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Introduction générale

L’homme S’ est toujours intéressé aux plantes, qui ont constitué pour lui une source de
nourriture, voir un moyen de guérir ses maladies (plantes médicinales) (Wichtl et Anton,
1999).

La nature est toujours un signe d or pour montrer les phénomenes proéminents de la
coexistence. Les produits naturels issus de plantes, d animaux et de minéraux sont a la base
du traitement des maladies humaines. Les plantes médicinales sont actuellement en demande
et leur acceptation augmente progressivement. Sans aucun doute, les plantes jouent un réle
important en fournissant des services essentiels dans les écosystemes. Sans plantes, les

humains et |es autres organismes vivants ne peuvent pas vivre comme lavie devrait I’ étre.

Les plantes médicinales ont formeé la basse des soins de santé dans le monde depuis des
milliers d’années, encore largement utilisées, et continueront de fournir I’humanité avec de
nouveaux remedes (Ahmad et al., 2006 ; Gurib-Fakim, 2006). La plupart des especes
végétales qui poussent dans le monde entier possedent des vertus thérapeutiques, car elles

contiennent des principes actifs qui agissent directement sur |’ organisme (I serin, 2001).

La phytothérapie est une ancienne discipline médicale. Elle a été utilisee sur toute la
planéte. Mais aussi une médicine actuelle. Cette médicine traditionnelle basée sur I’ utilisation

des plantes médicinales pour le traitement de nombreuses maladies, continue a étre utilisée.

Le thé est connu depuis plusieurs millénaires, en particulier dans les populations asiatiques
qui lui attribuent des propriétés médicinales. Aprés I'eau, le thé est la boisson la plus
populaire dans le monde, il est consommeé en raison de sa saveur, Ses caractéristiques
aromatiques et effets bénéfiques pour la santé. Il existe plusieurs types de thé, leur
composition qualitative et quantitative dépend notamment du mode de fabrication et du type

de culture.

Le thé vert est considéré comme un agent antioxydant trés puissant grace a sa richesse en
polyphénols qui peuvent neutraliser les espéces réactives générées lors du stress oxydatif
(Zbadi et al., 2018).

C’est I’ oxydation et la fermentation du thé qui déterminent sa couleur et son godt plus ou
moins puissant. Actuellement, le thé vert est e plus réputé, notamment pour ses bénéfices
pour la santé. En effet, il conserve toutes ses vertus car il subit moins de transformation que
les autres sortes de thé.

\__r,



Introduction générale

Cetravail consiste a étudier |’ effet de I’ addition de quel ques épices sur e thé vert et sur ses
activités biologiques par |’évaluation de I’activité anti-oxydante et antibactérienne des

extraits de thé aromatisé. Dans ce cadre, cetravail est subdivisé en deux parties principales:

v' Lapremiére partie concerne une synthese bibliographique partagée en deux chapitres,
le premier illustre I"histoire et I’origine, la description botanique, la composition
chimique et les activités biologiques du thé vert. le deuxieme chapitre traite le stress
oxydatif, les antioxydants et les radicaux libres.

v' Ladeuxieme partie est consacrée a |’ étude expérimentale et comprend deux parties :
Matériels et méthodes ou nous avons détaillés |a préparation des extraits, les principes
et les dosages des polyphénals, les tanins, les flavonoides et |’ évaluation de I’ activité
anti-oxydante et antibactérienne. la deuxieme partie présente les résultats et

discussion. Enfin nous terminerons le travail par une conclusion.

\__r,
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Chapitre | Généralités sur le thé et les épices

|.1.Histoireet I'origine dethé:

On pense que le thé a été accidentellement découvert par un roi chinois, Shen Tong, dans
prés de 3000 A.JC (Lu, 1995 ; Shouy, 1982). Une autre |égende, originaire d'inde, affirme
gue le thé a été cultivé a I’origine en Inde et qu avec la propagation du Bouddhisme (par
I’intermédiaire du prince Siddhartha, également connu sous le nom de Bouddha), il a été

amené en chine, en Corée et au japon.

Malgré I'incertitude entourant I’histoire de la consommation de thé, la premiére
description de I’encyclopédie a été résumée ailleurs (Ukers, 1935). Selon |’ encyclopédie,
I’inde et la chine sont actuellement considérées comme le berceau du thé. La Turquie a été la
premiere a introduire le thé (prés de 600 apres J.C) vers I’ouest. Plus tard, la chine est entrée
sur le marché du thé et pendant la dynastie song (960J.C) a commencé a exporter du thé. A
partir d’ environ 1200 aprés J.C, les néerlandais et les britanniques ont établi le commerce du
thé entre I’ Europe et la chine. Finalement, la domination chinoise de I’ exportation de thé a
pris fin vers 1860 apres J.C, lorsgue les britanniques ont commencé une culture planifiée de

thé au sri Lanka et en Inde, spécifiquement pour |’ exportation vers les pays Européens.

Aujourd’ hui, plus de 25 pays produisent différents types de thés non seulement pour le
simple plaisir de consommer une boisson relaxante, mais aussi pour les bienfaits pour la
santé dus a une connaissance et une prise de conscience croissante de la confirmation

scientifique de leurs bienfaits pour la santé (Cabrera et al., 2006).
|.2. Classification systématique:
Laclassification selon Cronquist établie en 1981 est la suivante :

Tableau | : Classification de Camellia sinensis

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Theales
Famille Theaceae
Genre Camellia
Espece Snensis
N = 4

\__r,
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Figurel: Théier ou camellia sinensis (Anonyme )
|.3. Description Botanique:

Il existe deux variétés (espece) principales, la variété sinensis (de chine) utilisée plus
particulierement pour la production de thés verts avec des feuilles petites et vert olive et la
variété assamica (d’ assam) utilisée pour les thés noirs a la pousse large claire et charnue.
(Gaboury, 2014).

A I'éat naturel, le théier est un petit arbre tres rameux, de 5 a 10 métres de haut et
pouvant atteindre 15 métres. |l est maintenu a une taille d’environ 1.50 métre afin de facilité
la cueillette de ses feuilles (Fillon, 2014), il posséde un systéme racinaire pivotant et une
durée de vie moyenne de 50 ans (M ar cel, 2002). Ses feuilles persistantes sont isolées, alternes
et d’ une couleur vert foncé brillante. Leurstailles est de 5 a 14 cm de longueur sur 1.9 a5 cm

de largueur.

Les fleurs de théier sont petites blanches a jaune claire, solidaires ou groupées (Samy,
2010). Le fruit est une capsule loculicide, les graines sont assez peu nombreuses, souvent

aplatiesou aillées. (Namita et al., 2012).

\___r/
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Figure 2 : La plante Camellia sinensis (Ashida et al., 2004)
I.4. Laproduction et la consommation mondiale dethé:

Le principa pays producteur est la chine suivie par I'inde, le Kenya, le sri Lanka, le Viét-
Nam et la Turquie, ces six pays produisant plus de 200000 tonne/an. La production de thé se
fait essentiellement en Asie (83.4%), sinon I’ Afrique représente (12.3%) de la production de
thé mondiae, I'Amérique (2.2%) tandis que I'Europe (1.9%) et I'Océanie (0.2%) ne

produisant que marginalement du thé.

La production mondiale du thé a augmenté pour atteindre 6497443 de tonne en 2019
(Tableau 1.2)

Tableau Il : Production mondiale de thé (2014-2019) (FAOSTAT, 2021)

Année 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Production 5493989 5761926 5802728 599462 6326897 6497443
mondiale

(tonne)

La chine demeure le plus grand pays producteurs de thé, représentant 43.2% du total
mondial avec une production de 2.6millions de tonnes en 2018. Elle était le deuxieme

exportateur, atteignons 360.7 milliers de tonnes.

\___r/



Chapitre | Généralités sur le thé et les épices

Pour I'inde, I'industrie du thé est indispensable. Selon les estimations du groupe
intergouvernemental de la FAO sur le thé, le secteur du thé est le deuxieme employeur en
Inde. Elle est le deuxiéme producteur de thé et |e deuxiéme consommateur, représentant prés
de 20% de la consommation mondiale. Bien gu’'une grande partie de la production soit
destinée ala consommation intérieure, I'inde est le quatriéme exportateur, avec 256.1 milliers
de tonnes en 2018.

Le sri Lanka est le cinquiéme producteur de thé mais le troisiéme exportateur mondial,

avec 282.4 milliers de tonnes en 2018.

Tableau 111 : les grands pays producteurs de thé en 2018 (FAOSTAT, 2018)

Pays Production (en tonne)
Chine 2626438
Inde 1338630
Kenya 492990
Sri Lanka 303840
Viet Nam 270000
Turkey 270000

La consommation de thé a augmenté tres vite en chine, en inde et dans les autres pays
emergents. Une situation qui s explique par des revenus plus élevés et par les efforts déployés

en vue de diversifier la production et d’inclure des spéciaités (https.//www.fao.org)

|.5. Lesdifférentstypesdu thé:

Le thé peut étre globalement classé en trois types principaux, en fonction du niveau de
fermentation qui a lieu pendant le traitement : le thé vert non fermenté, le thé oolong étant
semi-fermenté et le thé noir entierement fermenté (Senanayake, 2013). Les thés verts, noirs
et oolong sont tous issus des feuilles de la plante Camellia sinensis. Outre la distinction entre
les variétés de thé, la principale différence entre ces types de thés est la méthode de

traitement.
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|.5.1. Théblanc:

Les bourgeons et les jeunes feuilles de thé sont récoltés peu de temps avant que les
bourgeons se soient complétement ouverts. Ensuite, les feuilles sont cuites a la vapeur et
séchées avec un minimum de traitement. Pour cette raison, le thé blanc conserve les plus hauts
niveaux d’antioxydants et les plus faibles niveaux de caféine que tout autre thé de la plante

C.sinensis (vert, noir ou oolong) (Sharangi, 2009).

Figure 3 : Théblanc (Anonymell)
1.5.2. Thévert :

Il est préparé a partir de feuilles non fermentées par rapport aux feuilles de thé oolong qui
sont partiellement fermentées et de thé noir qui sont entiérement fermentées. Le thé vert est
riche en variétés de produits chimiques bénéfiques avec un maximum d’ effets positifs sur les
étres humains (Sharangi, 2009).

Figure4: Thévert (Anonymelll)
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1.5.3. Thé Oolong :

Le thé Oolong est un thé partiellement fermenté et possede les caractéristiques de saveur
et de santé des thés verts et noirs. Il contient un nombre élevé d’ antioxydants, qui protege les

cellules saines de la peau et e processus de vieillissement raentit (Sharangi, 2009).

Figure5: Thé oolong (Anonyme V)
[.5.4. Thénoir :

Il représente environ 72% de la production mondiale totale de thé. Alors que la plupart
des antioxydants EGCG sont oxydés pendant le processus de fermentation, le thé noir
conserve un nombre élevé de polyphénols antioxydants tels que les flavonoides. Ces

antioxydants aident a débarrasser |e corps des toxines nocives (Sharangi, 2009).

Figure 6 : Thé noir (AnonymeV)
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Tableau 1 V: les différences entre les thés verts et noirs sour ce : http://www.green-tea-benefit.com

Thévert Thénoir
Traitement Court, pas de fermentation Fermentation plus longue
Couleur Vert ou jaune Rouge ou noir
Godt Doux aprés amer Saveur distincte, peut gouter

du sucre et/ou du lait

Antioxydants En général, plus de Plus de flavonoides
polyphénols
Caféine Moins Plus
Qualité Mieux frais Dépend des emplacements
produits
Avantages pour la santé Plus en général, peut irriter Systéme cardiovasculaire
I’ estomac vide

|.6. Les procédésde fabrication du thé:

A partir du moment ou les nouvelles feuilles cueillies atteignent I’ usine de transformation,
le traitement peut commencer. L’ opération consiste a transformer les feuilles du théier en

feuilles sechées, afin d’ obtenir lethé ainfuser (Cnuced, 2016).

La principae différence entre les différents thés réside dans le mode de préparation de
ceux-ci, qui aura une influence sur le contenu qualitatif et quantitatif en polyphénols. Selon le
procédé de fabrication, les thés sont classés en trois types: non-fermenté (thé vert),

partiellement fermenté (thé oolong) ou fermenté (thé noir) (Morin, 2015).

Les différentes méthodes de fabrication de chacun des thés sont présentées dans la Figure
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Theaflavines &
Théarubigines

Catéchines

Dessiccation
a la vapeur
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(bourgeons ou
jeunes feuilles)

: Dessiccation Séch
Thé vert Flétrissage =m— 4 la vapeur el SECNAGE

(feuilles matures) (inactivation des oxydases)

Roulage

,odage o Fermentalion o, pessiccation 4 Séchage
Meurtrissure” partielle

Fletrissage #
(feuilles matures)

Fermentation

The noir Flétrissage # Roulage = ojere = Dessiccation =4 Séchage
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Figure 7 : Schématisation du processus de fabrication des différents types de thé (Cooper, 2012)
1.6.1. Lacueillette:

Comme son nom I’indique, la cueillette est le processus utilisé pour extraire les feuilles du
théier. La fagon dont une personne cueille les feuilles joue un réle important dans le godt et
les arébmes du thé obtenu. Dans sa forme la plus simple, la cueillette déclenche un buisson de
thé pour produire une seve sucrée (une collection de produits chimiques qui sont responsables
du go(t et de I’ aréme uniques du thé (Joseph, 2016).

Une fois la production de thé est commencée, les plantes seront cueillies en continu
pendant la majeure partie de I’ année. Ceci est fait non seulement pour récolter plus de feuilles
mais aussi pour empécher lesthéers de fleurir. Dés que les théers fleurissent, ils dirigent leur
énergie vers le maintien de la fleur, forcant les feuilles a entrer en hibernation, une éape au
cours de laquelle les feuilles deviennent dures et cassantes. Cependant, si un buisson ou un
arbre est cueilli de maniere trop agressive, le producteur de thé peut gravement endommager
la plante ou la tuer. Un producteur de thé doit équilibrer ses besoins de promotion de thés

avec le besoin de croissance de la plante (Joseph, 2016).
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[.6.2. Flétrissement (ou flétrissage) :

Les feuilles et les bourgeons frais et verts sont adoucis par le flétrissement. Les feuilles
sont placées sur des étagéres dans une grande piece chauffée, ou parfois simplement séchées a

|’aire au soleil. Le but du flétrissement est double :

Tout d abord, une réaction biochimique se produit lorsque I’amidon de la feuille commence
a se convertir en sucre. Le deuxieme changement est physique, car la teneur en humidité des
feuilles diminue de 50 a 80 pourcent. Le résultat est une feuille souple et flexible qui peut étre

enroul ée sans se casser.

Le flétrissement peut durer de dix a vingt-quatre heures et lorsque le thé sera traité, dure
quatre ou cing heures environ. Sans flétrissement, les feuilles de thé produisent un goQt
désagréable et amer. La teneur en humidité souhaitée varie d’'une région de croissance a
I"autre et dépend des caractéristiques des feuilles poussant dans une région particuliere. Par
exemple, les maitres du thé de la région de I’ Assam en Inde préférent un flétrissage doux,
avec une teneur en humidité comprise entre 65 et 75%. Au Sri Lanka, les maitres du thé
préferent un garrot dur (une feuille plus seche), entre 50 et 60 % d” humidité (M artin, 2007).

1.6.3. Roulage:

Apres le flétrissement, les feuilles sont roulée, soit alamachine, soit (de plus en plusrare) a
la main. Cela sert a tordre les feuilles et a les écraser, libérent la séve et |’exposant a
I’ oxygene, ce qui stimule la fermentation. Dans certaines usines de transformation du thé, les
feuilles roulées sont ensuite tamisées a travers différentes qualités de tamisage pour les trier
par taille. Les plus grosses particules de feuilles peuvent étre enroul ées une deuxiéme ou une
troisiéme fois pour les tordre et les casser suffisamment pour I’ étape suivante. Le roulage

prend environ deux heures (Martin, 2007).
|.6.4. Oxydation :

C'est la partie la plus importante de la procédure de traitement car ¢’ est au cours de cette
étape que la saveur et la valeur du thé sont déterminées. L’ étape d’ oxydation (fermentation)
joue également le plus grand rdle dans la création de différentes catégories de thé. Par
exemple, le thé noir est entierement oxydé, tandis que les thés verts et blancs ne sont pas du
tout oxydés (Martin, 2007).

11
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|.6.5. Séchage (ou dessiccation) :

Tous les thés passent par un processus de séchage dans lequel |a teneur en humidité de la
feuille est réduite a moins de 4-5%. Le séchage arréte non seulement toutes les réactions
enzymatiques (processus d’ oxydation) mais il élimine également I’ humidité de la feuille de

sorte que lafeuille est «stable ala conservation>>.

Les feuilles oxydées sont séchées a l'air chaud dans un grand séchoir et sur un tapis
roulant, a des températures comprises entre 85 et 88 C° (185 a 190.4 F°). Cela permet
d’arréter rapidement le processus de fermentation et les feuilles cuivrées prennent le
brun foncé ou le noir caractéristique. Le temps de séchage est également critique car si
les feuilles retiennent trop d’humidité (plus de 12%), elles sont sujettes a la moisissure.
S’elles sont autorisés a trop sécher (moins de 2 a 3% d’humidité), elles produisent du

thé qui a un gott brilé ou sans saveur (Martin, 2007).
1.6.6. Classement ou triage:

Les feuilles de thé séchées sont séparées en différentes qualités de feuilles, en fonction de
lataille des particules de feuilles. Les différentes catégories comprennent les feuilles entieres,

les feuilles cassées, les fanons et la poussiére.

En général, lafeuille entiere (qui comprend les pointes et les bourgeons tendres) produit le
thé de la meilleure qualité, tandis que les fanages et la poussiére sont généralement utilisés
pour fabriquer les thés a infusion rapide les plus souvent utilisés dans les sachets de thé
(Martin, 2007).

|.7. La composition desfeuillesdu thévert :

Le golt et la composition chimique du thé sont considérablement affectés par la
transformation du thé, la maturation des feuilles, les variétés botaniques, I'origine
géographique et les pratiques agricoles (Elvira Gonzalez et al., 2009). Différents thés

contiennent différents composés bioactifs avec différents avantages potentiels pour la santé.

Les feuilles de thé fraiches contiennent en regle générale 36% de composés
polyphénoliques. Les éléments constitutifs de la paroi cellulaire représentent environ 45% de
la matiére seche des feuilles de thé (Nkhili, 2009).
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Tableau V : Composition chimique des feuilles du thé vert (Sinija & Mishra, 2008)

Constituants Pour centage (% de feuilles séches)
Polyphénols 37
Glucides 25
Caféine 35
Protéine 15
Acides aminés 4
Lignine 6.5
Acides organiques 15
Lipides 2
Cendres 5
Chlorophylle 0.5

|.8. Lespropriétésbiologiquesdu thé:
[.8.1. Activité anti-oxydante:

Le thé vert est riche en antioxydants, ces derniers sont connus comme des piégeurs de
radicaux hydroxyles libres, de pyroxyles radicaux, desions superoxydes, etc.

Les polyphénals, principalement les flavonoides présents dans le thé, sont des antioxydants
bien documentés. Le déséquilibre entre les especes réactives de I’ oxygene et |es antioxydants
entraine un stress oxydatif, responsable des dommages cellulaires. Les catéchines présents
dans le thé vert augmentent I’ activité de superoxyde dismutase sérique et I’ enzyme de I’ aorte
catalase et ont un rdle protecteur contre le stress réactif de I’ oxygéne. Son absorption réduit
également le taux de malondialdéhyde, un marqueur du stress oxydatif. Les flavonols de thé
vert présentent une activité anti-oxydante remarquable, comme le révélent divers tests tels que
la capacité de réduction ferrique du plasma (FRAP) et le dosage de piégeage du 2,2-diphényl-
1-picrylydrazyle. Il & également été observé gu'il existe une corréation linéaire entre la
capacité anti-oxydante du thé vert, sa teneur en solide, et ses effets antioxydants, ont été
observeés chez des volontaires humains dans une étude croisée randomisee (Pecorari et al.,
2010). Les noyaux aromatiques et les groupes hydroxyles des polyphénols contribuent

principalement al’ action anti oxydante en neutralisant les radicaux libres lipidiques.

13
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Les groupes hydroxyle et carboxyle des polyphénols peuvent se lier au cuivre et au fer
(Michalak, 2011). Plusieurs chercheurs ont rapporté que les catéchines et les polyphénols
présents dans le thé vert sont des bons donneurs d’ électrons et peuvent également piéger les
radicaux libres associés. Les catéchines inhibent les enzymes pro-oxydantes et favorisent les
enzymes anti oxydantes (Velayutham et al., 2008). L’ étude a également révélé qu’une (+)
catéchine peut piéger 4 molécules de radicaux libres lipidiques (Koketsu et al., 1997) il a été

prouve que I’ épi-catéchine (EC) élimine les radicaux superoxydes et les radicaux DPPH.

Les propriétés anti oxydantes des différents thés ont été étudiées, et il a été constaté que le

thé vert possede I’ effet antioxydant maximal suivi du thé oolong par rapport au thé noir.
1.8.2. Effet anticancéreux ou Chimio-préventive:

Des études scientifiques suggerent que le gallate dépigallocatéchine (EGCG), les
principaux polyphénols du thé ainss que dautre polyphénols, ont des propriétés anti-
inflammatoires et anticancéreuses qui peuvent aider a prévenir |’ apparition et la croissance de
tumeurs cutanées (Katiyar et al., 2000). Le thé d'Okinawa (similaire au thé vert maos
partiellement fermenté) était associé a une diminution du risque de cancer du poumon, en
particulier chez les femmes. Les chercheurs ont découvert que les femmes qui consommaient
le plus de thé vert étaient celles qui avaient e moins de propagation du cancer (en particulier
les femmes préménopausées avec un cancer de sein a un stade précoce).

Cependant, les femmes présentant des stades avancés de cancer de sein ont connu peu ou

pas d’amélioration apres avoir bu du thé vert (Sharangi, 2009).
1.8.3. Effet antidiabétique:

Dans le diabéte de type I, qui est un trouble hétérogene, il existe une résistance du
métabolisme du glucose et des lipides dans les tissus périphériques a |’ activité biologique de
I"insuline et la sécrétion d'insuline par les cellules B pancréatiques est insuffisante. Dans une
étude sur I’administration de polyphénols de thé vert (500mg/Kg) a des rats normaux, il y
avait une augmentation significative de la tolérance au glucose a 60 minutes. Les taux de
glucose dans le sérum ont également été réduits chez les rats diabétiques a I’aloxan a une
dose de 100mg/Kg. Pendant 15 jours d’ administration continue de I’ extrait de thé vert 250 ou
100mg/K g par jour, il a produit une réduction de 29% et 44%, respectivement, de la glycémie
élevée produite par I’administration d’ alloxan (Sabu et al., 2002).
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Le thé vert amédliore le métabolisme des lipides et du glucose, empéche |’ augmentation
soudaine de la glycémie et équilibre notre taux métabolique. Les effets du thé sur le diabéte
ont fait I’objet d’une attention croissante. Les catéchines du thé, en particulier I'EGCG,
semblent avoir des effets antidiabétiques (Kao et al., 2006).

|.8.4. Prévention des maladies cardiovasculaires:

La maladie cardiovasculaire (MCV) est une maladie complexe impliquant plusieurs
facteurs. Parmi ces facteurs figurent I'inflammation, le stress oxydatif, |'agrégation
plaguettaire et le métabolisme lipidique. Certains de ces facteurs sont également impliqués
dans d’ autres processus pathologiques. Il y a eu un certain nombre d’ études au fil des années
évaluant la consommation de thé vert en ce qui concerne le risque de maladies

cardiovasculaires (Reygaert, 2017).

La consommation de thé vert est associée a un risgue plus faible de maladie cardiaque et
d’ accident vasculaire cérébral. Une recherche publiée par Harvard démontre que les
personnes qui boivent au moins une tasse de thé par jour ont un risque de crise cardiague
inférieur a 44%. Le thé vert augmente également et considérablement la capacité antioxydante
du sang, qui protége les particules de cholestérol LDL de I’ oxydation, qui est une partie de la
voie vers les maladies cardiaques (Vishnoi et al., 2018).

Les femmes qui consommaient cing tasses ou plus par jour avaient moins 31% de risque
de mourir d’'une maladie cardiovasculaire et d’ un accident vasculaire cérébral (Kuriyama et
al., 2006).

|.8.5. Effet antimicrobien :

De nombreuses recherches ont été effectuées pour évaluer |a portée antimicrobienne des
catéchines du thé vert. Les organismes affectés par |e thé vert comprennent un grand nombre
de bactéries aérobies a Gram négatif et a Gram positif, des bactéries anaérobies, des virus, des

champignons et au moins un parasite (Vishnoi et al., 2018).

Parmi les mécanismes antimicrobiens attribués au thé vert, on peut citer : les dommages a
lamembrane cellulaire bactérienne, I’ inhibition de la synthése bactérienne des acides gras,
I"inhibition d" autres enzymes (par exemple, la protéine tyrosin Kinas, les cystéines protéinase,
ADN gyrase, ATP synthase) et inhibition de I’ activité de lapompe d’ efflux (Reygaert,
2014).
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Green tea

Contact or
attachment

Figure 8 : Illustration schématique du potentiel antibactérien des phénols naturels a base de thé vert

(acide caféique et acide gallique) (M uhammad et al., 2017)
1.8.6. Effet antiviral :

L'EGCG et I'ECG se sont avérés étre de puissants inhibiteurs de la réplication du virus de
la grippe en culture cellulaire. Cet effet a été observeé tous les sous-types de virus de la grippe
testés, y compris les virus A/HiN1, A/H3N; et B. L’analyse quantitative a révélé qu’a une
concentration élevée, I'EGCG et I'ECG supprimaient également la synthése de I’ARN viral
dans les cellules, aors que I'EGC ne présentait pas un effet similaire. De méme, I'EGCG et
I'ECG ont inhibé |'activité de la neuraminidase plus efficacement que I'EGC. La
neuraminidase est une enzyme glycoprotéique antigénique trouvée a la surface du virus de la
grippe. La neuraminidase a des fonctions qui contribuent a |’ efficacité de la libération de virus
par les cellules (Song et al., 2005).
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1.9. Epices:

Le thé aromatisé est un thé dont la saveur a été modifiée par |’ adjonction d’ arémes comme
le jasmin, la bergamote, le chrysantheme. Tous les thés (Blancs, Verts, Oolong et Noirs)
peuvent étre aromatises. Les feuilles de thé sont tres perméables aux saveurs et odeurs

étrangeres. 1l existe deux méthodes de fabrication du thé aromatise :

> Pulvériser des huiles essentielles ou des ardmes ;

» L’agout des morceaux de pétales ou de fruits séchés, ou encore des épices.

Les épices font partie intégrante de I’aimentation humaine et sont également utilisées
depuis des siécles en médecine traditionnelle (Rivilin, 2001). En plus de rehausser |a saveur,
les herbes et les épices sont connues pour leurs réles de conservateur, antioxydant et

antimicrobien.

Figure 9 : Thé aromatisé (Anonyme V1)

1.9.1. Armoise:

Artemisia herba-alba est une plante herbacée, vivace, de couleur verdatre-argenté, de 30-
50 cm de hauteur avec des tiges ramifiées, rigides et dressées. Les feuilles sont petites,
sessiles, pubescentes et a aspect argenté (Quezel et Santa, 1962), divisées en languettes fines,
blanches et laineuses. Les fleurs sont groupées en grappes, a capitules tres petites et ovoides
de 1,5 a 3 mm de diameétre, de couleur jaune a rougeétre (Bezza et al., 2010). La croissance
végétative de la plante a lieu a I’ automne (feuilles de grande taille), puis des lafin de |” hiver

et au printemps (feuilles plus petites) (Akrout, 2004).
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Les racines se présentent sous forme d’ une racine principale, ligneuse et épaisse, hien
distincte des racines secondaires et qui S enfonce dans le sol comme un pivot. La racine
pénetre profondément jusgu’a 40 a 50 cm et ne se ramifie qu’ a cette profondeur (Aidoud,
1983). Les extraits agueux sont traditionnellement utilisés pour traiter les désordres
gastriques, hépatiques, contre certaines formes d’ empoisonnement et les maux les plus divers,
auss comme agent anti-tumorales, antispasmodiques, antiseptiques anti-génotoxiques,
antidiabétiques et antibactériennes (Mighri et al., 2010).

Figure 10: Artemisia herba-alba Asso (Anonyme V1)
1.9.2. Classification botanique:
Classification de Cronquist (1981)

Tableau VI : Classification botanique de |’ armoise

Regne Plantae
Sous-réegne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoluopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Artemisia
N 7 /7
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1.2.3. Composition chimique:

Tableau VII : Composition chimique des huiles essentielles de I’armoise (Bradley, 2006)

Congtituants Pour centage (%)
Sabinéne 0-8.4
Alpha-pinéne 0.1-12.9
Carophylléne 25-12.2
Chrysanthenyl acétate 0-23.6
Alpha-thujone 0-12.9
Beta-thujone 0-20.2
Flavonoides 0.04
Acide chlorogénique 0.8-1.3
Hydroxycinnamique acides 6-9

[.9.2. Canndle:

Le cannelier de Ceylan ou Cinnamomum verum est un arbre de la famille des Lauracées, la
méme famille que le laurier et |'avocatier. Cette espece tropicale, qui peut atteindre 10 a 15
metres de hauteur, présente des feuilles persistantes oblongues, lisses et d'un beau vert
brillant. Son feuillage est aromatique, mais cet arbre est cultivé pour son écorce parfumée qui
donne la cannelle. Ses fleurs, de couleur verdétre, ont une odeur plutdt désagréable. Ses fruits

sont des baies de couleur pourpre en forme de massue.

La cannelle est I'écorce intérieure du canndlier, un arbre ou arbrisseau, originaire des
régions tropicales de I’ Asie. Pour obtenir I’épice, on préleve |’ écorce des branches ou des
jeunes pousses et on la met a sécher apres I'avoir dépouillée de son épiderme. L’ écorce
S enroule sur elle-méme en séchant et forme les batonnets friables que I’on trouve dans le
commerce. On peut également utiliser cette épice sous forme de poudre. La cannelle est une
épice connue depuis I'Antiquité, ou elle était utilisée pour ses propriétés médicinales ou dans
les cérémonies religieuses. Les anciens Egyptiens |I” employaient notamment dans le processus
de I'embaumement. Les Chinois cultivaient d§ja une espéce de cannelier 2 500 ans avant notre
ere (Audrey, 2015).
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Figure 11 : Ecorce et poudre de cannelle (Anonyme V111)
1.9.2.1. Classification botanique:

Tableau VIII: Classification botanique dela cannelle (Wuu-Kuang, 2011)

Régne Plantae
Sous-regne Viridiplantae
Super division Embryophyta
Division Tracheophyta
Sous-division Soermatophtina
Classe Magnoliopsida
Super ordre Magnoliauae
Famille Lauraceae
Genre Cinnamon

1.9.2.2. Activités biologiques:
1.9.2.2.1. Activité anti-oxydante:

Le stress oxydatif a été impligqué dans la pathogenése de nombreuses maladies humains,
I” utilisation d’ antioxydants en pharmacologies est largement étudiée (Clark, 2002). Dragland
et al. (2003) ont trouvé des concentrations tres élevées d' antioxydants (>75mmol/100g) dans
I"herbe médicinale cannelle cortex. L’huile de cannelle présentait une activité de type

superoxyde dismutase (SOD) mesurée par I'inhibition de I'auto-oxydation du pyrogallol
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catalysée par le radical superoxyde (Kim et al., 1995). L’ huile essentielle et |’ eugénol ont

montré des activités tres puissantes (Chericoni et al., 2005).
1.9.2.2.2 : Activité antibactérienne:

L’ huile d'écorce de cannélle ains que la cinnamaldehyde et I’eugénol ont montré de
puissants effets antibactériens contre Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia
Coli, Listeria monocytogenes, Salmonella choleraesuis, Staphylococcus —aureus,

Pseudomonas aeruginosa (Friedman et al., 2002).
1.9.3. Clou degirofle:

Les clous de girofle sont des bourgeons aromatiques séchés d'un arbre (Eugenia
caryophyllata aussi parfois Syzgium aromaticum) utilis€ comme épice dans pratiquement
toute la cuisine du monde. Le clou de girofle est un arbre a feuilles persistantes, qui atteint
une hauteur alant de 8 a 12 m, ayant de grandes feuilles carrées et des fleurs sanguines dans
de nombreux groupes de grappes terminales. Les boutons floraux sont d’ abord de couleur pale
et deviennent progressivement verts, apres ils deviennent rouge vif lorsgu’ils sont récoltés.
Les clous de girofle sont récoltés lorsgu’ils mesurent 1,5 & 2 cm de longueur et consistent en
un long calice se terminant par quatre sépales étal és et quatre pétales non ouverts, qui forment
une petite boule au centre (Parle Milind et al., 2011).

Figure 12 : les boutons de clou de girofle secs (Anonyme | X)
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1.9.3.1. Classification botanique:

Tableau 1 X : Classification botanique de clou de girofle (Parle Miland et al., 2011)

Régne Plantae

Sous-régne Viridaeplantae
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Super ordre Myrtanae
Ordre Myrtales
Sous-ordre Myrtineae
Famille Myrtaceae
Genre Syzygium

1.9.3.2. Composition chimique:

Le clou de girofle représente I'une des principales sources végétales de composés
phénoliques comme les flavonoides, les acides hydroxibenzoiques, les acides
hydroxicinamiques et | hydroxiphényl propene. L’ eugénol est le principal composé bioactif
du clou de girofle, qui se trouve a des concentrations allant de 9381,70 a 14650,00 mg pour
100 g de matiere végétale fraiche. En ce qui concerne les acides phénoliques, I’ acide gallique
est le composé le plus concentré (73,50 mg pour 100 g de poids frais). Cependant, d’ autres
dérivés de I'acide gallique sous forme de tanins hydrolysables sont présents a des

concentrations plus élevées 2375,8 mg/100 g).
1.9.3.3. Activitésbiologiques :
1.9.3.3.1. Activité anti-oxydante:

Le clou de girofle et I'eugénol possedent une forte activité anti-oxydante, qui est
comparable aux activités de I’ antioxydant synthétique BHA (Butyrate hydroxyle anisole) et
pyrogalol. Le clou de girofle ala plus grande capacité a dégager de |’ hydrogéene et a réduire
la peroxydation des lipides (Parle Milind et al., 2011).
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[.9.3.3.2. Activité anti-inflammatoire:

L’eugénol, le composant principal des huiles volatiles de clou de girofle, fonctionne
comme un agent anti-inflammatoire. Le clou de girofle contient également une variété de
flavonoides, dont le Kaempférol, la rhamnétine et le B-caryophylléne, qui ont également
contribué aux propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes du clou de girofle (Parle
Milind et al., 2011).

[.9.3.3.3. Activité antimicrobienne:

Les activités antimicrobiennes du clou de girofle ont été prouvées contre plusieurs bactéries
et souche fongiques. Sofia et al., 2007 ont testé |’activité antimicrobienne de différentes
plantes a épices indiennes comme la menthe, 1a cannelle, la moutard, le gingembre, I’ail et le
clou de girofle. Le seul échantillon qui a montré un effet bactéricide complet contre tous les
agents pathogénes d origine aimentaire testés Escherichia coli (E. Coli), Saphylococcus
aureus et Bacillus cereus était |’ extrait aqueux de clou de girofle & 3%. A la concentration de
1%, I’ extrait de clou de girofle a également montré une bonne action inhibitrice (Diego et al.,
2014).

[.9.4. Etoile anis:

Anis étoilé (SA), appartient a la famille des magnoliaceae et est une plante aromatique. Il a
une forme d’étoile, et son fruit est un élément trés important comme épice dans la cuisine
orientale. C'est une plante médicinale trés appréciée avec un certain nombre de propriétés
meédicinales dans des pays comme la chine et le Vietnam, et c’est une épice utilisée par la

soci été.

Plusieurs composes phytochimiques importants sur le plan biologique ont été signalés en
Afrique du sud. Il possede également des propriétés antimicrobiennes, antivirales et anti-

oxydantes (Geor ge, 2012).
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Figure 13 : Etoile anis (Anonyme X)
1.9.4.1. Classification botanique:

Tableau X : Classification botanique d’ é&oile anis (Mohamad et al., 2019)

Réegne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Austrobaileyales
Famille [lliciaceae
Genre [licium
Espéce Verum

1.9.4.2. Composition chimique:

Tableau XI: La composition chimique des huiles essentielles de |’ anis étoilé (Zhang et al., 2015)

Composants Pour centage %

Trans-anéthole 75.76
p-anisal déhyde 8.65
Estrogole 4.70
Farnésol 3.26
Limonéne 101
Linalol 1.44
Caryophyllene 1.03
4-méthoxypropiophonéne 0.72
N - /7
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[.9.4.3. Utilisation médicinale:

Il a été rapporté que I'anis étoilé a des activités antimicrobiennes, antifongiques et anti-
oxydantes (Chouksey et al., 2010). Padmashree et al. (2007) ont indiqué que les poudres
d anis étoilé et en particulier leurs extraits éhanol/eau ont un grand potentiel en tant
gu’ antioxydants naturels. Abdallah et al. (2013) ont étudié I’ activité antivirale de I'huile
d’anis contre le virus de I’ herpes bovin de type 1 (BHV-1) en culture céellulare et ils ont

découvert que I huile d’ anis inhibe la croissance et |e dével oppement du BHV-1.

Sung et al. (2012) ont recommandé I'anis étoilé dans le traitement des maladies
inflammatoires. Bhatti et al. (2017) ont conclu que |'acide protocatéchique est
probablement a I’ origine de son action antioxydante. L’huile volatile d'anis étoilé pourrait
étre appliquée dans différentes industries, comme I’industrie cosmétique, pharmaceutique ou
alimentaire. Dans ce dernier, il pourrait remplacer |’ antioxydant synthétique utiliseé de nos
jours afin de surmonter I’influence néfaste des additifs synthétiques sur la santé (Aly et al.,
2016).

1.9.5. Gingembre:

Le gingembre (Zingiber officinale rosc) appartient a la famille des Zingiberaceae. 1l est
originaire d' Asie du Sud-est et s est ensuite répondu dans de nombreuses zones écol ogiques.
Elle est cultivée depuis longtemps comme épice et condiment pour gouter de la saveur ala

cuisine Indienne (Park et Pizzuto, 2002).

Le rhizome de gingembre a également été utilisé en phytothérapie orientale traditionnelle.
La perspective favorable ala santé du gingembre est souvent attribuée a sa phytochimie riche
(Shukla et Singh, 2007). Les constituants du gingembre sont nombreux et varient selon le
lieu d’ origine et la forme des rhizomes par exemple frais ou sec. Le rhizome du gingembre
contient plusieurs composants d’intérét, tels que les glucides, les minéraux, les composes

phytochimiques, etc.
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Figure 14 : Lesrhizomesfrais de la plante Zingiber officinalis (Anonyme XI)
1.9.5.1. Classification botanique:

Tableau Xl : Classification botanique du gingembre (M asood et Tanseef, 2012)

Sous-régne Tracheobionta
Super division Spematophyta
Classe Monocotyledons
Sous-classe Zingiberidae
Ordre Zingiberales
Famille Zingiberaceae
Genre Zingiber
Espéce Officinale

[.9.5.2. Composition chimique:

Jolad et al (2004) ont identifié plus de 60 composés dans le gingembre frais regroupés en

deux catégories plus larges, a savoir les composes volatils et non-volatils. Les matiéeres

volatiles comprennent les sesquiterpéne et les hydrocarbures mono-terpénoides fournissant

I’aréme et le godt distincts du gingembre. Au contraire, les composés piquants non-volatils

comprennent les gingérols, les shogaols et |a zingerone.

S
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1.9.5.3. Activités biologiques:
1.9.5.3.1. Activité anti-oxydante:

La riche phytochimie du gingembre comprend des composants qui piegent les radicaux
libres produits dans les chaines aimentaires ou les systemes biologiques. Certains radicaux
libres générés au cours du processus d’ oxydation sont essentiels a la production d’ énergie
(Ramaa et al., 2006). Les ingrédients actifs du gingembre comprennent les gingérols, qui
présentent une activité anti-oxydante telle que déterminée par des éudes in vitro. De plus, des
enzymes telles que la xanthine oxydase sont impliquées dans |a génération d’ especes réactives
et leur inhibition a éé documentée concernant les gingérols. Les molécules bioactives du
gingembre comme les gingérols ont montré une activité anti-oxydante dans divers modules
(Dugasani et al., 2010).

[.9.5.3.2. Activité anti-inflammatoire:

Le potentiel anti-inflammatoire du gingembre a éé démontré dans un certain nombre

d’ enquétes scientifiques.

Le gingérol, le shogaol et d autres substances structurellement apparentées dans le
gingembre inhibent |a biosynthese des prostaglandines et des leucotriénes en supprimant la s-
lipoxygenase ou la prostaglandine synthétase. Le gingembre détient également la capacité
d’inhiber la synthese de I'IL-1, du TNF-a et de I'IL-8, considérés comme des cytokines pro-
inflammatoires (Tjeudratputra et al., 2001).

[.9.5.3.3. Activité antibactérienne:

Des activités antimicrobiennes ont également été attribuées au gingembre. Des travaux ont
par exemple montré que I’ extrait éhanolique du gingembre exerce une activité anti fongique
(Ficker et al., 2003). Les huiles essentielles du gingembre ont montré également un effet
antimicrobien envers Candidat albicans, Aspergillus niger , Bacillus subtilis et Pseudomonas
sp (Wannissorna et al., 2005 ; Sabulal et al., 2006) Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum,
Mycosphaerella, arachidicola, et Physalospora piricola (Wang et T B Ng, 2005), et un effet
antiviral contre le virus del’ herpes (Koch et al., 2008).
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1.9.6. Menthe:

Les menthes sont des herbes aromatiques appartenant au genre Mentha et a la famille
Lamiacées. Globalement, le genre Mentha comprend plus de 30 especes réparties

principal ement dans les régions tempérées et tropi cal es/subtropicales.

Mentha arvensis: plante dressée a tige unique, glabre en bas avec quelques poils prés du
sommet a quelques branches. Les feuilles, qui sont disposées en paires opposées, sont
dentelées, de forme lancéolée a dlliptique et de couleur vert foncé brillant. Ils sont assez
grands, mesurant environ 9.5 cm de langueur et 2.5 cm de largueur. Les fleurs sont de couleur
mauve, mesurant environ 5mm de longueur et disposées en verticilles al’ aisselle des feuilles.

Les plantes ont un arbme mentholé (Tanga et Chandra, 2012).

Figure 15 : Mentha arvensis (Anonyme XI1)
1.9.6.1. Classification botanique:

Tableau Xl 11 : Classification botanique de la menthe (Tanega et Chandra, 2012)

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Mentheae
N 50 4
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1.9.6.2. Composition chimique:

Tableau X1V : Composition chimique des huiles essentielles de Mantha avensis (T aneja et
Chandra, 2012)

Composants Pour centage %
a-pinene 0.25
B-pinene 0.29
Sabinéne 0.10
Mycrene 0.06
Limonene 0.35

L-Menthone 8.74
Pulégone 0.16

Isomenthone 3.92

Néomenthol 0.03

N = 4
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Chapitre II Matériels et méthodes

1. Matiéerevégétale

Le matériel végétal utilisé au cours de notre étude est d origine commerciale : le thé vert
est obtenu au niveau du marché local de la Wilaya de Begjaia le 02/02/2017 (produit en Chine
importées en Algérie, emballé dans une boite métallique, sous le nom EL marwan. Quant aux
épices (la Cannélle, I’étoile d’'anis, le clou de girofle, le gingembre, I’armoise et 1a menthe),
elles ont été obtenues au niveau du marché local de laWilaya de Bejaiale 22/02/2021.

Armoise

S . -'. K 3 - - .
4 v PBRA/ & Clou de girofle
< Etoile anis , g

S

O

Thé vert Menthe

Figure 16 : Thé vert et différentes épices utilisés (photographie)
2. Préparation des échantillons:

Dans un erlenmeyer en verre fermé, on laisse bouillir 100 ml d'eau distillée, ensuite on
gjoute (0,9 g du thé vert + 0,1 g d' épice) et on laisse le mélange bouillir pendant 5 minutes.
Filtre puislaissé le thé refroidir pendant 10 minutes avant de commencer I’ analyse (Figure 2).

1 (2) ©) (4)

Figure 17 : Différentes étapes de préparation des extraits (photographie)
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3. Dosage des polyphénols:

e Principe

Le dosage des polyphénols dans les extraits étudiés (thé vert et épices), est effectué selon
la méthode de Follin Ciacalten (Boizot et al., 2006). Le réactif utilisé est constitué d’'un
mélange d'acide phosphotungstique (H3PW1204) et dacide phosphomolybdique
(H3sPMo01,040) de couleur verte. Le principe de la méhode est basé sur |I'oxydation des
composées phénoliques par ce réactif, qui entraine la formation d un nouveau complexe
d’ oxydes métalliques de tungsténe et de molybdéne de couleur bleu. L’intensité de la
coloration est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits
(Ribéreau-Gayon, 1968).

e Méthode

Dans des tubes a essais et a 1’aide d’une micropipette, 200uL de chaque extrait est ajouté a
ImL du réactif Follin-Ciacateu (dilué 1/10), puis agité pendant 1min. Aprés 8 min
d’incubation a température ambiante, 1mL de carbonate de sodium 7,5% (NaCos) sont
additionnés au mélange. Puis les tubes sont maintenus a une température ambiante et a
I’obscurité pendant 1 heure. L’absorbance est ensuite lue a A=765 nm par un
spectrophotometre UV-Visible. La concentration en polyphénols est déterminée en se référant
a la courbe d éaonnage obtenue en utilisant I'acide galligue comme standard. Les

concentrations sont exprimées en mg Equivalent Acide Gallique/ Litre d’ extrais aqueux.

Une courbe d' étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires
en utilisant I’ acide gallique (Annexe I1).

4. Dosage des flavonoides :

La méthode du trichlorure d Aluminium (Bahorum et al., 1996) est utilisée pour
guantifier les flavonoides dans les différents extraits. La méthode de dosage des flavonoides
repose sur la capacité de ces composés a former des complexes chromogénes avec le chlorure
d’ aluminium (AICly).

Le protocole de dosage est effectué comme suite: 1ImL de chaque échantillon ou de
standard quércétine (dilué dans I’ éthanol), est gjouté a ImL de la solution d’AlICl; (2%).
Apres 10 minutes d’incubation, |’ absorbance est lue a 430 nm par un spectrophotometre UV-

Visible. Les concentrations des flavonoides des différents extraits sont déduites a partir de la
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courbe d'étalonnage, établie avec la quércétine, et sont exprimées en milligrammes

équivalents quércétine par gramme de la matiére séche.

Une courbe d étalonnage a été réalisé en parall eles dans |es mémes conditions opératoires
en remplacant |’extrait par laquércétine (Annexell).

5. Activité anti-oxydante par la Réduction du radical DPPH
e Principe

L’ évaluation du pouvoir antioxydant des différents extraits issue du thé vert (Camellia
sinensis additionné avec quelques épices) est réalisée par le test DPPH qui est considéré
comme un radical libre relativement stable. Le principe de cette méhode est basé sur la
mesure du piégeage des radicaux libres de DPPH (1,1-diphényle-2-picrylhydrazyl) de couleur

violette en un compose jaune (Sanchez-Mor eno, 2002).
e Méthode

Le protocole est le suivant : 1mL de chaque extraits est gouté a 2mL de DPPH Le
mélange est laisseé a I’ obscurité pendant 30 minutes et la lecture de |’ absorbance est faite
contre un blanc (Ethanol + Eau distillée) a 517 nm et le contréle (DPPH + Eau distillée) dont

I’ absorbance est mesuré dans les mémes conditions que les extraits.

Les résultats du test DPPH sont exprimés en pourcentage d’inhibition (1%) selon

I’ équation ci-dessous :

1% = (Abs Controle - Abs Extrait) 100
0T Abs Contole

NO, NO,
. H
O,N N—N + A-H——> O,N N—N + A"

DPPH violet (Radical libre) {Forme réduite)

Figure 18 : Réaction d'un antioxydant avec le radical DPPH (Anonyme X111)

N 3 4
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6. Activité antibactérienne
6.1. Les souchestestées

e Choix des souches

Les souches bactériennes choisies pour cette étude sont des bactéries pathogenes et
impliquées fréguemment dans la contamination et |’ atération des denrées alimentaires, nous
avons sélectionné deux groupes de bactéries :

<+ Bactéries a Gram négatif (-) : Escherichia coli (25922), Acinetobacter baumannii
(610),

4+ Bactéries a Gram positif (+): Saphylococcus aureus résistant a la miticilline
(SARM ATCC43300), Bacillus subtilis (6633)

Figure 19 : Différentes souches testées (photographie)

6.2. Caractéristiques des souches testées :
6.2.1. Escherichia coli :

Escherichia coli appartient a la famille des Enteribacteriaceae. Ce sont des bacilles a
coloration de Gram négative, non sporulée, anaérobies facultatifs et qui ne possedent pas
d’oxydase. Le genre Escherichia compte 5 especes: E.coli, E. fergusonii, E. hermanii, E.
vulneris et E. blattae. L’espece E.coli est considérée comme un héte normal, ¢’ est-a-dire
commensal, de lamicroflore digestive de I’ homme et de la plupart des animaux a sang chaud.
La niche écologique de cette bactérie se trouve dans la couche de mucus secrétée par

I’ épithélium du colon. Etant donné qu’ elle est hautement compétitive dans cet environnement,

e
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E.coli reste la bactérie anaérobie facultative la plus abondante dans le célon humain, dans

celui d’autres mammiféres et des oiseaux (Russo et Johnson, 2000 ; Kaper et al., 2007).

EFEE9 1 570 »
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Figure 20 : Escherichia coli (Anonyme X1V)
6.2.2. Staphylococcus aureus:

Saphylococcus aureus est une coccobactérie Gram positif, catalase positive appartenant a
la famille des Staphylococcaceae (Becker et al., 2004). Il a un diamétre d'environ 0,5 a
1,5 um, est immobile, asporulé et facultativement anaérobique (sauf S. aureus anaerobius); il
est habituellement disposé en grappes. De nombreuses souches produisent des
entérotoxinesstaphylococciques, la toxine superantigénique du syndrome de choc toxique
(TSST-1) et des toxines exfoliatives. Saphylococcus aureus fait partie de la flore humaine et

est surtout présent dans le nez et sur lapeau (Kluytmans et al., 1997).

Methicillin-resistant Saphylococcus aureus (SARM) est la souche la plus connue au
milieu hospitalier a cause de sa résistance a I’antibiotique Methicilline et d'autre types
d antibiotiques (Batabyal et al., 2012). Les infections dues au SARM présentent des
problemes pour les cliniciens, car les options thérapeutiques sont limitées et le surdosage des
antibiotiques contribue a une mortalité accrue et augmentation du taux de s§our a |’ hopital
(Rybak et al., 2005).
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Figure 21: Souche de SARM en microscopie électronique (Anonyme XV)

6.3. Principe

La méthode est basée sur une technique utilisee en bactériologie médicale, appelée
antibiogramme ou méthode par diffusion en milieu gélosé ou encore méthode des disques.
Cette méthode a I’avantage d’ étre d' une grande souplesse dans le choix des antibiotiques
testés, de s'appliquer a un trés grand nombre d especes bactériennes. (Faucher et Avril,
2002).

Le principe de la méthode repose sur la diffusion du composé antimicrobien en milieu
solide dans une boite de pétri, avec création d’un gradient de concentration apreés un certain
temps de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’ effet du produit antimicrobien
sur la cible est apprécié par la mesure d' une zone d'inhibition, et en fonction du diamétre
d'inhibition. (Michel, 2011).

6.4. Méthode

» Préparation del’inoculum

A partir d'une culture pure des bactéries sur milieu d'isolement (gélose nutritive) ayant au
maximum 24h, on racle al'aide d'une pipette pasteur scellée quelques colonies bien isolées et
parfaitement identiques. Ensuite, on décharge la pipette pasteur dans 10 ml deau
physiologique stérile et on homogénéise la suspension bactérienne; son opacité doit étre
équivalente & 0,5 Mc Farland qui correspond & 10° UFC/m, puis diluer pour obtenir un
inoculum &10° UFC/ml (Tyagi et Malik, 2011).
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> Préparation des boites de Pétri

On fait couler aseptiquement le milieu de culture Agar de Muller Hinton (MH) en surfusion
dans les boites de Pétri a raison de 20 ml par boite puis laisser refroidir et solidifier sur la
paillasse. Ensuite, tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et |’ essorer en
le pressant fermement sur la paroi interne du tube, afin de décharger au maximum. Frotter
I”écouvillon sur la totalité de la surface gélosée, sechée de haut en bas, en stries serrées,

répéter I’ opération, deux fois en tournant la boite de 60° a chague fois (Guinoiseau, 2010).
> Dépbt desdisques

Dans les conditions aseptiques et a I'aide d’une pince stérile, des disques de papier

wattman N°40 sont disposés sur |’ agar,

> Expression desrésultats

Apres I’'incubation des boites a 37°C pendant 24 heures, la lecture se fait par mesure de
diamétre de la zone d'inhibition (un halo transucide autour du disque, identique a la gélose
stérile) signifie I’ absence de croissance bactérienne. Le diamétre de ces zones est mesuré a
I’aide d'un pied a coulisse (y a compris le diamétre de disque de 6 mm). Les résultats de
I’ antibiogramme sont exprimés exclusivement a partir de la mesure du diametre des haos

d’inhibitions en mm (Baser et Buchbauer, 2010).

D’ aprés Ponce et al., 2003. La sensibilité aux extraits (thé vert non aromatisé ou the vert

aromatisé) est classée par le diamétre des halos d’inhibitions :

= Non sensible ou non résistante (-) pour les diamétres moins de 8 mm.
=  Sensible (+) pour les diamétres de 8 a 14 mm.
= Tressensible (++) pour les diamétres de 15 a 19 mm.

=  Extrémement sensible (+++) pour les diametres plus de 20 mm.

L’annexe Il résume les étapes de lamise en évidence de |’ activité antimicrobienne.
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7.Etude statistique:

Trois mesures ont éé réalisées pour chaque échantillon analysé et les résultats ont été
exprimés sous la forme: moyenne = écart type. Des comparaisons statistiques ont été
effectuées en utilisant le logiciel STATISTICA (ANOVA/MANOVA), les différences ont été

considérée d’étre significative a o= 0,05.
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Chapitre III Résultats et discussion

1. Teneur en polyphénols:

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires les plus abondants dans les
plantes avec plus de 8000 structures connues allant de composés simples tels que les acides

phénoliques a des structures complexes telles que les tanins (Dai et Mumper, 2010).

La détermination de la teneur en polyphénols dans les extrait de thé vert (aromatisé et non
aromatisé) a été faite en utilisant la méthode colorimétrique (Folin-Ciocalteu). La teneur en
polyphénols estimeée par |la méthode de Folin-Ciocalteu pour chague extrait a été rapportée en
mg équivalent d' acide gallique/ L d extraits (Tableau XV).

Tableau XV : Teneurs en polyphénols des différents échantillons anal ysés

Echantillons Teneursen polyphénols (mg EAG/ L)
TV 737,29+ 1,01°
TEA 714,61 + 1,02
TA 871,63 + 0,32°
TC 703,46 + 1,10°
TCG 724,54 + 1,48
TG 568,24 + 0,52'
™ 660,28 + 1,79°

Leslettres a, b, c indiquent les différences significatives (p<0,05) entre les différentes échantillons

TV : Thévert, TEA : Thé étoile anis, TA : Thé armoise, TC : Thé cannelle, TCG : Thé clou de girofle, TG : Thé
gingembre, TM : Thé menthe.

L’ analyse statistique établie par le logiciel STATISTICA MANOVA montre qu’il ya une
différence significative entre les deux extraits de Thé Gingembre (TG) et le Thé Menthe
(TM), ainsi gqu’ aucune différence observe entre les extraits suivants : Thé Cannelle et Thé anis
étoilé. Par contre, il ya une différence significative entre les deux extraits (Tanis, TC) et
I’ extrait de Thé Menthe. Comme il a marqué une différence entre |’ extrait de Thé Etoile anis,
Thé Cannelle et I extrait de Thé Clou de girofle, Thé Etoile anis. Le classement des différents

extraits de thé aromatisé est d’ ordre suivant :
TA > TV -TCG >> TCG-TEA >> TEA- TC >> TM >> TG

Les teneurs en polyphénols des différents extraits varient de 568,24 + 0,52 a 871,63 + 0,32
mg EAG/ L. Les résultats obtenus dans le tableau XV, montrent que tous nos extraits aqueux
sont tres riches en polyphénols. L’ extrait de Thé Armoise (TA) présente le taux le plus élevé
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en polyphénols avec une teneur égale a 871,63 £ 0,32 mg EAG/ L, suivie par les extraits de
Thé vert, Thé+Clou de girofle, Thé+Etoile anis, Thé+cannelle et Thé+Menthe, avec un taux
de 737,29+ 1,01 mg EAG/ L, 72454 + 1,48 mg EAG/ L et 714,61+ 1,02 mg EAG/ L,
703,46 + 1,10 mg EAG/ L et 660,28 + 1,79 mg EAG/ L respectivement, par rapport al’ extrait
de Thé Gingembre, on a enregistré un taux de 568,24 + 0,52 mg EAG/ L d'extrait. D’ apres
ces résultats, on constate que le thé vert aromatisé ou additionné avec épices est le plus riche

en polyphénols et sateneur varie d’ une épice a une autre.

Ces différences de concentration peuvent étre dues a la faible spécificité du réactif de folin-
ciocatleu qui est I'inconvénient principa du dosage colorimétrique. Le réactif est
extrémement sensible a la réduction de tous les groupes hydroxyles, non seulement ceux des
composés phénoliques, mais également de certains sucres et ardbmes (Gomez et al., 2006).

Certaines études ont montré que les teneurs en composés phénoliques varient de fagon
considérable d’ une espece a une autre et al’intérieur de la méme espece (Ksouri et al., 2008)
a causes des facteurs extrinseques (température et climat), génétiques (la variété et I’ origine
d’ espéce) (Ksouri et al., 2008).

Les résultats obtenus sont trés él evées par rapport a celles rapportées par différentes études
(Tableau XVI).

Tableau XVI : Teneur en polyphénols de quel ques épices obtenus dans différentes études

Epices Teneur en polyphénols Références
Anisétoilé 112,4 + 0,95 mg EAG/gMS  Soher et al., 2016
Canndlle 157,18 mg EAG/g Alexander et al., 2017
Clou degirofle 250,93 = 1,33 mg EAG/g Vanessa et al., 2021
Gingembre 51,7 mg EAG/g MS Ouedlati et al., 2018
Menthe 32,00 £ 3,16 mg/g Ponnan et al., 2006

Cette différence trouve probablement son explication dans la méthode d extraction et la
nature du solvant utilisé (I'éhanol/ le méthanol) et aussi la méhode de dosage ou le

protocol e adopté.

Chez les plantes, I’accumulation des composés phénoliques varie d’une partie a I’ autre et

dépendait aussi de |'age et e stade de développement des parties concernées de la plante.
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C’est bhien connu gue les extraits phénoliques sont toujours un mélange de différentes classes
de phénols, qui sont sélectivement soluble dans les solvants. Un groupe phénolique (-OH) est
tres réactif et peut facilement former des liaisons hydrogene avec les sites actifs des enzymes
(Rasooli et al., 2009).

Komes et al., 2010, ont obtenu un taux de polyphénols de 2560mg GAE/L et 1920mg
GAE/L de flavonoides. D’ apres Vinson et Dabbagh (1998), la composition du thé est tres

largement influencée par la saison, I’ &ge des feuilles, ainsi que par le climat.
2. Teneur en flavonoides:

Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous les composés
phénoliques. Ils interviennent dans la pigmentation des fleurs et dans les processus de défense
contre le rayonnement UV, les herbivores et les attagues microbiennes (Crozier, 2003). Les
flavonoides sont présents dans une grande variété d’'aliments fruits et légumes, céréales,

épices, thé et vin, etc.

La concentration des flavonoides dans divers extraits était déterminée en suivant la
méthode du trichlorure d’aluminium Alcls. Lateneur en flavonoides de chaque extrait a été

exprimeée en termes de mg équivalent de quércétine/ L d’ extrait (Tableau XVI1).

Tableau XVII : Teneurs en flavonoides pour chaque échantillon analysé

TV 386+ 0,5°
TC 347,42+ 0,80°
TCG 456,16 + 0,63°
TG 311,16+ 0,80°
™ 441,83+ 0,57
TEA 287,66+ 0,14'
TA 386,08+ 0,72°

Leslettres a, b, c indiquent les différences significatives (p<0,05) entre les différentes échantillons

D’aprés I'analyse statistique effectuée pour la teneur en flavonoides, des différences
significatives enregistrées entre les extraits aqueux sauf entre |’ extrait de Thé Armoise et Thé
vert aucune différence marqué. Il a enregistré une différence entre ThétEtoile anis et

Thé+Gingembre, entre Thé+Gingembre et Thé Cannelle et entre Thé Cannelle et (Thé vert -
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Thé Armoise) au méme temps il présente une différence entre (Thé vert et Thé Armoise) et

I’ extraits de Thé Clou de girofle. Le classement est le suivant :
TCG >> TM >> TA-TV >> TC >> TG >> TEA

Les résultats présentés dans le tableau XVI1, montrent que les extraits de thé aromatisé Thé
Clou de girofle, Thé Menthe et Thé Armoise contenant des concentrations en flavonoides les
plus élevées. La concentration des flavonoides dans les extraits TCG, TM et Thé Armoise
était de 456,16 + 0,63 mg EQ/ L, 441,83 + 0,57 mg EQ/ L et 386,08 + 0,72 mg EQ/L
respectivement. Par rapport aux extraits Thé vert, Thé Cannelle et Thé Gingembre, nous
avons enregistré des teneurs en flavonoides a I’ ordre de 386 + 0,40 mg EQ/ L, 347,42 + 0,65
mg EQ/ L et 311,17 + 0,65 mg EQ/ L, dont une basse teneur en flavonoides a été mesurée
dans |’ extrait de Thé Etoile anis (TEA) avec un taux de 287,5+ 0,35 mg EQ/ L.

Les différences entre les échantillons anal ysés peuvent étre liées aux conditions climatiques
(température, sécheresse et salinité) qui stimulent la biosynthése des métabolites secondaires
tels que les flavonoides (Falleh et al., 2008), la région et la date de la récolte, la méthode

d extraction et les solvants utilisés (Trichine, 2010).

Le tableau XVIII représente les teneurs en flavonoides de quelques épices obtenus par
différents chercheurs avec celles qu’ on a obtenus (exprimées en mg EAG/g MS).

Tableau XVIII : Teneur en flavonoides obtenus dans différentes études

Teneur en Références Teneursen

flavonoides flavonoides

exprimeées en mg

EAG/gMS
Anisétoilé 46,8 + 0,64 mg Eq Soher et al., 2016 28,76 + 0,035
CAT/gMS
Clou degirofle 57,34+ 1,33mgEC/g Vanessaet al., 2021 45,61 + 0,051
MS
Gingembre 32,1 mg EC/gMS Ouedlati et al., 2018 31,11 + 0,065
Menthe 23,2 mg/100g Alexander et al., 2017 44,18 + 0,047

Les teneurs en flavonoides que nous avons obtenus exprimées en mg EQ/g M S sont
proches de celles obtenues dans différentes recherches (Tableau XVI111). Cette différence est
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probablement liées ala méthode d’ extraction adopté par les chercheurs et |a méthode de
dosage (par rapport ala quantité d’ extrait utilise), ains cette différence est peut étre di au

standard utilisé pour le dosage des flavonoides (catéchine, quércétine, etc).

(Liu et al., 2021) ont obtenu des valeurs comprise entre 13,9 CE/g MS a 74,4mg CE/g MS.
Ces résultats sont inférieurs a nos résultats puisqu’ils ont utilisé des thé séchés au micro-
onde et au four ce qui a probablement réduit le taux de flavonoides dans les échantillons de
thé analysé.

Généradement, les composés phénoliques dominants dans le thé sont les catéchines qui
sont des flavonoides. Ce sont une mixture disomeres d épicathéchines, incluant
I’ epigallocatechine 3-gallate (EGCG), epigallocatechine (EGC), epicatechine gallate (ECG),
et epicatechine (EC) (Leeet al., 2014).

3. Activité anti-oxydante:

L’ activité anti-oxydante des extraits de thé aromatisé et thé non aromatisé vis-a-vis du
radica DPPH a été évaluée a I’aide d' un spectrophotomeétre en suivant la réduction de ce
radical qui s'accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH*) a la couleur jaune
(DPPH-H) mesurable a 517 nm. Le DPPH est un radical libre qui accepte un électron ou un
atome d’ hydrogene pour devenir une molécule stable non radicalaire. Les différents extraits
aqueux du thé obtenus par décoction ont montré des effets scavengers trés importants envers
le radical DPPH, dlant de 75,33 + 2,49% a 86% + 3,26%. Les pourcentages d’inhibition du

DPPH de chague extrait sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau XI X : Lesrésultats obtenus pour e test de DPPH des différents extraits

Echantillons Pour centage d’inhibition (%)
TV 85,66 + 2,497
TAE 75,33+ 2,49°
TA 86 + 3,26
TC 80+ 0,81
TCG 82,33+ 3,77*
TG 81,66+ 4,02%
™ 85,33+ 0,47*

Leslettres a, b, ¢ indiquent les différences significatives (p<0,05) entre les différentes échantillons.
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L’ anal yse statistique a montré que aucune différence significatif enregistré entre le
Thé+anis étoilé et Thé+Cannelle, ainsi que entre Thé+Cannelle, Thé+Gingembre, The+Clou
de girofle, Thé+Menthe, Thé vert et Thé+armoise.

Le classement est fait comme suite :

TA-TV-TM -TCG-TG > TV-TM -TCG-TG-TC >> TC-TEA

Selon les résultats enregistrés, les extraits agueux sont dotés d' un pouvoir antioxydant
important.

D’ apres les résultats obtenus dans le tableau X1X, I’ extrait qui a présenté une activité anti-
oxydante importante parmi les 7 extraits est I’ extrait de Thé+armoise avec un pourcentage
d'inhibition de 86 * 3,26%, suivie par les extraits Thé vert, Thé+Menthe, Thé+Clou de
girofle, Thé+Gingembre et Thé+Cannelle avec des pourcentages de 85,66 + 2,49%, 85,33 +
0,47%, 82,33 + 3,77%, 81,66 + 4,02%, 80 + 0,81%. Tandis que I’ extrait qui apparais e moins
actif est celui de Thé+anis étoilé avec 75,33 + 2,49%.

Tous les extraits de thé vert aromatisé ayant montré une activité anti-radicalaire sont trés
riches en polyphénals, la présence de groupement OH libre dans les composés phénoliques est
principalement responsable de I’activité anti-oxydante (Weng et Wang, 2000). Il a été
démontré que les molécules anti-oxydantes telles que les polyphénols, les flavonoides et les
tanins réduisent et décolorent le DPPH en raison de leur capacité a céder I’hydrogéne, ils
constituant de puissants agents antioxydants, étant donné leur richesse en groupement
hydroxyles (Bougandoura et Bendimerad, 2012) .D’apres (Wang, 2000) les flavonoides
sont des piégeurs de radicaux libres et chélateurs de métaux, ils inhibent la peroxydation
lipidique et présentent diverses activités physiologiques gréace aleur pouvoir antioxydant.

Il n"est pas surprenant que les épices et les herbes soient en téte de liste des 100 produits
avec la teneur en antioxydants la plus élevée (Alexander et al., 2017). Leurs activités anti-
oxydantes sont dix fois supérieures a celles des fruits et |égumes. Les capacités anti-oxydantes
de certaines épices ont montré une corrélation positive avec leurs concentrations en

polyphénols correspondantes (Bluma et al., 2008).
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Tableau XX : Pourcentage d'inhibition du thé vert et quel ques épices obtenus par différents études

| Thé et épices Pour centage d’inhibition
Thévert 92,73 + 0,52%
Armoise 28,83% Simon et al., 2015
Cannelle 89,89 + 0,81%
Gingembre 69,23 £ 0,45%

Les résultats obtenus dans le présent travail, sont un peu proche a celles rapportées des

travaux réalisés par Simon et al., 2015 illustrés dans le Tableau X X.

Les antioxydants sont impliqués dans plusieurs mécanismes de bio-activité tels que
I'inhibition de la génération de radicaux libres, I’amélioration de la capacité de piégeage
contre les radicaux libres et I’ activation du pouvoir réducteur. (Avvakumova et al., 2011 ;
Zykova et al., 2018).

Afin d'estimer ces activités, différents tests ont été adoptés en utilisant des radicaux
synthétiques tels que le DPPH et I’ ABTS* générés expérimentalement par plusieurs systemes
(Re eb, 2007).

Keiro et al ., 2013, ont noté des valeurs de la capacité de piégeage du radical DPPH
comprise entre 88,6% a 94,4% pour le thé vert et entre 54% et 91,8% pour le thé noir.
D’apres cette auteur les molécules possédant un meilleur pouvoir de piégeage du radical
DPPH sont les catéchines avec 30, 40 et 50 substitut trihydroxylé sur le B ring et /ou

trihydroxyl sur le C3 dans leur structure.

L’ acide gallique contribuent significativement au piégeage radicalaire, puisqu’il est un bon
donateur de proton hydrogene (Karori et al., 2007). L"hydroxylation confére aux catéchine
un haut degré de stabilité du radical pheoxyl par la délocalisation des électrons ce qui

favorise son pouvoir antioxydant (Karori et al., 2007).

La faible activité anti-oxydante de thé aromatisé a la cannelle et au gingembres peut étre
due au fait que l'attribution exacte de la capacité anti-oxydante a un composé, ou un petit
groupe de composants dans un extrait de plante est une tache difficile, puisque I'activité
efficace dépend de plusieurs facteurs, tels que la concentration, les formes isométriques et
I'interaction synergique avec d'autres composants (Almela et al., 2012) La capacité
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antioxydant des extraits des plantes est largement dépendante de la composition de ces

extraits ainsi que des conditions de manipulation (K oh, 2006).
4. Activité antibactérienne:

Dés I’antiquité, plusieurs plantes ont été utilisées traditionnellement pour le traitement de
diverses maladies. De nos jours, il yaun grand progres dans I’ utilisation de ces plantes pour la
fabrication d’antibiotiques et de médicament pour le traitement de plusieurs infections dues

aux divers pathogenes (Rejeb, 2007).

L’ activité antibactérienne des extraits aqueux du thé aromatisé et thé non aromatisé est
évaluée dans cette éude par la technique de diffusion sur I'agar. Le tableau ci-dessous,
représente |’ ensemble des résultats de I’ antibiogramme effectué pour chagque extrait ainsi la

sensibilité des souches.

Tableau XXI : Diamétres des zones d' inhibition en mm de chaque extrait de thé et la sensibilité de

chaque souche
Bactéries Escherichiacoli Bacillussubilis  Acénitobactere SARM
Extraits baumannii
CIP-5 39,22+ 0,4° 32,66+ 0,7° 31+0,9° 31,66+ 0,9°
Sensibilité +++ +++ +++ +++
DO-30 16,66+ 0° 19,11+ 0,5° 16,66+ 0,3° 22,66+ 0,7
Sensibilité ++ ++ ++ +++
NV-30 14,44+ 0,2° 16,11+ 0,3° 15+ 0,7° 16,55+ 0,3°
Sensibilité + ++ ++ ++
TV 6,33+ 0° 6,66+ 0,3 8,22+ 0,6” 7,22+0,1°
Sensibilité - - + -
TEA 7,55+ 0,2° 0o o 7+0°
Sensibilité - - - -
TA 0° 0° o 6,22+ 0,1°
Sensibilité - - - -
TC 0° 0° o 6,89+ 0,1°
Sensibilité - - - -
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TC o° 0 o 7,33+ 0,3
Sensibilité - - ; -

TG 7,33+ 07 8,77+ 0,3 9,66+ 0,3° 7,66+ 0,3°
Sensibilité - + + )

™ 7,55+ 0,2° 8,66+ 0,3° 7,22+ 0,1° 7+0°
Sensibilité - + - )

Leslettres a, b, ¢ indiquent les différences significatives (p<0,05) entre les différentes échantillons.

Escherichia coli :

L’ analyse statistique montre qu’il n’ya aucune différence entre les extraits de Thé Menthe,
Thé anis étoilé et Theé Gingembre, par contre, ya une différence significatif marquée entre ces
trois extraits (TM, Tanis et TG) et I’ extrait de Thé vert pure, ainsi que entre ce dernier et les
extraits: Thé armoise, Thé Clou de girofle et Thé Cannelle. Et pour les antibiotiques, il a
marqué une différence significatif entre les trois antibiotiques (CIP-5, DO-30 et NV-30). Le

classement est comme suite::
Abl >>> Ab2 >>> Ab3
TM —Tanis—TG >> T >> Tam-TCG-TC
Bacillus subtilis:

L'analyse statistique & montré une différence significatif entre les trois antibiotiques.
Comme, il a montré qu’il ya une différence entre les deux extraits de Thé Gingembre et Thé
Menthe, ainsi que entre les deux extraits (Thé Gingembre, Thé Menthe) et I extrait pure (Thé
vert) et entre le thé vert et le Thé Cannelle. Et une différence observé également entre I’ extrait
de Thé cannelle et les extraits: Thé armoise, Thé anis étoilé et Thé Clou de girofle. Le
classement est le suivent :

Abl >>> Ab2 >>> Ab3
TG—TM >> T >> TC >> Tarm—-Tanis — TCG
Acénitobactére baumannii :

L’ analyse statistique pour Acénitobactére baumannii, indique gu’il n'ya pas de différence
entre les quatre extraits suivant : Thé Cannelle, Thé armoise, Thé éoile anis et Thé Clou de
girofle. D’un autre c6té, il montre qu’il ya une différence significatif entre Thé Gingembre et

N /7
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Thé vert et entre Thé vert et Thé Menthe. Comme, il ya une différence entre les trois

antibiotiques. Le classement est effectué comme suite :
Abl >>> Ab2 >>> Ab3
TG >> T >> TM >> TC—-Tam—-Tanis—TCG
SARM (Staphylococcus aureus résistante a la miticilline) :

L'analyse statistique pour SARM, une différence significatif enregistré entre les
antibiotiques (CIP-5, DO-30 et VN-30). Aucune différence observé entre le Thé Gingembre,
le Thé Clou de girofle, le Thé vert, le Thé Menthe, le Thé étoile anis et |le Thé Cannelle mais
ya une différence entre les six extraits et |’extrait de Thé armoise. Le classement est le

suivant :
Abl >>> Ab2 >>> Ab3
TG -TCG - T -TM - Tanis - TC >> Tarm

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les extraits aqueux du thé vert
aromatisé et le thé vert pure n'ont aucun effet inhibiteur envers la croissance des souches
bactériennes testées a savoir : Escherichia coli et Staphyl ococcus aureus (SARM).

L’ extrait de Thé vert a montré une activité inhibitrice envers uniquement |la croissance de
Acénitobactére avec un diametre d'inhibition égale 4 8,22 + 0,6 mm. Cet effet est bien plus
faible que ceux obtenus avec les antibiotiques, a savoir CIP-5 (Ciprofloxacin-5ug), DO-30
(Doxycycline-30pg) et NV-30 (Novobiocine-30ug) qui ont donné des diamétres d'inhibition
de 39,22+ 0,4 mm, 16,66+ 0 mm et 14,44+ 0,2 mm.

Pour la bactérie Bacillus subtilis a éé révélée sensible vis-a-vis les deux extraits de
Thét+Gingembre et Thé+Menthe, par contre elle est trés sensibles envers les trois
antibiotiques (CIP-5, DO-30 et NV-30) avec des diametres de 32,66 + 0,7 mm, 19,11 + 0,6

mm et 16,11 + 0,3 mm respectivement.

L’ extrait de Thé Gingembre a montré également un effet inhibiteur envers Acénitobactére
avec un diametre de 9,66 + 0,3 mm et cet effet est faible par rapport aux antibiotiques testés,
dont les diamétres d’inhibition varient de 15+ 0,7 a31+ 0,9 mm.
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Tableau XXI1 : Diametre d'inhibition de quel ques épices obtenus par différentes études

Bactéries Escherichiacoli  Staphylococcus Klebsiella Référence
Epices aureus pneumoniae bibliographiques
Armoise 12,2+ 0,52 10,17+ 0,76 22,13+ 0,64 Mohamedetal.,
blanche 2015
Clou degirofle 12,7+ 0,6 14,7 £ 0,6 12,3+ 0,6 Lee Rosarior et
al., 2021
Gingembre 7,5 18,3 / Ouedlati et al.,
2018

Le tableau XXII présente I’ ensemble des résultats d’ antibiogramme obtenus par différentes
études, cela indique que les épices ont une forte activité envers les bactéries soit Gram+ ou

Gram-.

Les résultats obtenus par nombreuses recherches (tableau XXI1) sont plus élevés par
rapport a celle trouvé dans cette étude. Ces différences peuvent étre liées a la méthode de
préparation des extraits de thé (concentration, température, solvant utilisé). Mais également a
la sensibilité des micro-organismes testés. D’apres Mohamed et al., 2020, les zones
d’inhibition de E.coli varie de 6 a9 mm pour un thé vert préparé avec de |’eau froide, et

sont de 5 a19 mm pour un thé préparé avec de |’ eau froide a différentes concentration.

En effet, Koech et al., 2013 ont trouvés des zones d'inhibition variant de 6 a 7 mm pour
E.coli et de 6 a9 mm pour Salmonella typhi, ce qui correspond a nos résultats, d aprés cette
auteur, la sensibilité des bactéries aux extraits de thé dépend de types des composés de la
paroi cellulaire, puisqu’il a noté que les Gram négatif sont tres résistant a cause de la charge

négative des LPS présents sur leur paroi.

(Lee rosario, 2021) ont obtenu des zones dinhibition de 14,7 + 0,6 mm pour
staphylococcus aureus, de 12,7 + 0,6 mm pour Escherichia coli et de 12,3 £ 0,6 mm
Klebsiella pneumoniae sur des extraits éhanoliques de clou de girofle, ce qui est supérieurs a
nos résultats, ceci pourrait étre la résultante de la concentration de clou de girofle utilisé, ainsi

gu’ au solvant d’ extraction.
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La différence de capacité antibactérienne des catéchines contre les bactéries Gram négatif
et Gram positif a également été démontrée par plusieurs autres auteurs (Lee et al., 2009 ;
Nakayama et al., 2011), confirmant que dans tous les cas, des différences pourraient étre
attribuées aux différences de quantité de catéchines attachées sur la surface bactérienne en
raison des différences dans la structure des surfaces bactériennes.

Dorman et Deans, 2000, ont observé des zones d'inhibition de 9,1 mm pour Klebsiella
pneumoniae, de 10,3 mm pour Acinetobacter calcoacetica, de 14,9 mm pour s.aureus et de
13,6 mm pour E.coli, ces résultats sont obtenu avec des huiles essentielles de clou de girofle

trés riche en eugénol, connu pour ces propriétés antimicrobienne.
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Conclusion

Dans ce travail, nous avons étudié le pouvoir antioxydant et antibactérien des extraits
agueux préparer par décoction du thé vert aromatisé (thé vert additionné avec épices -

I’armoise, I’ étoile anis, la cannelle, le clou de girofle, le gingembre, la menthe-).

Le dosage des polyphénols dans les extraits étudiés en utilisant la méhode de Folin-
Ciocalteu révele que les extraits aqueux possedent des teneurs importantes en pol yphénols qui
varient de 562,24 + 0,52 a 871,63 + 0,32 mg EAG/ L, ce qui confirme la richesse des extraits
en composeés phénoliques (métabolites secondaires). En outre, le dosage des flavonoides par
la méthode de du trichlorure d’ Aluminium nous a mené a conclure que les extraits agueux de
thé vert aromatisé contiennent des taux considérable en flavonoides qui varient de 287,66 +
0,14 a 456,16 + 0,63 mg EQ/ L d'extrait. L’extrait le plus riche en flavonoides est celui
aromatisé au Clou de girofle avec une concentration de 456,16 + 0,63 mg EQ/ L.

Le pouvoir anti-radicalaire (antioxydant) des extraits aqueux a été déterminé par le test de
piégeage du radical DPPH. Les résultats obtenus, indiquent que tous les extraits aqueux sont
dotés d’un pouvoir antioxydant modére, la plus grande activité est obtenue avec I’ extrait de
Thé+Armoise (86 + 3,26%) suivie respectivement par celles de Thé vert pure (85,66 + 2,49%)
et Thé ala Menthe (85,33 + 0,47%). Ces activités peuvent étre attribuées a leurs richesses en
composés phénoliques.

L’ activité antibactérienne des extraits de thé aromatisé a été évalué par la méthode de
diffusion en milieu gélosé ou méthode des disques. D’ aprés |’ analyse des résultats obtenus,
seulement les deux bactéries (Bacillus subtilis et Acinetobacter) qui ont montré une faible
sensibilité envers les extraits de Thé vert, Thé Gingembre et Thé Menthe dont le diamétre
d’inhibition varie de 8,22 + 0,6 4 9,66 = 0,3 mm. Par contre, les autres extraits (Thé anis, Thé
armoise, Thé Cannelle et Thé Clou de girofle) ne montrent aucun effet antibactérien et celane
signifie pas qu’ils ne sont pas de bon agents antibactériens.

En termes de perspectives, notre travail peut étre enrichie par :
s Déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB)
des différents thés aromatisés préparés vis-a-vis des souches étudiées ;
% Faire une caractérisation (HPLC, IR) des thés verts aromatises étudiés ;
 ldentifier et isoler les molécules actives de thé vert et des épices utilisées;
% Etudier d'autres activités biologiques, comme antidiabétique, anti-inflammatoire,
antifongique ou antivirale;

++ Faire une étude sensorielle pour les différentes préparations de thé vert aromatise.
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Annexel : Matériel et Réactifs

Matériel
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précision PS 600/C/2)
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Spectrophotométre UV Visible
(Thermo Scientific Evolution 201)
Etuve memmert
Autoclave BIOBASE
Bec benzene
Verreries (Tubes a essai, éprouvette,
erlenmeyer, bécher, pipette graduée,
entonnoirs, boites de pétries)
Ecouvillons, Pince, Anse de platine,
Disque en papier
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Eau distillée

Acide tannique

Acide sulfurique a 70%
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Na,Cos
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DPPH

Trichlorure d’ Aluminium AICl3
Laquércétine

Le milieu de culture Muller Hinton
Les bactéries
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L’ ensembledu Matériels et Réactifs utilisés dans cette éude



Annexell

: Courbes d’ é&alonnages

1,4 -
£ 1, Rz = 0,9907
E 12 -
@ 1 y = 1,2351x + 0,0278
T 0,8
8
S 06
= 04
2
< 0,2
0 T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Concentration en acide gallique (mg/ml)

1,2

Courbe d’ éalonnage de I’ acide gallique

0,5 1
0,45 -
0,4 -
0,35 A
0,3 A
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

R2=0,9995

y =0,4387x - 0,0002

Absorbance a 430 nm

0,2 0,4 0,6 0,8 1
Concentration en mg/ml

-0,05

Courbe d’é&alonnage de la quér cétine

1,2

Dosage des polyphénols




Dosage des flavonoides



Annexelll : Activité antibactérienne

Dépdt des disques

Disquesimprégnés Incubation 24h a 37C°

Mise en évidence del’ activité antibactérienne



R Y ¥
s Wy %
RS RATE &
|
\ 3
A j
i =
. 0
s e
R (o
- 1
LY s
—
L)
=
i
! A
i
v gty
3 J"
(] it
1)
T
TR

L es souches testées
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Résumé

Cetravail s'inscrit dans le cadre de I’ étude de quelques propriétés biologiques de thé vert
aromatisée afin d' évaluer I’ effet de |’ addition de quel ques épices sur |e thé vert pure et sur ses
activités biologiques, dans le but de rechercher de nouveaux composants bioactifs d origine

naturel s telles que les composes phénoliques (polyphénaols).

Les résultats obtenus montrent que la teneur en composés phénoliques varie d' un extrait a
un autre. Les résultats de dosage des polyphénols ont montré que |’ extrait du Thé armoise,
Thé vert pure et Thé Clou de girofle sont les extraits les plus riche en polyphénols avec des
teneurs de 871,63 + 0,32 mg EAG/ L, 737,29 + 1,01lmg EAG/ L et 724,54 + 1,48 mg EAG/ L
respectivement. La quantification des flavonoides par la méthode de trichlorure d’ aluminium
(Alclg) indique que I’extrait de Thé Clou de girofle renferme la plus grande quantité en
flavonoides (456,16 + 0,63 mg EQ/ L), suivi par le Thé Menthe (441,83 + 0,58 mg EQ/ L).
De ce fait, le thé vert aromatisé est beaucoup plus riche en composés phénoliques gue le thé
vert pure. L’ activité anti-oxydante est évaluée par la méthode de la réduction de radical libre
DPPH. Les résultats de cette étude montrent que I’ extrait de Thé vert-Armoise a présenté
une forte activité contre le radical DPPH (86 + 3,26%), suivi respectivement par celles du Thé
Vert pure et Thé Clou de girofle.

L’ évaluation de I’ effet antimicrobien des différents extraits a révélée un tres faible effet
inhibiteur sur la croissance des germes testés. Seule Bacillus subtilis et Acinetobacter ont
montré une sensibilité envers le Thé vert (8,22 £ 0,6 mm), Thé Gingembre (8,77 = 0,3 mm et
9,66 + 0,3 mm respectivement) et Thé Menthe (8,66 £ 0,3 mm).

Mots clés: Thé vert, Epices, Activité anti-oxydante, Activité antimicrobienne



Abstract

This work is part of the study of some biological properties of flavored green tea in order
to evaluate the effect of the addition of some spices on pure green tea and on its biological
activities, with the am of researching new bioactive components of natural origin such as

phenolic compounds (polyphenals).

The results obtained show that the content of phenolic compounds varies from one extract
to another. The polyphenol assay results showed that the extract of Mugwort tea, Pure green
tea and Clove tea are the extracts richest in polyphenols with contents of 871,63 + 0,32 mg
EAG / L, 737,29 = 1,00lmg EAG / L and 724,54 + 1,48 mg EAG / L respectively. The
quantification of flavonoids by the method of aluminum trichloride (Alcl3) indicates that the
extract of Clove tea contains the greatest quantity of flavonoids (456,16 + 0,63 mg EQ / L),
followed by tea Mint (441,83 + 0,58 mg EQ / L). Because of this, flavored green tea is much
richer in phenolic compounds than pure green tea. Antioxidant activity is assessed by the
DPPH free radical reduction method. The results of this study show that the Green Tea
Mugwort extract exhibited strong activity against the DPPH radical (86 + 3,26%), followed
by those of pure Green Teaand Clove Tea, respectively.

Evauation of the antimicrobial effect of the different extracts revealed a very weak
inhibitory effect on the growth of the bacteria tested. Only Bacillus subtilis and Acinetobacter
showed sensitivity towards Green tea (8,22 + 0,6 mm), Ginger tea (8,77 £ 0,3 mm and 9,66 +
0,3 mm respectively) and Mint tea (8,66 + 0,3 mm).

Keywords: Green tea, Spices, Antioxidant activity, Antimicrobial activity
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