g de poudre et 0,27 g d’acide malique/100g

de poudre. Cependant, la valeur obtenue pour Rosa canina est inférieur a celles trouvées par
Demir et Ozcan (2001). Leurs travail est porté sur la détermination de la composition
minérale des fruits de Rosa canina de deux régions de Turquie. lls ont obtenus des teneurs

variables en acide malique ; la région de Hadim est de 1.17 g d’acide malique/100g de poudre

et celui de la région de Kastamonu est de 1.44 g d’acide malique/100g de poudre.

3.2. Taux de cendres

Les résultats obtenus du calcul des taux de cendres et de la matiere organique de la pulpe de

fruit de Rosa canina et de Rosa sp sont récapitulés dans le Tableau V1.

Tableau VI : Taux de cendres des deux espéces Rosa canina et Rosa sp.

Espéces Taux de cendres (%) Matiére organique et autres (%)
Rosa canina 5% 95%
Rosa sp 4.67% 95.33%

33
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D’aprés le tableau, les résultats mentionnés montrent que le taux de cendres de Rosa canina
est légérement supérieur a celui de Rosa sp qui est respectivement de 5% et 4.67%.
Cependant, la valeur obtenue pour Rosa canina est inférieur a celles trouvées par Demir et
Ozcan (2001). Leurs travail est porté sur la détermination de la composition minérale des
fruits de Rosa canina de deux régions de Turquie. Ils ont obtenus des taux de cendres
variables ; la région de Hadim est de 7.35%, et celui de la région de Kastamonu est de
6.48%.

4. Evaluation de P’activité antioxydante des extraits de Rosa sp et Rosa canina

Deux tests ont été réalises pour évaluer I’activité antioxydante des extraits méthaloniques et
éthaloniques des deux especes étudiées ; le test du pouvoir réducteur ainsi que le test du

phosphomolybdate d’ammonium.

4.1. Détermination du pouvoir réducteur
Les composés possédant un pouvoir réducteur indiquent qu’ils sont des donneurs d’électrons,
et peuvent, par conséquent, servir comme indicateur significatif de leur activité antioxydante.
La présence d’un réducteur comme les substances antioxydantes au niveau de ’extrait a
tendance & réduire le fer ferrique Fe** du complexe ferricyanure en fer ferreux Fe®* qui se
traduit par une coloration verdatre dont I’intensité est proportionnelle au pouvoir réducteur

(Jayanthi et Lalitha, 2011).

Les résultats de la mesure du pouvoir réducteur des extraits des échantillons étudiés sont

indiqués dans les figures 16 et 17.

-
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Figurel6: Représentation graphique du pouvoir réducteur des fruits des extraits

méthanoliques des espéces Rosa sp et Rosa canina.
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Figurel7: Représentation graphique du pouvoir réducteur des extraits éthanoliques des fruits
des especes Rosa sp et Rosa canina.

D’apres les courbes illustrées dans les figures 15 et 16, on remarque que plus la
concentration des extraits augmentent, plus le pouvoir réducteur de ces derniers augmente. La
BHA possede un pouvoir réducteur élevé par rapport aux quatre extraits. Cela peut étre

expliqué par la pureté du standard utilise.
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On remarque aussi que c’est I’extrait éthanolique de Rosa canina qui a donné le meilleur
pouvoir réducteur par rapport aux extraits méthanoliques de Rosa canina et Rosa sp, suivi de
celui de I’extrait méthanolique Rosa sp. Cela coincide avec les travaux effectués par Orhan et
ses collaborateurs (2009).En effet, ils ont rapportés que c’est I’extrait éthanolique de Rosa
canina qui présente le meilleur pouvoir réducteur comparé a d’autres extraits (extrait au
chloroforme). Les résultats des tests effectués sur ce fruit fait par, vu que c’est 1’extrait Rosa
canina éthanol qui a donné le meilleur pouvoir réducteur juste aprés I’extrait du fruit a I’aide

du chloroforme.

4.2. Test au phosphomolybdate d’ammonium
La méthode du phosphomolybdate est employée habituellement pour évaluer I’activité
antioxydante des extraits. En présence des composés antioxydants, le Mo*® est réduit en Mo™
et forme un complexe avec le phosphate, il y a apparition d’une coloration verdatre aprés une
incubation des extraits au bain marie (Umamaheswari et Chatterjee , 2008).
L’activité antioxydante au phosphomolybdate d’ammonium des deux especes étudiées avec
les deux solvants d’extraction, au cours de cette étude est représentée dans les figures (18,

19, 20, 21).
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Figurel8 : Représentation graphique de I’activité antioxydante au phosphomolybdate

d’ammonium de I’extrait méthalonique de Rosa canina.

=



Chapitre V : Résultats et discussions
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Figure 19: Représentation graphique de I’activité antioxydante au phosphomolybdate

d’ammonium de I’extrait éthanolique de Rosa canina.
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Figure20 : Représentation graphique de ’activité antioxydante au phosphomolybdate

d’ammonium de I’extrait méthalonique de Rosa sp.
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Figure2l : Représentation graphique de 1’activité antioxydante au phosphomolybdate

d’ammonium de I’extrait éthanolique de Rosa sp.

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que tous les extraits possedent une activité

antioxydante. On constate que [’activité antioxydante

I’augmentation des concentrations des extraits.

Afin de déterminer le quel de ces extraits posséde I’activité antioxydante la plus importane,

augmente en fonctions de

on procéde au calcul de I'ICsp de chaque extrait. Pour ce faire, on utilise des courbes

standards (annexe 1). En effet, la plus faible valeur de I’IGsy correspond & une forte activité

antioxydante.

Les résultats des ICso de chaque extrait sont illustrés dans le tableau ci-dessous.

Tableau VII: Les ICspen (ug/ml) a partir du test phosphomolybdate d’ammonium.

Rosa sp MOH

Rosa sp EOH

Rosa canina

Rosa canina

19.3

20.03

18.8

20.4

D’aprés le tableau obtenu, ce sont les extraits méthanoliques des deux fruits qui présente une

meilleure activité antioxidante.

Selon Ghazghazi et ses collaborateurs (2010), les facteurs qui peuvent influer sur

I’évolution de I’activité antioxydante sont multiples :

» Les extraits sont des mélanges tres complexes dans lesquels antioxydants et pro-

oxydants peuvent étre présents ou les effets synergiques peuvent se produire.
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» L’évolution de I’activité antioxydante peut étre déterminée par différentes méthodes,
ces derniéres sont basées sur différents mécanismes, c’est pour cela qu’elles peuvent
donner différents résultats.

» Maints facteurs dont le climat, le génotype, Ialtitude, la période de la récolte et la
région peuvent influencer sur la variation de la composition chimique et par
conséquent sur les activités.

> Les activités peuvent étre attribuées aux multiples composants présents dans ces
plantes : les phénols, les caroténoides, la vitamine C le tocophérol, les pectines, les

glucides, les acides organiques, les acides amineés ainsi que les huiles essentielles.
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Conclusion

Le monde végétal est sans doute la source médicinale originelle la plus importante. 1l fournit
la majeure partie des produits utilisés en thérapeutique. Deux espéces du genre Rosa (Rosa sp
et Rosa canina) visées par cette étude pour leurs vertus et leurs utilisations en médecine

traditionnelle et moderne.

Dans ce présent travail, nous nous sommes focalisés sur I’analyse quantitative des composés

phénoliques et I’activité antioxydante des fruits de 1’églantier de la région de la Kabylie.

Les extractions aux méthanol et 1’éthanol purs, ont révélé que c¢’est le méthanol pur qui donne
le meilleur rendement pour les deux espéces, avec un taux d’extraction de 33.8% pour Rosa

canina et 31.1% pour Rosa sp.

Le taux de cendres le plus élevé a été remarqué pour Rosa canina avec un taux de 5%, suivie

par celui de Rosa sp qui est de 4.67%.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux des différents extraits a montré que les teneurs
les plus élevées sont celles des extraits méthanoliques des deux espéces. Les teneurs sont de :
8,21+3,38 pg E C/ml d’extrait pour Rosa canina et 5,89+15 ug E C/ml d’extrait

pour Rosa sp.

Le dosage des tannins a révélé que ce sont les extraits a base de méthanol pur qui ont permis
d’avoir les meilleures teneurs, elles sont de 89,99 +4 ug E A T/ml d’extrait pour Rosa sp et

38,51+0,64 pug E A T/ml d’extrait pour Rosa canina.

Les concentrations en anthocyanines des fruits des deux especes sont faibles comparées aux
autres composeés, néanmoins la teneur la plus élevée a été constaté chez I’extrait méthanolique
de Rosa canina: 0,234 mg eq cyanidine-3-glucoside/ml d’extrait + 0,0585 par contre
I’extrait méthanolique de Rosa sp posse de la teneur la plus faible : 0,146 mg eq cyanidine-3-
glucoside /ml d’extrait +0,033.

Le dosage des flavonoides a révélé que I’extrait éthanolique du fruit Rosa canina comporte la

teneur la plus élevée comparé aux autres extraits.

.
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L’activité antioxydante des extraits des fruits des deux espéces, a été estimée par deux
méthodes ; le test du pouvoir réducteur et le test au phosphomolybdate d’ammonium.
Le dosage des antioxydants et la détermination de 1’activité antioxydante des fruits étudiés
montrent que les extraits méthanoliques de Rosa canina possédent 1’activité antioxydante la
plus inportante avec un 1Csp de 18.8 pg/ml, suivit par I’extrait méthanolique de Rosa
canina avec un 1Csg de 19.3 pg/ml.
A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons conclure que les fruits du genre Rosa,
étudiées dans ce modeste travail, constituent une source potentielle de composes bioactifs qui
nécessitent d’autres études plus poussées.
Pour approfondir ce travail nous proposons :
e L’identification des antioxydants présents dans ce fruit, en utilisant des méthodes
analytiques plus performantes telle que la CCM, HPLC ...,
e [ ’utilisation d’autres solvants d’extraction,
e [L’¢tude des autres parties de la plante,
e Etude comparative entre les différentes variétés de ces fruits récoltés dans plusieurs
régions du pays,

e Laréalisation des essais in vivo, afin d’évaluer I’activité biologique de cette plante.

<
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2. Courbe d’étalonnage du dosage des polyphénols totaux
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Résumé

Ce présent travail porte sur le dosage de quelques antioxydants (polyphénols totaux,
flavonoides, tanins et anthocyanines) et 1’estimation de D’activité antioxydante (pouvoir
réducteur et phosphomolybdate d’ammonium) des fruits de deux especes d’églantier Rosa
canina et Rosa sp, en utilisant deux solvants d’extraction : le méthanol et 1’éthanol purs. Les
résultats obtenus lors de cette étude montrent que c’est les deux extraits méthanoliques qui
posseédent le meilleur taux d’extraction, 33.8% pour Rosa canina et 31.1% pour Rosa
sp. L’extrait méthanolique de Rosa canina presente les teneurs les plus élevées en
polyphénols et en anthocyanines qui sont de : 8,21 pg E C/ml d’extrait, 0,234 + 0,0585 pg
eq cyanidine-3-glucoside/ml d’extrait respectivement. Par contre, I’extrait ayant la
concentration la plus élevé en flavonoides revient a 1’extrait éthanolique de Rosa sp, elle est
de 49,74pg d’E Q/ml d’extrait. La plus forte teneur en tanins a été notée dans I’extrait
méthanolique de Rosa sp avec une concentration de 89,99+4,00ug E A T/ml d’extrait. C’est
I’extrait méthanolique de Rosa canina qui détient la plus importante activité réductrice, car
I’ICsp de cet extrait est de 18.8 pug/ml.

Mots clés :polyphénols, extrait méthanolique, extrait éthanolique, activité antioxydante,
églantier.

Abstract

The present work concerns the determination of some antioxidants (total phenolics ,
flavonoids, tannins and anthocyanins) level and estimate the antioxidant activity (reducing
power and ammonium phosphomolybdate) of fruits of two species of wild rose; Rosa canina
and Rosa sp, using two extraction solvents: methanol and ethanol pure. The results obtained
in this study show that it is both methanol extracts that have the best extraction rates, 33.8%
for Rosa canina and 31.1% for Rosa sp. The highest levels of polyphenols and anthocyanins
are the methanol extract of Rosa canina, they are: 8.21 ug CE / ml of extract, 0.234+ 0,0585
mg eq cyanidine-3-glucoside/ml extract respectively. On the other side, the extract having
the highest concentration of flavonoids seems to be the ethanol extract of Rosa sp with 49.74
g QE / ml of extract. The highest tannin content was found in the methanol extract of Rosa
sp with a concentration of 89.99+4,00 ug ATE/ ml of extract. This is the methanol extract of
Rosa canina which has the most important reducing activity, because this 1Csq of the extract is
18.8 micrograms / ml.

Keys words: phenolics, methanol extract, ethanol extract, antioxidant activity, wild rose.
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