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Introduction

Les altérations alimentaires par des microorganismes sont devenues un probléme
croissant. Ainsi, pour préserver I’environnement, la qualité et la fraicheur des aliments, il est
important de choisir les matériaux adéquats issus des technologies d'emballage innovantes.
D’ou I’émergence de I’emballage alimentaire actif.

En général, il existe quatres principales fonctions communes a tout emballage, une fonction
de contenant; de protection, de commodité et communication (Shlush and Davidovich-

Pinhas.,2022)

En plus de ces fonctions les emballages actifs offrent une protection active libérant
en permanence des composés actifs tels que des antioxydants, des agents antimicrobiens, des
enzymes, des ardmes ...etc. En raison de leurs interactions avec l'aliment et I'environnement,
ils augmentent la durée de conservation des aliments, préservent les saveurs, et réduisent les
teneurs en additifs et conservateurs dans des formulations alimentaires tout en préservant la
qualité du produit. Ainsi, la plupart des emballages actifs en plastiques rencontrés dans la
littérature permettent d’incorporer dans leurs systémes des substances actives synthétiques et
artificielles.

L’objectif de notre travail est d’étudier la composition phénolique, 1’activité
antioxydante et antimicrobienne de I’extrait de thé vert dans le but de son incorporation dans
un emballage a base de PLA (Polyacide Lactique) un polymeére biodégradable fabriqué a
partir de ressources renouvelables comme le mais.

Le thé vert issu des feuilles de Camellia sinensis constitue une source importante
d’antioxydants (Castro et al., 2010) aux propriétés antimicrobiennes (Lee et al., 2000). Ces
propriétés sont en partie, attribuées aux alcaloides et aux composés phénoliques (Peng et al.,
2008) et elles constituent un atout majeur pour pouvoir utiliser les extraits de thé vert comme
conservateur soit dans un aliment ou dans un emballage alimentaire.
Notre manuscrit est subdivisé en deux parties importantes.
La premiére partie concerne une synthese bibliographique partagée en deux chapitres,
v’ le premier chapitre consacré a quelques généralités sur le thé et Emballage alimentaire
et PLA .
v' le deuxiéme chapitre : traite les principales informations sur les radicaux libres, le
systéme antioxydant et le stress oxydatif.

La deuxiéme partie est consacrée a 1’étude expérimentale et comprend deux parties :
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v Matériels et méthodes utilisées pour préparation d’extrait, le dosage des déférentes
antioxydants particulicrement les polyphénols, les tanins, les flavonoides et
I’évaluation de I’activité anti-oxydante.

v'la deuxieme partie présente les résultats et discussion.

v Enfin nous terminerons le travail par une conclusion.
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Le thé vert et les emballages alimentaires

1.1 Thé vert
I.1.1. Historique

Le thé vert est le trésor de la nature pour I’humanité, il est le deuxiéme breuvage le plus
consomme aprés I’ecau , il est obtenu a partir de la plante de thé Camellia Sinensis qui
appartient a la famille Théacée et est cultivé dans au moins 30 pays a travers le monde,
couramment consommé au Japon, la Chine, I’Inde et I’Afrique du Nord, les Etats-Unis et
1I’Europe (Olurati,2017).

Le thé vert a été infusé pour la premiére fois en 2737 avant J-C sous le régne de I’empereur
Shennong, un sage mythique qui est devenu la mythologie populaire de I’agriculture et de
médecine chinoise, il est dit que pendant un de ses voyages Shennong et ses membre étaient
épuises et ils ont decidé de s’arréter et de se reposer, quelque feuilles de thé sont tombées
dans sa tasse d’eau chaude d’une branche de thé qui se trouvait a proximité, il 1’a trouvée
extrémement rafraichissant et a demandé aux membres de ce convois de la préparer une fois
de plus (Sharma et al.,2018). Le thé vert posseéde des niveaux élevés d’antioxydants et utilisé
pour ses effets antivieillissement et neuroprotecteur, en plus de traiter ou de prévenir plusieurs
maladies (Mani et al, 2019).

1.1.2 Définition de thé vert

Le thé vert a acquis une popularité assez récente, comparé au thé noir que 1’on consomme en
occident depuis des siécles. Un retour vers des médecines plus douces, plus naturelles et
surtout un nombre croissant d’études positives réalisées sur le thé vert en font un produit de

plus en plus tendance et dont la consommation ne cesse de croitre. (Jorg Schweikart ,2011).
1.1.3 . Classification systématique

Tableau 1: Classification botanique de Camellia sinensis (Mahmood et al. 2012)

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Theales

Genre Theaceae
Famille Camillia
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Espéece Camillia sinensis

1.1.4. Description botaniques

Camillia sinensis est un arbuste a fleurs persistantes, appartenant a la famille des théaceae.
(Fillonr . 2014). 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’état naturel, le théier est un petit arbre trés rameux, de 5 a 10
meétres de haut et pouvant atteindre 15 metres. Il est maintenu a une taille d’environ 1,50
métre afin de faciliter la cueillette de ses feuilles (Fillonr., 2014), il possede un systéeme
racinaire pivotant et une durée de vie moyenne de 50ans. Ses feuilles persistantes sont isolées,
alternes et d’une couleur vert foncé brillante. Leurs taille est de 5 & 14 cm de langueur sur 1,9
a 5 cm de largueur. Les fleurs de théier sont petites blanches a jaune claire, solitaires ou
groupées. Le fruit est une capsule loculicide, les graines sont assez peu nombreuses, souvent

aplaties ou aillees (Namita et al., 2012).

Figure 1: photographie de thé vert (Camellia sinensis) (Mahmood et al., 2010)
1.1.5.Les différents types de thé vert :
+ Thé Blanc

Le thé blanc est un thé qui n’a pas été vieilli, qui est non oxydé ou seulement légerement
oxydé. Traditionnellement, seuls les bourgeons et les jeunes feuilles pas completement ouvert,

sont utilisés. (Sharangi, 2009).
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Figure 2 : Photographie de thé blanc (Anonyme I1)
% Thé vert

Les feuilles de thé vert ne sont pas oxydées. Il a un trés grand nombre de variétés, chacune
avec une saveur et un arome propre et unique. Une grande importance est placée sur les

feuilles choisies lors de la récolte. (Sharangi, 2009).

Figure 03 : Photographie de thé vert (Anonyme I11)
% Thé Oolong

Le Oolong, est un thé traditionnel chinois produit par un processus unique, comprenant le
flétrissement de la plante sous le soleil et a I'oxydation avant le flétrissage. Il combine les
techniques de finition du thé vert et d’oxydation du thé noir. (Sharangi, 2009).

=
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Figure 4 : Photographie de thé oolong (Anonyme 1V)

®,

« Thé noir

Le thé noir est un thé totalement oxydé. Il est généralement plus fort en saveur que les moins
oxydés. Le thé noir conserve sa saveur pendant plusieurs années. Le thé noir est le thé le plus

largement produit et bu dans le monde. (Sharangi, 2009).

[

Figure 5 : Photographie de thé noir (Anonyme V)
1.1.6. Fabrication des différents types de thé :

A partir du moment ou les nouvelles feuilles cueillies atteignent l'usine de transformation, le
traitement peut commencer. L’opération consiste a transformer les feuilles du théier en
feuilles séchées, afin d’obtenir le thé a infuser (CNUCED, 2016). Tous les types de thé, qu’ils
s’agissent de thé vert, de thé oolong ou de thé noir, proviennent d’une seule espece, Camellia

sinensis. La principale différence entre les différents thés réside dans leur mode de
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préparation, qui aura une influence sur le contenu qualitatif et quantitatif en polyphénols.
Selon le procédé de fabrication, les thés sont classés en 3 types : non-fermentés (thé vert),

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

\ Feuilles fraichement cueillies
|
| |

Torréfaction \ Flétrissage

Roulage [ Roulage
Dessiccation \ Oxydation
; " 1a2h 3a4h
Tamisage | | l
| Torréfaction Torréfaction
__ | — | —
‘ Tamisage | | Tamisage

Thé Oolong Thé noir I

Figure 6 : Les principales étapes de transformation des feuilles de théieres apres la récolte
(Dalmas et Minet ., 2007)

1.1.7.Effets Antioxydants de thé vert :
1.1.7.1. Prévention des maladies cardiovasculaires :

Les maladies cardiovasculaire (MCV) sont complexe impliquant plusieurs facteurs.
Parmi ces facteurs figurent I’inflammation, le stress oxydatif, 1’agrégation plaquettaire 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 risque 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 cardiaque

inférieur a 44%. Le thé vert augmente également et considérablement la capacité antioxydante
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du sang, qui protége les particules de cholestérol LDL de I’oxydation, qui est une partie de la
voie vers les maladies cardiaques. 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 cérebral (Kuriyama et al., 2006).
1.1.7.2. Prévention contre le cancer

La substance antioxydante la plus importante dans le thé vert est I'EGCG
(épigallocatechine-3-gallate), un polyphénol puissant de la famille des catéchines qui
favoriserait I'autodestruction des cellules cancéreuses. Le thé vert en général est souvent cité
pour ses propriétés de prévention et de soin du cancer. La realité est bien moins claire. Coté
prévention, la revue de littérature Cochrane s'est penchée en 2020 sur 140 études pour évaluer
I'effet du thé vert sur le risque de cancer et de mortalité par cancer. Les résultats sont
"contradictoires”, et les preuves de I'effet bénéfique de la consommation de thé vert sur le
risque global de cancer ou sur des sites de cancer spécifiques sont "limitées”, notamment a
cause d'études peu solides. En outre, la revue Cochrane signale des effets indésirables liés a la
prise d'extraits de thé vert : troubles gastro-intestinaux, élévation des enzymes hépatiques et,
plus rarement, des insomnies, une augmentation de la pression artérielle et des réactions
cutanées. Du coté des malades, la Fondation Contre le Cancer, avance que "le thé vert pourrait
ralentir la progression de la maladie, principalement dans les cas de leucémies lymphatiques
chroniques ainsi que de cancers du sein, de la peau et de la prostate”. Sous forme de
complément, il "permettrait de prévenir ou d'atténuer les diarrhées et vomissements provoques
par une radiothérapie dans la région de I'abdomen ou du pelvis". En revanche, le thé vert
pourrait réduire les effets de certains traitements de chimiothérapie et radiothérapie, justement

en raison de ses effets antioxydants, qui contrecarrent le mode d'action de ces traitements.

Les principaux agents de chimio prévention dans le thé vert sont des structures complexes
comme flavonoide : EGCG, EGC, ECG et pro anthocyanidines. (Kuzuhara et al., 2008)

1.1.7.3 Effet antidiabétique

Dans le diabéte de type Il, qui est un trouble hétérogéne, il existe une résistance du
métabolisme du glucose et des lipides dans les tissus périphériques a I’activité biologique de
I’insuline et la sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques est insuffisante. Dans une
¢tude 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



Le thé vert et les emballages alimentaires

glucose dans le sérum ont également été réduits chez les rats diabétiques a 1’alloxan a une
dose de 100mg/Kg. Pendant 15 jours d’administration continue de 1’extrait de thé vert a 50 ou
100mg/Kg par jour, il a produit une réduction de 29% et 44%, respectivement, de la glycémie

¢levée produite par I’administration d’alloxan (Sabu et al., 2002).

Le thé vert améliore le métabolisme des lipides et du glucose, empéche 1’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 ’EGCG,

semblent avoir des effets antidiabétiques (Kao et al., 2006).
1.1.7.4. Réduction le taux de cholestérol

Une méta-anlyse a trouvé que la consommation de thé vert réduisait le taux de cholestérol,
mais n’avait aucun effet sur les HDL. Une étude observationnelle au japon a révélé que la
consommation de thé vert était inversement associée a la moralité et a la moralité
cardiovasculaire, le résultat ne semblait pas spécifiquement et uniquement lié aux lipides
(Kuriyama et al.,2006).

Les études indiquent que les catéchines du thé vert qui sont les principaux polyphénols, joue
un role important dans mécanisme sous-jacente a cette reduction du risque micellisation des
lipases dans le processus de digestion et diminue le taux de cholestérol sérique et de
triglycéride (Kuriyama et al.,2006).

1.1.8. Propriétés antimicrobiennes

Les catéchines du thé, y compris I'EGCG, I'ECG, I'EGC et I'EC, possédent des effets
antimicrobiens qui endommagent la membrane cellulaire bactérienne, inhibent la synthese des
acides gras et bloquent l'activité enzymatique (Shumin et al.,2013). L'ECG, I'EGC et 'EGCG
possedent des effets antibactériens a large spectre (Bai et al ., 2016). (Shi et al. (2018)) ont
découvert que I'huile d'arbre a thé présentait de bonnes activités antibactériennes contre deux
bactéries pathogenes d'origine alimentaire en endommageant la membrane cellulaire
bactérienne. (Nakayama et al. (2012)) ont rapporté que les extraits de GT interagissant avec
les protéines associées a la paroi cellulaire bactérienne forment des complexes de poids
moléculaire élevé, inhibaient I'absorption et la sécrétion de substrats et inhibaient I'activité

enzymatique.

I.2.Emballages alimentaires
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1.2.1.Définition de I'emballage
« Tout objet, quelle que soit la nature des matériaux dont il est constitué, destiné a contenir et
a protéger des marchandises, a permettre leur manutention et leur acheminement du

producteur au consommateur ou a l'utilisateur, et a assurer leur présentation » (CNE.,2011).

L’emballage alimentaire ne doit pas présenter de danger pour la santé¢ humaine, ne doit pas
modifier les caractéristiques organoleptiques des aliments et ne doit pas altérer la composition
des aliments. (LNE., (2013).

I.2.2Les fonctions de I’emballage

L’emballage a les fonctions suivantes (CNE., (2010) :

v Préserver/protéger L'emballage alimentaire peut protéger les aliments contre les
détériorations chimiques, biologiques et physiques et prolonger la durée de vie et
assurer la qualité des produits

v Informer : Renseigner sur les informations légales et obligatoires et diffuser des
informations liées aux caractéristiques propres au produit, afin d’éviter les mauvais
usages.

v" Regrouper : Rassembler les produits en unités manipulables, assurer I’appréhension
et faciliter la mise en rayon, etc.

v Transporter/Stocker : Assurer la livraison du lieu de production au lieu de vente sans
dommages et assurer les possibilités de rangement chez le consommateur, etc.

v Faciliter I'usage : Faciliter I’ouverture pour certains groupes de consommateurs, etc.

v Industrialiser I’opération de conditionnement du produit : Garantir la sécurité des

employés responsables du conditionnement, etc.

v Etre visible et véhiculer les valeurs de la marque de I'entreprise : Faciliter I'acte
d'achat et garantir 1’acceptabilité pour le consommateur, etc (Benslimane., 2014 ;
Trinetta.,2016).

10
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1.2.3. Le polyacide lactique (PLA)

Figure07 :PLA(Dorgan et al ., 2010).

Le polyacide lactique (PLA) est un matériau thermoplastique biodégradable qui peut é&tre
produit a partir de ressources renouvelables. Le polymeére est d'un intérét pour la production
de films pour des applications d'emballage. Cependant, la plastification du PLA est
nécessaire afin d'obtenir des films ayant une flexibilité suffisante (Sungsanit,et al., 2010) et
limiter sa dégradation (Dorgan et al ., 2010).

Comme la majorité des polyesters aliphatiques, le PLA présente une stabilité thermique
médiocre en milieu fondu. De nombreuses réactions a 1’origine de la diminution de la masse
molaire du PLA peuvent se produire pendant la mise en forme sous I’effet de la température,
du temps de séjour, du cisaillement, de I’hydrolyse due aux traces d’eau restantes, la
dépolymérisation, coupures de chaine aléatoire thermo-oxydante, la formation d’oligoméres
cycliques d’acide lactique de faible masse molaire.

Ainsi, pour diminuer la dégradation thermique du PLA, il est recommandé de sécher
convenablement le polymére avant 1’opération de mise en forme afin d’éviter la réaction
d’hydrolyse en milieu fondu. Des agents stabilisants peuvent aussi étre employés afin
de limiter la dégradation du PLA. (Dorgan JR.,2010).

1.2.3.1. Structure et synthese du PLA

Le PLA est un polyester aliphatique, linéaire, thermoplastique rigide qui est composé
d’¢éléments constitutifs d’acide lactique (acide 2-hydroxy-propénoique) (Pluta et al.,2007)

11
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Figure 8: Structure moléculaire du Poly (acide lactique) (Dana et al., 2006)

1.2.3.2 Propriétés du PLA
Le PLA présente les propriétés suivantes (Anthony Loiseau.,2009)
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Une rigidité importante.

Une trés bonne propriété optique en termes de transparence et de brillance.

De bonnes proprietés barrieres aux graisses, aux huiles et aux aromes.

Des propriétés barrieres aux gaz (CO2, O2), ce qui lui permet d’étre intermédiaire aux

différents polymeres de grande diffusion.

Une faible tension superficielle permettant une impression facile.
Soluble dans majorité des solvants organiques communs comme le THF, I’acétone, le

chloroforme.

le PLA est sensible a la conjugaison de I’humidité, et de la température. Il est

recommandé de sécher le polymere avant utilisation.

Tableau I1: Les propriétés physico-chimiques et mécaniques du PLA (Okada et al .,1995)

Caractéristiques PLA
Densité 1.25

Température de transition vitreuse (°C) 58

Température de fusion (°C) 165-180
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Elongation a la rupture (%) 9

Biodégradabilité a 60 jours en compost (%) 100

Perméabilité a la vapeur d’eau (g.m-2j-2) a | 172
25°C
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Stress oxydatif et systéme antioxydant

I1. Stress oxydatif et systéme antioxydant

I1.1.Stress oxydatif

Le stress oxydant ou le stress oxydatif, est défini comme un déséquilibre entre la production
d'oxydants et les mécanismes de défense antioxydant au sein d'un méme organisme, ce qui
conduit a des dommages dans les biomolécules comme les lipides, les protéines et les acides
nucléiques. Ces dommages sont impliqués dans le développement de nombreuses pathologies
chroniques notamment le cancer, le diabéte, les maladies inflammatoires, les maladies
cardiovasculaires, le vieillissement prématuré et les maladies neurodégénératives (Matschke
et al., 2019 ; Guillouty, 2016). Le stress oxydatif devient anormal lorsque les cellules sont
soit dépassées par la quantité des radicaux libres a ¢liminer, soit ne disposent pas de
ressources antioxydantes (vitamines, oligoéléments, enzymes) suffisantes pour les éliminer

(Niki, 2018; Tu et al., 2019)

I1.2. Espéces réactives ou radicaux libres.

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atome ou molécule) contenant un ou plusieurs
¢lectrons non appariées dits électrons célibataires, ces radicaux peuvent se former par
transferts mono-¢électroniques ou par scission homolytique de liaison covalente. Cette
molécule est extrémement instable et réagit rapidement avec les molécules voisines non
radicalaires. La formation des radicaux libres se fait de de maniére spontanée et
continuellement dans I’organisme humain. Le maintien d’un niveau cytotoxique de ROS est
assuré par des systemes antioxydants (hocine & Gorinec, 2017). Plus de 90 %, de I’oxygene
consomm¢ par les cellules est catalytiquement réduit par quatre €lectrons pour produire deux
molécules d’eau. Cependant, ’0O2 peut étre réduit par moins de quatre électrons, par certaines
oxydases, donnant ainsi naissance a des especes oxygénées partiellement réduite et hautement
réactivé appelées especes réactives de 1’oxygéne (ERO). Les especes réactives oxygénées
(ERO) incluent les radicaux libres comme le radical hydroxyle (OH.), le radical superoxyde
(O2 i-) et sa forme protonée (HO?2.), le radical peroxyl (ROO.) et les especes non radicalaires
comme le peroxyde d’hydrogene (H202) et I’oxygene singulet (O2) sont des molécules
hautement réactives produites dans les organismes vivant sous des conditions physiologiques
et pathologiques. D’autres espéces radicalaires dérivent de 1’azote nommés les especes
réactives du nitrogene incluent le radicale monoxyde d’azote (NO.), I’anion peroxynitrite
(ONOO-), le radicale dioxyde d’azote (NO2.) et d’autres oxydes d’azote sont produit par la

réaction du monoxyde d’azote avec 1’0O2. (Santo et al.,2016).
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I1.3. Sources des espéces réactives

Les ER peuvent étre produits a partir des sources endogenes et/ou exogenes.

I1.3.1. Sources endogénes

Parmi les sources endogeénes, on peut citer les enzymes de la chaine respiratoire
mitochondriale, la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, la NO synthase, le cytochrome
P450 et les peroxysomes. En outre, quelques métaux de transition tels que le fer et le cuivre

peuvent générer des ER par la réaction de Fenton (Poprac et al., 2017) .

I1.3.2. Sources exogénes

Les espéces réactives dans un systéme biologique peuvent étre produits par plusieurs facteurs
exogenes comme :

Le rayonnement solaire : les rayonnements ultraviolets induisent une rupture des liaisons dans
les molécules réactives ce qui favorise la formation des radicaux libres (Santos-Sanchez et
al., 2019).

Les xénobiotiques: l'organisme tend généralement a convertir les substances chimiques
étrangeres (xénobiotiques) en substances moins dangereuses et moins toxiques
(détoxification), en favorisant la libération des radicaux libres. En fait, la toxicité¢ de
nombreux médicaments est due a leur conversion en métabolites de nature radicalaire. En
plus, certains métaux lourds peuvent favoriser la formation des radicaux libres lorsqu’ils sont

absorbés massivement par l'organisme (Grara et al., 2012).

La présence des contaminants, des additifs ou des pesticides dans les aliments peuvent
¢galement devenir une source de radicaux libres.

Les maladies: les radicaux libres se produisent également durant certaines pathologies. Lors
d’une crise cardiaque, par exemple, l'apport d'oxygéne et de glucose musculaire suspendu

favorisent la production de nombreux radicaux libres (Santos-Sanchez et al., 2019).
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Tableau III : sources endogenes des ER.

Enzyme Réaction catalysée ER génére Référence
NADPH NADPH +20; —— NADP "+ H" +20;" | Anion superoxide {Garrido-
oxydase (0 urbani et al_,
- 2014)
Xanthine Hypoxanthine + O — Xanthine + O;~ | Anion superoxyde (Favier,
oxydase (05 2003)
(X0) i
NO synthase | Arginine + O, — 4 Citrulline + NO Monoxyde (Santos-
d’azote (NO) Sanchez et
al., 2019)
Cytochrome O;+1le — O Anion superoxyde | (Delattre et
p . o2
P450 (0,7) al., 2005)
Peroxysome RH;+ 03 — R+ H:0s Peroxyde i Delattre et
(Oxvydase) d’hydrogéne al., 2005)
(H.0:)

I1.4. Dommages biologiques causés par le stress oxydatif

Le stress oxydatif a été décrit réellement comme un facteur étiologique crucial impliqué dans
diverses maladies chroniques humaines telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires,
les maladies neuro-dégénératives, I’inflammation, le diabete et le vieillissement (Ghedadba
et al., 2015). Dans des conditions physiopathologiques, la production des ER dépasse la
défense antioxydante naturelle des cellules, en provoquant des altérations cellulaires et
tissulaires plus ou moins graves. Ces dommages oxydatives touchent divers biomolécules, en
particulier les protéines, les lipides et I’ADN (Figure 1), et conduisent a la dégradation et a la

mort des cellules (Ghedadba et al., 2015).
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Figure 09: dommages induits par le stress oxydant (Poprac et al., 2017).
I1.5.Conséquence du stress oxydatif

IL.5.1. Peroxydation lipidique

L’attaque des doubles liaisons lipidiques membranaires par les radicaux libres induit des
processus d’oxydations en cascade puis une désorganisation compléte de la membrane ; c’est
la peroxydation lipidique (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Dans un premier temps, un radical
libre ajoute un oxygéne pour former un radical peroxyle (ROO¢) qui devient suffisamment
réactif pour arracher un proton d’un acide gras voisin, en propageant ainsi la réaction en

chaine (Haleng et al., 2007).

I1.5.2. Oxydation des protéines

Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoque 1’oxydation de certains résidus et des
groupements carbonylés, des clivages des chaines peptidiques, des ponts intra- et inter-
chaines peptidiques et, par conséquence, une agrégation et une inactivation de plusieurs

molécules protéiques (Haleng et al., 2007).

I1.5.3. Dégradation d’ADN

Les radicaux O2e+-et OHe peuvent interagir avec les désoxyriboses et les bases puriques et
pyrimidiques de I’ADN. Non réparés, les lésions induites entrainent des modifications
géniques et des mutations toute en conduisant a 1’altération du message génétique et par

conséquence au déclenchement du cancer et du vieillissement (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
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1.6. Systéme antioxydant
1.6.1. Définition

Un antioxydant est une substance qui, a faibles concentrations, retarde ou empéche
I’oxydation d'un substrat. La structure chimique de cette substance permet de comprendre le
mécanisme de la réaction antioxydante. En fait, les antioxydants font 1’objet de nombreux
travaux car, en plus de leur utilisation comme conservateurs dans les produits alimentaires, ils
interviennent dans le traitement de nombreuses maladies liés au stress oxydant (Belhadj

Tahar et al., 2015).
1.6.2. Classification des antioxydants

Les systemes biologiques ont une variét¢ d’antioxydants capables de controler les
endommagements cellulaires et tissulaires provoqués par les ERO. En général, ces
antioxydants sont classés en se basant sur leur nature biologique. Pour cela on peut distinguer
deux grandes classes d’antioxydants : des antioxydants enzymatiques et d’autres non

enzymatiques (He et al., 2017).
1.6.2.1. Antioxydants enzymatiques

Les enzymes antioxydants représentent une arme de défense majeure contre le stress oxydatif.
Ils sont capables de s'adapter a 1'évolution des niveaux d'oxydants afin de maintenir 1'équilibre

oxydant/antioxydant (Siti et al., 2015).
a. Superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est I'enzyme de détoxification la plus importante et la plus puissante de la cellule.
Elle est responsable de la réaction de dismutation de O2 *- en H202 catalysées par la suite par

la catalase ou le GPx (Santos-Sanchez et al., 2019).

b. Catalase (CAT)

La catalase, enzyme antioxydant importante, assure la conversion directe d’H202 en oxygene
et en eau et complétant ainsi le processus de détoxification initi¢ par la SOD (Guemmaz et
al., 2018). Elle se trouve principalement dans les peroxysomes et elle utilise le fer ou le

manganese comme cofacteur (Santos-Sanchez et al., 2019).
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¢. Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase agit en neutralisant ’H202 dans 1'eau et les peroxydes lipidiques au

niveau des mitochondries et parfois dans le cytosol a I’aide du glutathion (Pieme et al., 2017).
1.6.2.2. Antioxydants non enzymatiques

Lorsqu'un organisme est expos¢ a une concentration ¢levée des ERO, le systéme antioxydant
enzymatique (endogeéne) est compromis et ne garantit pas une protection compléte de
'organisme. Pour compenser ce déficit, le corps utilise des antioxydants non enzymatiques,
qui peuvent €tre soit endogenes, tel que le glutathion, ou exogeénes dont les plus importants
sont les composés phénoliques (flavonoides), les vitamines (C et E) et certains minéraux (le

sélénium et le zinc). (Magdalena Gornicka et al . ; 2019)
% Vitamine C

L'acide ascorbique ou '"vitamine C" est un antioxydant monosaccharide trouvé chez les
animaux et les plantes. En revanche il ne peut pas étre synthétisé¢ chez I’homme (Lobo et al.,
2010). 1l existe physiologiquement sous la forme de 1’anion ascorbate. La vitamine C donne
des ¢électrons a d'autres composés et empéche leur oxydation (Asima et al., 2014). C’est un
agent réducteur et peut réduire et ainsi neutraliser les ROS tels que le peroxyde d'hydrogéne

(Lobo et al., 2010).

—C

H 0

&
Figure 10: structure chimique de la vitamine C (Popova, 2019)
% Vitamine E

Est un composé lipophile mono phénolique (Descamps et al., 2006 ) qui sont des vitamines
liposolubles ayant des propriétés antioxydantes, piégeant les radicaux libres (Lobo et al.,
2010) la vitamine E, comme la vitamine C, est trés efficace du fait de sa faible proportion a

étre un donneur d’électrons. Elle agit principalement par le transfert direct d’atomes
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d’hydrogene, elle joue un réle important et abondant qui protége la membrane cellulaire de la

peroxydation lipidique. (Pourrut, 2008)
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Figure 11 : Structure chimique de la vitamine E (Annahazi et al., 2007)
% Les caroténoides

Les caroténoides, y compris la vitamine A, qui se trouve dans les aliments, est appelée
caroténoides ou provitamine A. Fruits jaunes et oranges ainsi que légumes a feuilles vertes
fournissent la plupart des caroténoides a notre alimentation. Alpha- et béta-caroténe, lycopéne
et cryptoxanthine sont les principaux caroténoides dans la nourriture ainsi que dans le corps).
Ils peuvent réduire ou piéger les especes réactives de l’oxygene et interférer avec des
réactions radicalaires. Ils peuvent ainsi bloquer ou limiter la peroxydation lipidique (Moussa

et al ., 2019).
I1.7.Antioxydants d’origine végétal :

A la fin du 19éme siecle, les antioxydants sont utilisés pour plusieurs procédés industriels
comme la prévention de la corrosion des métaux et ils sont également utilisés comme agent de
conservation pour les aliments (Emad et al,2017). Les plantes constituent des sources tres
importantes d’antioxydants naturels dont I’efficacité est plus reconnue aussi bien dans
I’industrie agroalimentaire que pour la sant¢ humaine, comme les tocophérols. (zeenat et al .,

2018)
» Tocophérols :

La grande stabilité des huiles végétales, dans les conditions d'oxydation, est due a la présence
d'un taux ¢levé d'antioxydants naturels dont les plus importants sont les tocophérols qui se
présentent sous quatre formes isométriques: alfa, béta, sigma et gamma, Les tocophérols

protégent contre l'oxydation naturelle des acides gras, en particulier les acides gras
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polyinsaturés (AGPI). (zeenat et ses collaborateurs en 2018) ont signalé¢ qu'une molécule de

tocophérol peut protéger 103 a 106 molécules d'AGPL
I1.7.1.Polyphénols naturels comme antioxydants

Les composés phénoliques sont considérés comme ’une des classes abondantes de produits
phytochimique ayant des qualités et des fonctions de promotion de la santé. Parmi les
propriétés biologiques importantes des polyphénols végétaux leur activité antioxydante a
suscité un grand intérét, un certain nombre d'étude ont montré que les polyphénols végétaux
peuvent étre utilisés comme antioxydants contre différentes maladies induites par le stress
oxydatif, les polyphénols sont divisés en deux groupes principaux, les flavonoides et les non

flavonoides. (Dimitrios et al., 2019)
I1.7.1.1. Non flavonoides
Comprennent les acides phénoliques

a. Acides phénoliques :
Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes : les dérivés de I’acide

hydroxybenzoique et de 1’acide hydroxycinnamique ( Brune ton J. 2008.)
a.l. Acides hydroxycinnamiques

Dérivent de l'acide cinnamique et ont une structure générale de base de type (C6-C3). Ces
acides sont trés communs aussi bien sous forme libre que sous forme combinée a 1’¢état
d’esters ou hétérosides Cette catégorie est abondante dans les végétaux et les aliments,
notamment les épices, les fraises, certains fruits rouges et l'oignon dans lesquels les
concentrations peuvent atteindre plusieurs dizaines de milligrammes par kilogramme de

fruits frais (Bravo L. 1998).
a.2. Acides hydroxybenzoiques

Sont des dérivés de 1'acide benzoique et ont une structure générale de base de type (C6-
Cl). Ces composés ont une distribution trés large. Rarement libres, ils sont souvent
estérifiés (Skerget M .et al.,2005) et peuvent également étre amidifiés ou combinés avec
des sucres (O-acylglucosides, Oarylglucosides) ou des polyols tels que I’acide quinique

(Bruneton J. 2008).
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L'acide caféique est le principal représentant de cette catégorie. Il est présent dans de

nombreux végétaux (graine de café, tomate, olive, pomme), en particulier dans les fruits.

Il représente 75 a 100% de la teneur totale en acides hydroxycinnamiques de la majorité des
fruits, principalement sous forme d'ester de I'acide quinique (acide chlorogénique) ( Manach
C. et al 2004) L'acide chlorogénique est présent en trés forte concentration dans la pomme
(430 mg/kg) (Podsedek A.et al .,2000) et dans le café, une seule tasse peut en contenir de 70
a 350 mg (Manach C. et al 2004)

I1.7.1.2. Les flavonoides

Sont les polyphénols les plus répandus dans les tissus végétaux, ils sont présents généralement
dans les grains, la noix, les épices, les herbes aromatiques, les céréales (flavones apigénines,
et lutéolines), et les agrumes : hespéritine et la nargine Les flavonoides contribuent a la teinte
brillante des couleurs bleus écartes et oranges des feuilles, fleurs et fruits (PANCHE et al.,

2016).

Les flavonoides se composent de 15 atomes de carbone et forment 3 cycles (C6-C3-C6)
nommés A, B et C. La variation de structures des flavonoides résulte de I’ampleur et de la
configuration des réactions d’hydroxylation, phyénylation, d’alcalisation et de glycosylation
qui modifient les structures moléculaires de bases, ils sont généralement présents sous forme

glycosylée dans la plante (STALIKAS et al., 2007).

3
2= 4’
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Figure 12 : Structure des flavonoides (Teplova et al.,2017)
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11.7.1.2.1.Classification des flavonoides

Les flavonoides sont classés comme suit :

Flavonols

Flavones

Figure 13 : Distribution des flavonoides présents dans les plantes (Katarzyna et al.,2017)

v" Flavonols

Les flavonols ont une double liaison entre C2 et C3, avec un groupe hydroxyle en position
C3. Les flavanols sont la sous-classe de flavonoides la plus complexe, allant des simples
monomeres (catéchine et son isomere épicatéchine) aux oligomeéres (procyanidines) et autres

composés. (nikolina et al 2017)

Figure 14: Structure chimique de flavonols ( Munawar et al.,2016)
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v" flavones

Les flavones ont une double liaison entre C2 et C3 et sont les flavonoides les moins communs
Les flavones se distinguent des flavonols par I’absence de OH en C3. Les flavones se trouvent

essentiellement dans le céleri, le persil et quelques fines herbes. (CROZIER et al 2009)

Figure 15 : Structure chimique de Flavones. (Munawar et al.,2016)

v" Flavanones

Les flavanones sont associées a de nombreux avantages pour la santé en raison de leurs
propriétés de piégeage des radicaux libres, ces composés provoquent le golit amer des jus et

des écorces d'agrumes, ils sont ¢galement connus sous le nom de flavonoides. (panche et al
.,2016)

Figure 16 : Structure chimique des flavanones. (Munawar et al.,2016)

v" TIsoflavones

Les isoflavones différent des autres flavonoides, par la liaison de I'anneau B a I'hétérocycle C

a C3, et non pas a C2 (Crozier et al., 2009). Les isoflavones sont contenues presque

exclusivement dans les légumineuses (D ARCHIVIO et al.,2007)
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HO

H

Figure 17 : Structure chimique de Isoflavones. (Munawar et al.,2016)
v" Les anthocyanes

Les anthocyanes sont des pigments hydrosolubles, responsables de la plupart des couleurs
rouge, bleu et violet des fruits, 1égumes et fleurs (MAZZAet al .,2004). Les anthocyanes sont
largement distribués dans l'alimentation humaine, ils se retrouvent dans le vin rouge, certaines
variétés de céréales et certains légumes mais ils sont plus abondants dans les fruits. (D

ARCHIVIO et al.,2007)

Oon

Figure 18 : Structure chimique d’anthocyane. (Munawar et al.,2016)

v" flavanols

flavanols sont un sous-groupe de flavonoides avec un carbone C3 saturé dans I'hétérocycle C.
IIs représentent la sous-classe de flavonoides la plus complexe allant des simples monomeres
(catéchine et épicatéchine), aux polymeres de proanthocyanidines qui sont connus aussi

comme des tanins condensés (D ARCHIVIO et al.,2007)
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Figure 19 : Structures chimique de Flavonols (Munawar et al.,2016)

I1.7.1.3.Tanins

Les tanins sont en quelque sorte des métabolites secondaires principalement disponibles les
aliments et les boissons a base des plantes. Le nom << tanin >> Provient du processus
industriel de << tannage du cuir >>dans lequel les peaux d’animaux sont transformées en cuir

par le biais d’un traitement en aval (AKhlash et al.,2019)
I1.7.1.3.1. Classification des tanins

En raison de DI’énorme diversité structurelle des tanins, un systeme de classification

systématique bas¢ sur des caractéristiques structurelles spécifique :
» Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont généralement composés d’une molécule de noyau de polyol,
généralement du glucose, mais d’autre molécules de noyau peuvent inclure le glucitol
I’ammamélose et 1’acide shikimique, dont le groupe hydroxyle des polyols de noyau a été

estérifi¢ avec I’acide gallique. (Naumann et al.,2017)
» Tanins condensées

Les condensées ou les proanthocynidines, sont constituées d’oligoméres ou de polymeres de
sous —unités flavan-3-ol (Naumann et al .,2017) .IIs sont connu lorsque le couplage des
unités individuelles se fait par la position C-4 de la premiére unité liée a C-8 ou C-6 de la
deuxiéme unité , qui peut avoir un modele de substitution différente. Les tanins trouvés dans
le vin rouge et blanc, leur importance pour la vinification dépendent de leur réaction
spécifique aux protéines qui a son tour est directement liée a leur degré de polymérisation. (K

Khanbanaee et al .,2001)
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II1.1. Matiére végétale

La matiere végétale utilisée au cours de cette étude est le thé vert (Camellia sinensis) d’une

marque DIAF acheté dans une supérette a Bejaia Le 12 Avril 2022 a 09:00h.

1 (2) (&)
Figure 20 : Thé vert
I11.2. Préparation des échantillons

Dans un bécher en verre, mettre 10 g de poudre de thé vert dans 100ml d’eau distillé, et
laisser agiter pendant 2 heures, puis filtrer le mélange pour récupérer 1’extrait liquide.

(Figure 21).

0y 2 ©)) (C))

Figure 21 : les différentes étapes de préparation des extraits de thé vert.
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II1.3. Rendement des extractions

Les extraits sont placés dans I’étuve ventilée réglée a 40°C jusqu’a I’obtention d’une maticére
séche. Pour connaitre la masse de d’extrait sec, nous avons pesé les contenants (bécher) avant

et aprés I’opération de séchage.

Les résultats sont exprimés en (%) et déterminés en appliquant la formule suivante :

PF *100
R % =
PI

R : Rendement de I’extraction en %.
Pi : Poids initial avant séchage.
Pf : Poids final de I’extrait aprés séchage.

II1.4. Analyse qualitative
II1.4.1. Le screening phytochimique

L’étude photochimique qualitative permet de détecter les différentes familles chimiques

présentes dans les feuilles de 1’olivier sauvage par des réactions de coloration et précipitation.

e Flavonoides : Réaction a la cyanidine

Iml de chaque extrait est ajouté a 100ul de HCI concentré et quelques copeaux de
magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par I’apparition de la colleur
rouge ou orange. (Sofowara, 1993)

e Tanins

A 1 ml de I’extrait est ajouté 200 ul de FeCL3 1%. La présence des tanins est indiquée
par une coloration verdatre ou bleu-noir. (Van-Burden et Robinson ,1981).

¢ Quinones libres

Sur un volume de chacun de nos extraits, on ajoute quelques gouttes de NaOH 1%.
L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la présence des qui

libres (Oloyde.Ol.,2005)

e Saponosides
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10 ml de I’extrait est agité pendant 15 secondes puis laissé au repos pendant 15 min. Une
hauteur de mousse persistante, supérieur & 1 cm indique la présence de saponosides (N’

Guisan. K et al.,2009). (Ou poudre + eau)

e Terpénoides : Test de Slakowski

5 ml de I’extrait est ajouté a 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique concentré. La
formation d’un anneau marron — rouge a l’interphase indique la présence des trapézoides

(Khan.AM. Et al.,2011).

e Identification des glucosides

A 2g de poudre de feuilles, on ajoute quelques gouttes d’acide sulfurique, la formation d’une

coloration rouge brique ensuite violette traduit la présence des glucosides.

o Mucilages

Introduire 1ml d’extrait dans un bécher puis ajouter 5 ml d’alcool absolu et laisser agir

pendant 10 min. La réaction positive se traduit par I’apparition d’un précipité floconneux.

e Irridoides

A 2 ml D’extrait on ajoute quelque goutes d’acide chlorhydrique, et on chauffe le mélange.

Une coloration bleu est obtenue.

e Composés réducteurs

Introduire 1 ml d’extrait dans un tube a essai, ajouter 2 ml de liqueur de Fehling, incuber
pendant 8 min dans un bain Marie & 100C°. L’apparition d’une coloration rouge brique

indique la présence des composés réducteurs.

I11.4.2. Chromatographie Phase liquide Haute pression

L’analyse des composés phénolique a ét¢ réalisé¢ avec une HPLC de type Dionix UltiMate
3000. Les échantillons ont été filtrés a travers un filtre 8 membrane de 0,45nm et 20 pL de
chaque échantillon ont été injectés pour l'analyse HPLC. La phase mobile était composée de
3 % acide formique (solvant A) et méthanol de qualit¢ HPLC (solvant B) a un débit de
Iml/min. L'élution a été réalisée avec un gradient commengant a 20% B pour atteindre 60% B
a 30 min, 100% B a 37 min et 20% B a 40 min. Les Chromatogrammes ont été enregistrées a
280 nm. Des composés phénoliques ont été identifiés en comparant les temps de rétention et

les données spectrales avec celles des normes authentiques.
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I11.4.3. La spectroscopie Infrarouge

La spectroscopie IRTF est une technique d’analyse qualitative et quantitative utilisée pour
I’identification des groupements fonctionnels qui apparaissent sous forme de bande
d’absorption. Elle consiste a soumettre la molécule au rayonnement IR. Les spectres IR du
PLA, et de I’extrait aqueux de thé vert ont été enregistrée a 1’aide d’un spectrophotomeétre
infrarouge a transformée de Fourier de modéle SHIMAZU FTIR-8400S, piloté par un
ordinateur muni d’un logiciel de traitement avec une résolution de 4 cm™, dans la région 4000
cm ' a400 cm™.

II1.5. Analyse quantitative
II1.5.1. Dosage des polyphénols
e Principe

Le dosage des polyphénols dans les extraits étudiés (thé vert), est effectué selon la méthode de
Follin Ciacalten (Boizot et al., 2006). Le réactif utilisé est constitué d’un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo12040) de couleur
verte. Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des composés phénoliques par ce
réactif, qui entraine la formation d’un nouveau complexe d’oxydes métalliques de tungsténe
et de molybdene de couleur bleu. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité

de polyphénols présents dans les extraits (Ribéreau-Gayon, 1968).
e Mode opératoire

Dans des tubes a essais et a I’aide d’une micropipette, 200ul de chaque extrait (dilué 1/100)
est ajouté a Iml du réactif Follin-Ciacalteu (dilu¢ 1/10), puis agité pendant Imin. 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’obscurit¢ pendant lheure. L’absorbance est ensuite lue a  A=765nm par un
spectrophotometre UV-Visible. La concentration en polyphénols est déterminée en se référant
a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant 1’acide gallique comme standard. Les

concentrations sont exprimées en mg Equivalent acide gallique/1g de la matiere seche.
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II1.5.2. Dosage des tanins

Cette méthode a ¢té décrite par Swain et Hillis (1959), elle implique la réaction de la vanilline
préparée dans une solution d’acide sulfurique a 70% avec le noyau A de flavan-3-ols ou des
flavan-3,4-diols pour former un produit de condensation rouge qui peut étre mesuré¢ par la

spectrophotométrie a 500 nm .

La méthode de la vanilline a été utilisée pendant de nombreuses années comme méthode
colorimétrique pour le dosage des tanins condensés en raison de sa sensibilit¢ et de sa

simplicité¢ (Desphande et al., 1986).

Le protocole de dosage est le suivant : 1ml de chaque extrait (dilu¢ 1/100), est ajouté a 2ml
de la vanilline (1g/100ml d’acide sulfurique 70%). L’ensemble est mélangé, les tube sont
incubés pendant 20 min dans le bain marie a une température de 50 C°. La lecture est faite a

I’aide d’un spectrophotometre (Thermo) avec une longueur d’onde égale a 500 nm.

Les résultats obtenus sont exprimés en mg Equivalent cyanidine par 100g de matiere seche
(mgEC/100g de MS), en utilisant la formule suivante :

(AbS * MM * FD = 1000)
£

C(mgEC/100g) =

Abs : Absorbance a 530nm
MM : Masse molaire de la cyanidine (287.24g/mole
FD : Facteur de Dilution (1/100)
& : Coefficient d’extinction molaire de la cyanidine (¢ =34700Lmol'cm™ )
I11.5.3. Dosage des flavonoides
La méthode du trichlorure d’Aluminium (Bahorum et al.,, 1996) est utilisée pour
quantifier les flavonoides dans les différents extraits. La méthode de dosage des flavonoides

repose sur la capacité de ces composés a former des complexes chromogenes avec le chlorure

d’aluminium (AICIl3).

Le protocole de dosage est effectué comme suite: 1ml de chaque échantillon ou de
standard quércétine (dilué dans 1’éthanol), est ajouté a 1ml de la solution d’AICl; (2%). Apres
10min d’incubation, 1’absorbance est lue a 430nm par un spectrophotometre UV-Visible. Les
concentrations des flavonoides des différents extraits sont déduites a partir de la courbe
d’étalonnage, établie avec la quércétine, et sont exprimées en milligrammes équivalents

quércétine par gramme de la matiere seche.
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I11.5.4. Détermination de la teneur en pigments liposolubles

Les colorants ou « pigments » dont la plupart sont d’origine végétale forment une gamme tres
¢tendue (du jaune au bleu, en passant par le vert et méme le noir). La chlorophylle, le
lycopéne et le B-caroténe sont parmi les colorants les plus rencontrés et les plus utilisés dans
les industries agroalimentaires .A des doses réglementées, ils ont bénéfiques pour la santé.
Certains d’entre eux sont connus pour leur activités antioxydantes, antimutageénes, voire
anticarcinogeénes (kamal et al., 2000; bouchet et al.,2005; ben mansour et latrach

tlemcane,2009)

Dans le but de quantifier leur teneur dans nos plantes, nous avons opté pour la méthode
décrite par Barros et ses collaborateurs (2011). 150 mg de poudre végétale sont agitées
vigoureusement apres avoir ajouter 10 ml du mélange acétone-hexane (4/6.v/v) pendant 1 min
puis filtrés. L’absorbance du filtrat est mesurée par la suite a différentes longueurs d’onde

(453, 505, 645 et 663 nm)

La teneur en pigments est calculée suivant les équations indiquées ci-dessous et exprimée en

mg/100g de matic¢re végétale seche .
B-caroténe (mg /100 g )=0.216*As63 -1.220* Ag45-0.304* A505+0.452% A 453
Lycopéne(mg /100g)=-0.458* A¢63+0.204* A645-0.304* As505+0.452% A4s3
Chlorophylle a (mg/100g)=0.999* A¢63-0.0989* Ag4s
Chlorophyle b (mg/100g)=0.328* Ase3+1.77* Asas
IIL.5.5 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 méthode est basé sur la
mesure du piégeage des radicaux libres de DPPH* (1,1-diphényle-2-picrylhydrazyl) de

couleur violette.
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NO, NO,
. H
O,N N—N + AAH— O,N N—N + A"
NO, NO,
DPPH violet (Radical libre) (Forme réduite)

Figure 22 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH* (AnonymeVI)

e Mode opératoire

Le protocole est le suivant : 1ml de chaque extraits est ajouté a 2ml de DPPH* Le mélange
est laissé a 1’obscurité pendant 30min et la lecture de I’absorbance est faite contre un blanc a

517nm et le contrdle dont I’absorbance est mesuré dans les mémes conditions que les extraits.

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

I’équation ci-dessous :

(Abs Controle - Abs Extrait)
1% = x 100
Abs Contole

I11.5.6. Le pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP)

Cette méthode est basée sur I’aptitude des extraits a réduire le fer ferrique (Fe3+) en fer
ferreux (fe2+).Le mécanisme est connu comme étant un indicateur de I’activité donatrice

d’¢lectrons. Caractéristique de 1’action antioxydante des polyphénols (Yildirim et al ,2001).

Elle consiste a mélange 1ml de I’extrait a différentes concentration avec 2.5 ml de tampon
phosphate (0.2M.Ph 6.6) et 2.5 ml d’une solution de ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6 a
1%(m/v). Le mélange obtenu est incubé a 50°C pendant 20 min, puit 2.5 ml d’acide
trichloracétique (CCL3COOH) a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction. Le mélange est
additionné 2.5 ml d’eau distillée et 0.5 ml de chlorure de fer (FeClI3) a 0.1%. L’absorbance du

milieu réactionnel est déterminée a 700 nm (Oyaizu,1986).

L’augmentation de I’absorbance dans le milieu réactionnel indique une augmentation du
pouvoir réducteur des extraits testé. La concentration CE50, qui est définie comme étant la

concentration effective a laquelle I’absorbance est égale a 0.5, est un indice utilisé pour
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comparer et exprimer la puissance des capacités réductrices des substances bioactives.

(Oyaizu,1986).
II1.6. Activité antibactérienne
II11.6.1 Les souches testées

e Choix des souches

Les souches bactériennes choisies pour cette ¢tude sont des bactéries pathogenes et
impliquées fréquemment dans la contamination et 1’altération des denrées alimentaires, nous

avons sélectionné deux groupes de bactéries :

Bactéries a Gram négatif (-) : Escherichia coli (ATCC25922), pseudomonas aerugenosa(
ATCC27853) et salmonella .sp (souche hospitalier)

Bactéries a Gram positif (+) : Staphylococcus aureus résistant a la miticilline (SARM

ATCC43300),
Principe

La méthode est basée sur une technique utilisée 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’espéces 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 aprés un certain
temps de contact entre le produit et le microorganisme cible. L’effet du produit antimicrobien
sur la cible est appréci¢ par la mesure d’une zone d’inhibition, et en fonction du diametre

d’inhibition. (Michel, 2011).
Mode opératoire
» Préparation de I’inoculum

A partir d'une culture pure des bactéries sur milieu d'isolement (gélose nutritive) ayant au
maximum 24h, on racle a l'aide d'une pipette pasteur scellée quelques colonies bien isolées et

parfaitement identiques. Ensuite, on décharge la pipette pasteur dans 10 ml d'eau
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physiologique stérile et on homogénéise la suspension bactérienne; son opacité doit étre
équivalente a 0,5 Mc Farland qui correspond a 10 UFC/ml, puis diluer pour obtenir un

inoculum a 10° UFC/ml (Tyagi et Malik, 2011).
» 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 1’essorer en
le pressant fermement sur la paroi interne du tube, afin de décharger au maximum. Frotter
I’écouvillon sur la totalit¢ de la surface gélosée, séchée de haut en bas, en stries serrées,

répéter 1’opération, deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois (Guinoiseau, 2010).
> Dépot des disques

Dans les conditions aseptiques et a 1’aide d’une pince stérile, des disques de papier

wattman N°40 sont disposés sur 1’agar,

> Expression des résultats

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

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

D’apres (Ponce er al, 2003). La sensibilité aux extraits (thé vert) est classée par le

diamétre des halos d’inhibitions :

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

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

I11.7.Préparation des films Alimentaire

> Préparation des films PLA pur et du PLA incorporé d’extrait de thé vert: Les

différentes étapes de préparation des films sont ; comme suit: 2 g de PLA granulés ont été
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mises sous agitation magnétique dans une solution de chloroforme 20 ml pendant 2 a 3 h a
température ambiante. Ensuite, la solution et séparée et on ajoute a une partie I’extrait a une
proportion de 5% en continuant [’agitation pendant une heure ou plus. Les deux solutions
sont versées dans des boites de Pétri et séchée a la température ambiante pendant 24 h pour
permettre I’évaporation totale du solvant. Enfin, les films préparés sont démoulés.

Une caractérisation des films par Infra rouge est réalisée, et une évaluation de leur activité

antibactérienne.
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IV.1.Rendement des extractions

Les résultats de rendement des extractions de thé vert représentés dans le tableau suivant :

Tableau IV : Rendement des extractions de thé vert

Echantillon Rendement en %
Thé vert 13.066+0.907
Thé vert (Rezzagui. et al.,2009) 1.5+0.05

Selon les résultats illustrés dans le tableau, le rendement de notre extrait de thé vert est de

13.066+0.907 % il est supérieur a celle de (Rezzagui et al.,2009) qui égale a 1.5+0.05% et ¢ca

revient a la source de (inde) et la méthode d’extraction (15g dans 1000L d’eau distill¢)

Le rendement d’extraction dépend de plusieurs facteurs a savoir le temps, la température, le

solvant d’extraction et la nature chimique de I’échantillon (Su et al. 2005).

IV.2.Etudes phytochimiques

L’éude phytochimique qualitative permet de détecter les différentes familles chimiques

présentes dans les feuilles de thé vert par des réactions de coloration et de précipitation.

(1) : tanins, (2) : flavonoides, (3) : Irridoide , (4) : composés réducteurs, (5) : Mucilage,(6) :

Identification des glucosides , (7) : Saponosides ,(8) : terpenoides,(9) : Quinones libres

* Apres la réalisation des tests phytochimiques on observe que:

X/
*

Les tanins : Ce sont des composés polyphénoliques qui permettent de stopper les
hémorragies et de lutter contre les infections. La coloration verdatre indiqué la
présence des taux importants des tanins dans 1’extrait du thé vert.

Les flavonoides : L'apparition d'une coloration rouge indiqué que la richesse de
I’extrait aqueux du Camellia sinensis des flavonoides

Les composes réducteurs : L’apparition d’un précipité rouge brique indique la
présence des sucres réducteurs dans notre extrait.

Les terpenoides : un terpénoide est un produit naturel ou un composé apparenté
structurellement dérivé de lisopréne. La formation d’un anneau marron-rouge a

I’interphase indique la présence des terpénoides.
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¢ Les saponosides : sont des hétérosides a génie stréroidique ou triterpénique dont les
solutions aqueuses ont des propriétés tensioactives et aphrogénes, la formation d'un
mousse d’hauteur supérieure a 1 cm indique que I’extrait de thé vert contient de
saponines.

¢ Identification des glucosides :La formation d’une coloration rouge brique ensuite
violette traduit la présence des glucosides

% Mucilages : est une substance polyosidique (composée de glucides) présente chez de
nombreux végétaux, La réaction positive se traduit par 1’apparition d’un précipité
floconneux

% TIrridoides : sont des composes bicyclique dans lesquels les variations structurales
Une coloration bleu est obtenu indique la présence de Irridoides.

% Quinones libres : L’apparition d’une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet

indique la présence des quinones libres.

Tableau V: Tests photochimiques d'extrait aqueux de Camellia sinensis

Composé Présence(+)/Absence(-)
Tanins +
Flavonoide +
Irridoides -
Composés réducteurs +
Mucilage +
Identification des glucosides +
Saponosides +
Terpénoides +
Quinones libres +
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IV.3. Analyses HPLC d’extrait Thé vert

Le profil chromatographique d’extraits Thé vert analysés

|Chromatogram ]
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Figure 23 : Profil du chromatogramme de thé vert

Integration Results

Mo. Peak Name Retention Time Area Height Relative Area Relative Height Amount
min mAaU*min maU % % n.a.

1 ¥.702 23.429 35016 15.11 3.56 n.a.

2 17.623 13.263 28185 8.56 287 n.a.

3 33.980 2.375 36.275 1.53 3.69 n.a.

4 35.620 3787 40.505 2.44 412 n.a.

5 37.035 112173 542,819 72.36 85.76 n.a

Total: 155.026 982.800 100.00 100.00

Tableau VI : des résultats HPLC :

Les acides Thé vert
Acide caffeique +
Acide coumarique +

(-) absences (+) Présence

L’analyse par HPLC, Présente la présence de 1’acide coumarique, Acide caffeique
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IV.4.Analyse par spectroscopie infrarouge
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Figure 24: Spectre infrarouge de thé vert

Le spectre IRTF représenté en figure 1 permet de déterminer les bandes caractéristiques

d’extrait de thé .

e On remarque que la bande caractéristiques O-H de p polymére de thé et de thé vert est

différente.

IV.5.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 teneur
en polyphénols estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu pour extrait de thé vert a été

rapportée en mg équivalent d’acide gallique/100ml d’extraits.
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Tableau VII : Teneurs en polyphénols pour thé vert

Echantillon Teneur en polyphénols (mg EAG/100ml)
Thé vert 884,738 +£4,556
Thé vert (Barcirova,2010) 54.012+0.096

Les teneurs en polyphénols des extraits the vert varient de 884,738 = 4,556 mg EAG/100ml.

Avec 54.012+0.096 mg EAG/100ml (Brcirova,2010) montrent que notre extrait est trés riche
en polyphénols. En effet la teneur phénolique une plante dépende d’un certain nombre de
facteur a savoir les conditions climatiques, les pratiques culturelles, na maturité a la récolte et

les conditions de stockage.
IV.6. Teneur en tanins

Les compositions chimiques de thé vert inclut des tanins, une famille chimique regroupant
certains polyphénols ayant la propriété de condenser avec sucre ou une autre molécule a forte

poids moléculaire. (Bruneton Jean.,1999 ,Mossion Aurélie.,2007)

Les tanins sont des substances d'origine organique que I'on trouve dans pratiquement tous les
végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.), caractérisées par leur

astringence (sensation de desséchement en bouche) (Messai. ,2011).

(NGhedadba et al., 2015) ont rapporté que 1’extraction des tanins condensés dépend de leur
nature chimique, du solvant utilisé et des conditions opératoires. Or, les teneurs en tanins
condensés peuvent étre variables aussi en raison de plusieurs facteurs tels que : la sensibilité
des tanins a des plusieurs voies de dégradation (I’oxydation, la lumiére...), le stade de maturité

des fruits, les conditions culturales, climatiques, pédologiques ou le stress de prédation.

Tableau VIII: Teneurs en tanins dans le thé vert.

Echantillons Teneure en tanins en(mgEQC/100ml)
Thé vert 66,55+0.67
Thé vert (Ghedadba et al .,2015) 15.68+0.08

Les résultats obtenus sont exprimés en (mg EQC/100ml) d’extrait de thé vert.
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Les résultats obtenus dans cette étude montrent que 1’extrait de thé vert est plus riche en
tanins avec une teneur égale a 66,55+0.67 (mg EQC/100ml), tandis que I’extrait de thé vert
(Ghedadba et al .,2015) est moins riche avec une teneur en tanins de 15.68+0.08
(mgEQC/100ml). Et ¢a revient au mélange qui €t€ maintenu au bain-marie a 80C° pendant 30

min contrairement a notre extrait qui ét¢ maintenu a 50C° pendant 20 min.
IV.7.Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides a été évaluée en utilisant la méthode colorimétrique au trichlorure
d’aluminium AICI3. Ce dernier forme un complexe trés stable avec les groupements
hydroxydes OH des phénols. Les résultats ont été déterminées a partir de 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage: y = 0,439X-0,0004, R* = 0,999. Les
concentrations des extraits sont exprimées en mg équivalent de quercétine (EQ) par 100 ml

d’extraits (mg EQ/100M1).

Tableau IX : Teneurs en flavonoides pour thé vert

Echantillon Teneur en flavonoides (mg EQ/100ml)
Thé vert 750.312+4.419
Thé vert ( chandrima Das et al.,2019) 5.755+2.160

Les flavonoies sont les polyphénols les plus abondants et le groupe le plus important auquel
on attribue les effets antioxydant du thé. Les flavonoides se divisent plusieurs sous- familles

chimique. (sinija.,2008)

Les résultats obtenus montrent la richesse de Camellia sinensis en flavonoides dont la teneur
est 750.312+4.419 mg équivalents quercétine /100ml d'extrait .nos valeur sont largement
suppérieures a celle obtenu par chandrima et al.,2019 correspondant a 5.755+2.160 (mg
EQ/100ml) et cela revient a quantité¢ d’extrait de thé vert prélevé, et 1’origine de la plante

camillia senensis.

Les flavonoides constituent généralement 2 a 3 % des feuilles de thé séchées et sont largement
responsables de leur goit distinctif, de leur couleur et de leurs multiples bienfaits pour la

santé. (Shi et al,2021).
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IV.8. Teneur en pigments liposolubles
++ La chlorophylle aet b

La chlorophylle b se différencie de la chlorophylle a par la présence d’un groupe formyle a
la place d’un groupe méthyle en position C (7) (Figure 1.4b.). Sa structure a été établie par
corrélation chimique avec la chlorophylle a. La stéréochimie et I’alcool estérifiant des
chlorophylles a et b (le phythol) sont identiques. La chlorophylle b est un pigment qui
accompagne la chlorophylle a dans les prochlorophytes, les chlorophytes, les
micromonadophytes et les plantes vertes. Ces dernieéres sont phylogénétiquement les plus

évolués des organismes capables de photosynthése.

La chlorophylle b n’est présente que dans les complexes jouant le role d’antennes qui captent
I’énergie lumineuse, contrairement a la chlorophylle a qui est aussi impliquée dans les centres
réactionnels. Ainsi, un rapport approximatif de 1a chlorophylle b pour 3 chlorophylles a peut
généralement étre mesuré dans les prochlorophytes, les algues vertes et les plantes vertes.
Comme la chlorophylle b absorbe la lumiére a des longueurs d’onde différentes de celles de la
chlorophylle a. En effet, elle permet aux organismes qui la possedent d’utiliser plus
efficacement I’énergie lumineuse du soleil. Ceci justifie sa présence exclusive dans le systéme

d’antenne.

La chlorophylle a n'a été détectée que chez certaines plantes tel que E. arvense (9,7 mg/g), M.
officinalis (15,7 mg/g ). Contrairement a la chlorophylle b qui a été identifiée dans 21 plantes.

La teneur en chlorophylle b variait de 2,3 mg/g a 75,2 mg/g) (Loranty et al.,2010)
% Caroténoides (B_caroténe)

Les caroténoides sont des pigments lipophiles jaune orange- rouge d’origine végétale. Plus de
600 composés sont identifiés. Ils conferent aux plantes et aliments végétaux, leur couleur
rouge et orange qui apparaissent lorsque la chlorophylle disparait. Ils sont exclusivement
synthétisés par les plantes, mais peuvent s’accumuler chez certains animaux (Djuric et al.,

2001).

Le B-caroténe est la forme de caroteéne la plus répandue. C'est un précurseur de la vitamine A

désigné comme « provitamine A »

Le carotene est un pigment présent dans des végétaux et qui leur donne une coloration rouge

ou orangée. Dans les végétaux chlorophylliens, les caroténes ne servent pas directement a la
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photosyntheése mais ils limitent les quantités d'especes réactives de 1'oxygene : ce sont des

antioxydants

Les caroténoides dont (lutéine, lycopene et b-caroténe) sont des pigments présents dans une
large variété de légumes et de fruits .Des études in vitro et in vivo ont montré que les
caroténoides peuvent inhiber la production d'especes réactives de l'oxygene et empéchent
ainsi la photo inactivation des protéines antioxydantes, la peroxydation des lipides, et les

dommages a 'ADN .

En effet, plusieurs essais cliniques ont montré que le b-caroténe peut diminuer l'intensité de
I'érythéme causé par la lumicre du soleil. Donc ils constituent avec les polyphénoles des photo
protecteurs aux propriétés anti-photo cancérigénes qui présentent le potentiel d’améliorer la
protection systémique non seulement contre les UV mais aussi contre les rayons de visible et
de l'infrarouge (Granger et al.,2020).
% Lycopéne

Le lycopéne est un pigment naturel, appartenant a la famille des caroténoides, synthétisé par
les végétaux et les microorganismes, contrairement au [ caroténe. Le lycopéne est le
terpenecaroténoidien le plus abondant dans le fruit de tomate (Boumendjel ez al., 2012). 11
doit son nom au nom latin de la tomate « Solanum lycopersicum », il donne de la couleur a

certains aliments.

Le lycopene est un pigment rouge que l'on trouve dans les tomates .il possede une forte
propriété antioxydante, anti-inflammatoires qui aident a réduire les risques de maladies
chroniques et systémiques et des propriété anticancéreuse. La disponibilité du lycopéne est
¢élevée dans le corps humain par rapport aux autres caroténoides. Il protege de la peroxydation
lipidique et de la neutralisation des radicaux hydroxyles. L'activité antioxydante du lycopéne
est due au mécanisme de l'activité de piégeage des especes réactives de 1'oxygene (ROS)

Mukundh V et al.,2021)

Tableau X : Teneurs en pigments liposolubles pour

B-Carotene Lycopene chlorophylle a chlorophylle b

Thé vert 0.043 3.61 8.847 13.909
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IV.9. Piégeage de radical DPPH et le pouvoir réducteur

Le test du pouvoir réducteur met en évidence la capacité¢ d’une molécule a réduire un oxydant
en lui cédant un électron, permettant ainsi de bien apprécier 1’activité antioxydante de 1’extrait
testé. De nombreux auteurs considérent la capacité réductrice d’un composé comme
indicateur significatif de son pouvoir antioxydant (Huang et al.,2002 ; Bourgou et al., 2007 ;
Li et al., 2009).

La méthode du DPPH- est basée sur la réduction d’une solution méthanolique de DPPH- en
présence d’un antioxydant qui donne un proton.

La réduction du radical DPPH" s’accompagne par son passage de la couleur violette
caractéristique de la solution de DPPH" a la couleur jaune (le diphényl-picrylhydrazine) (
Talbi et al.,2015). L’intensité¢ de la coloration est inversement proportionnelle a I’activité
antiradicalaire des échantillons étudiés ; la capacité de réduction est alors déterminée par une
diminution de I’absorbance induite par ces échantillons. ( Talbi ez al.,2015).

Le pourcentage d’inhibition du radical qui permet d’évaluer I’activité antioxydante, a été
calculé a partir des valeurs obtenues par spectrophotometre UV-visible a 517 nm

Tableau XI : Les résultats obtenus pour le test de DPPH et le pouvoir réducteur de Thé vert

Echantillon Pouvoir réducteur (%) DPPH*(%)
Thé vert 64.433 56.401

L’extrait de thé vert montre que I’activité anti-radicalaire (DPPH*) un peut faible avec un

pourcentage de 56.40% par rapport Au Pouvoir réducteur qui égale a 64.433 % .

IV.10.L’activité antibactérienne de thé vert

L'activité¢ antibactérienne de I'extrait méthanolique de Came/lia sinensis sur les différentes

souches bactériennes testés. (Annexe II)
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Tableau XII : Diameétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne induite par les

extraits du thé vert (mm).

Souches Escherichia | S .aureus Salmonelle.sp | Pseudomonas.aerugenosa
Coli(25922) | (ATCC43300) | (souche (ATCC27853)
hospitalier)
Thé vert 15+1 9 9.840.3 7+1
Thé vert | 9.27+0.10 13.51+0.03 11+0.50 10+0.03
(Ghedadba et
al.,2015)

IV.10.1. Escherichia Coli(25922)

Est un bacille a Gram négatif appartenant a la famille des Enterobacteriaceae, est 1’habitant
commensal le plus répandu des voies gastro-intestinales des humains et des animaux a sang

chaud, ainsi que 1’un des agents pathogenes les plus importants. {Allocati e al,2013).

Les deux extraits de thé vert ont montré une activité inhibitrice envers la croissance de
Eschericha Coli avec un diametre d’inhibition ¢gale a 15+1mm. Qui est supérieur a le thé vert

de (Ghedadba et al.,2015) qui égale a 9.27+0.10mm par ce que ce dernier est chauffé 50c°.

D’apres notre résultat, E. coli elle a le plus grand diamétre d’inhibition par rapport aux autres

bactéries été révélée sensible vis-a-vis a ’extrait de Thé vert.

D’aprés Frazzini et al.,2022, il est bien nécessaire d'utiliser les concentrations les plus
¢levées afin de garantir un effet antimicrobien significatif contre la croissance de O138 E.
coli. L'effet inhibiteur de la croissance était probablement limité en raison de la méthode
d'extraction qui permettait d'obtenir un extrait brut sans étapes de purification ou de

concentration (Frazzini et al.,2022)
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IV.10.2.Staphylococcus aureus (ATCC : 43300)

Est une coque appartenant a la famille des staphylococcacea. En microscopie, il peut étre
isolé en paire ou en tétrade, mais le plus souvent il forme des amas ressemblant a des grappes.
S.aureus est une bactérie immobile, non sporulante et aéro-anaérobie facultative ,possédant a

la fois une catalase et une coagulase positive(Beaudry,2011 ;bernier,2015 ;kara 2014).

Les deux extraits de thé vert ont montré une activité inhibitrice envers la croissance de
Staphylococcus aureus avec un diamétre d’inhibition égale a 9mm. Qui est trés faible par

rapport a celle de (Ghedadba et al.,2015) de diaméetre 13.51+£0.03 mm .

IV.10.3. Pour Salmonelle. sp (Souche hospitaliere)

Les salmonella sont des bactéries mésophiles, ayant une température optimale de croissance
de 35/37°c, cependant les Salmonelles peuvent se multiplier de 5°c a 45°Cavec une croissance

nettement retardée par les températures inférieures a 10°C (Robinson et al 2000)

L’extraits de thé vert ont montré une activité inhibitrice envers la croissance de salmonelle
avec un diametre d’inhibition égale a 9.8+0.3 mm est un peu faible par rapport a celle de

(Ghedadba et al.,2015) de diamétre 11+0.50 mm .
1V.10.4. Pseudomonas.aerugenosa (ATCC27853)

Est un microorganisme qui provoque des infections aigues ou cloniques, parfois graves et
mortelles .elle sévit particulierement en milieu hospitalier et expose les patients présentant un
faible systéme immunitaire. La résistance croissance de certaines souches de cette bactérie

aux antibiotiques fait de ces infections un véritable probléme de la santé.

L’extraits de thé vert ont montré une activit¢ inhibitrice envers la croissance de
Pseudomonas.aerugenosa avec un diametre d’inhibition égale a 7=1 mm tres faible a celle

de (N.Ghedadba et al.,2015) de diamétre 10+0.03 mm.

Les polyphénols inhibent la formation de biofilm bactérien par divers mécanismes, y compris
par la réduction de la motilité bactérienne, adhérence a la surface, et en inhibant l'expression
des facteurs de virulence associés avec un comportement pathogene.

En outre, les polyphénols interagissent avec les membranes cellulaires des Gram positifs et les
bactéries Gram-négatives pour perturber bicouches lipidiques, affectant la fluidité et en

augmentant la perméabilité de la membrane, modifiant ainsi le transport des ions.
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De plus, les polyphénols présentent des activités antibactériennes en inhibant 'ADN gyrase et
bloquer la synthéese des acides nucléiques (Bael et al., 2022).
IV.11.Emballage alimentaire de PLA

Aprées incorporation de ’extrait concentré a raison de 5% dans le PLA, nous 1’avons soumis a

une analyse par infra rouge et a évaluation de son activité antibactérienne.

Résultats de I’analyse par IR :
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Figure 25: Spectre infrarouge de polymeére de thé

Le spectre IRTF représenté en figure 2 permet de déterminer les bandes caractéristiques

polymeére de thé :
*Une bande d’absorption C=0 apparu dans la zone (1500 — 2000) a 1800 cm -1.

*Une bande d’absorption O-H de polymeére de thé apparu dans la zone (3100 — 3700) a 3560

cm -1.

*Une bande d’absorption C=0O apparu dans la zone (1500 — 2000) a 1800 cm-1
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Figure 26 : Spectre infrarouge PLA pur

Le spectre IRTF représenté en figure (6) permet de déterminer les bandes caractéristiques du

PLA. Le spectre révele I’existence de groupements fonctionnels :

*Une bande d’absorption du groupement hydroxyde O-H dans la zone (3100 — 3700) a 3245

cm -1

*Une bande d’absorption apparue dans la zone (1700 - 2000) a 1750 cm-1 correspond aux
caractéristiques du groupement C = O. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvé par

(Bouriche et al, 2019) pour le PLA pure.
Résultats de I’activité antibactérienne

Tableau XIII : Diametres des zones d’inhibition d’emballage alimentaire de PLA.

Echantillon E.coli S.aureus Salmonelle P.aerugenosa
PLA+Thé 7.5 7 6 6
PLA 6 6 6 6

D’apres les résultats qu’na obtenue dans (PLA+ extrais) il a une petite différence entre les

zones d’inhibition avec un faible diamétre entre 6 a 7.5mm. Et pour L’emballage a base de

PLA n’a montré aucune activité antibactérienne.
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Figure 27: Spectre infrarouge de thé vert et polymeére plus extrait de thé .
La figure (7) représente les bandes caractéristiques de polymere de thé et thé vert.

On remarque que la bande caractéristiques O-H de polymere de thé et de thé vert est

différente.

*La bande la plus importante du groupement O-H signifie que le thé est riche en polyphénols.

.

Figure 28: image photographique de PLA avec extrait et sans extrait
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Dans ce travail, nous avons étudi¢ le pouvoir antioxydant et antibactérien des extraits de

thé vert pour pouvoir I’incorporer dans un emballage alimentaire.

Le dosage des composés phénoliques a savoir ; les polyphénoles totaux, les flavonoides , et les
tanins révele que D’extrait de thé vert a une teneur importante de 884.738+4.556 mg EAG/
100ml de 750.312+4.419 mg EQ/100ml et de de 66.55+0.67 mg EQC/100ml d’extrait
respectivement . L’analyse par HPLC, Présente la présence de 1’acide coumarique , Acide
caffeique et BHT dans le thé vert , et ’absence de BHA.et dans le résultat de IR il nous a
identifié¢ deux étalon H-O et C-O. et pour Les pigments liposolubles tels que, la chlorophylle a
et b sont mise en évidence a des concentrations de 8.847 mg / 100ml d’extrait et de 13.909 mg/
100 ml d’extrait de thé vert. Des teneurs respectives de (0.043 mg/ 100 ml) et de ( 3.61 mg
/100 ml d’extrait) sont enregistrés pour le B-caroténe et lycopene.

Le pouvoir antioxydant d’extrait de the vert a ét¢ déterminé par le test de piégeage du
radical DPPH et de pouvoir réducteur. Les résultats obtenus, indiquent que la plus grande
activité est obtenue avec ’extrait de Thé vert est en pouvoir réducteur (64.433%) suivie de la
teneur de piégeage de DPPH (56.401%). Ces activités peuvent étre attribuées a la richesse de
thé vert en composés phénoliques.

L’activité antibactérienne d’extraits de thé vert a ét¢ évalué par la méthode de diffusion en
milieu gélosé ou méthode des disques. D’aprés 1’analyse des résultats obtenus, seulement la
bactérie Pseudomonas.qerugenos (ATCC27853) qui a montré une faible sensibilité envers les
extraits de thé vert de diamétre 71 mm. Les trois autres souches étudiées se sont révélées
sensible avec des diameétres d’inhibition varaint de de 9 £ 0.00 a 9,8 £ 0,3 mm pour
S.aureus(ATTCC43300) et Salmonelle .sp .Par contre Escherichia Coli (ATTCC25922) est
trés sensible puisque le diamétre de son inhibition est de t 15+1 mm.

Les résultats de 1’activité antibactérienne montre une faibles sensibilité des souches vis-a-vis

des films.
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Annex I

Tableau I : L ensemble du Matériels et Réactifs utilisés dans cette étude .

Matériel Réactifs
» Balance analytique(RADWAG » Eau distillée
» Bain marie ( Memmert) » Acide tannique
» SpectrophotométreUV-Visible » Acide sulfurique a 70%
(Thermo) » Lavanilline
» Etuve (Memmert) » Acide gallique
» Autoclave » Le réactif de Follin
» Bec benzene » NaCos
» Verreries (Tubes a essai, éprouvette, » Ethanol
erlenmeyer, bécher, pipette graduée, » DPPH
entonnoirs, boites de pétries ) » Trichlorure d’ Aluminium AICl3
» Ecouvillons, Pince, Anse de platine, » La quércétine
Disque en papier » Le milieu de culture Muller Hinton
» Les bactéries
» Eau physiologique
» La gélose nutritive

AnnexII
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Figure 01:Résultats de Tests phytochimiques d'extrait aqueux de thé vert.




0,5
0,45
0,4
0,35

=
wa

0,25

0,15

Absorbance a 430nm
[=1
(%]

=
[

0,05

Annex III : Courbe d’étalonnage

v = 0,439x- 0,0004
R*=0,9992

T
0,2 04 0,6 0,8 1 12

Concentration en quercétine{mg/mL)

Figure 1 : Courbe étalon pour le dosage des flavonoides
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Figure 2 : Courbe étalon pour le dosage des polyphénols
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Figure 3 : Courbe étalon pour le dosage des tanins

Annex III : Image photographique de HPLC

Figure 1 : image photographique d’appareil HPLC



Annexe IV :Image photographique de infrarouge

Figurel : Infrarouge pour le thé vert.

Figure 2 : image photographique infrarouge PLA.



Annexe V : Activité antibactérienne
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\Figurel : images photographique de test entibactirienne.



Figure 2 : Escherichia coli (Wales et AL.,2001)

Figure 4: Salmonella Sp (Wray et al., 2000).

Figure 3 : Souche de Staphylococcus aureus en

microscopie ¢lectronique (Batabyal et al., 2012).

Figure S: Pseudomonas aeruginosa vue au

microscope ¢lectronique (Cheryle A . Nickerson., 2001)



Résumé

Ce travail s’inscrit dans le cadre de 1’étude de quelques propriétés biologiques de thé vert afin d’incorpores les extrais de thé vert
dans un emballage alimentaire. Dans le but de rechercher de nouveaux composants bioactifs d’origine naturels telles que les
composés phénoliques (polyphénols).

Les résultats obtenus montrent que la teneur en composés phénoliques varie d’un composé a un autre. Les résultats de dosage des
polyphénols ont montré que 1’extrait du thé vert sont tres riche en polyphénols avec une teneur de 884.738 £4.556 mg EAG/100m L.
La quantification des flavonoides par la méthode de trichlorure d’aluminium (Alcls) indique que 1’extrait de thé vert a une grande
quantit¢ de flavonoides (750.312 +4.419, mg EQ/ 100mL), suivi par tanins (66.553 +0.677 mg MgEqC/ 100mL). Ensuit
chlorophylle (A et B), lycopene et Pcarotene, (8.847+2.795 mg/100ml et 14.107+0.172 mg/100ml et 3.610+0.052mg/100ml et
0.426+0.019 mg/100ml) respectivement. De ce fait, le thé vert est beaucoup plus riche en composés phénoliques. L’activité anti-
oxydante est évaluée par la méthode de la réduction de radical libre DPPH* et pouvoir réducteur de valeurs (65.401% ET 64.433 %)
respectivement. Et son rendement est de (13.66+0.907 %) Les résultats de cette étude montrent que 1’extrait de thé vert a présenté
une forte activité contre le radical DPPH (65%) , et les résultat HPLC déxtrait de thé vert a monté que la présence de Acide caféique
et Acide coumarique et BHA et ’absence BHT et pour les résultat de test IR montre deux étalon O-H et C-O .

L’évaluation de I’effet antimicrobien d’extraits de thé vert a révélé un trés faible effet inhibiteur sur la croissance des germes
testés. Seule Pseudomonas.aerugenosa qui a montré une sensibilité envers le thé vert de diamétre (7 £1 mm). Salmonelle.sp et S.
aureus des diametres (9.8+0.3mm , 9 mm) respectivement .E. Coli de grande diamétre (15+1 mm .

Incorporation d’extrait de thé vert dans un emballage alimentaire a base de PLA (Polyacide Lactique) ,Qui a montre des faible
résultat des zone d’inhibitions de diamétre 6 mm.

Mots clés : thé vert, polyphénols, flavonoides, DPPH, I’activité antioxydante, activité antibactérienne, PLA.
Summary

This work is part of the study of some biological properties of green tea in order to incorporate green tea extracts in food packaging.
With the aim of researching new bioactive components of natural origin such as phenolic compounds (polyphenols).

The results obtained show that the content of phenolic compounds varies from one compound to another. The polyphenol assay
results showed that the green tea extract is very rich in polyphenols with a content of 884.738 +4.556 mg EAG/100m L. The
quantification of flavonoids by the aluminum trichloride (Alcl3) method indicates that green tea extract has a high amount of
flavonoids (750.312 +4.419, mg EQ/ 100mL), followed by tannins (66.553 +0.677 mg MgEqC/ 100mL). Then chlorophyll (A and
B), lycopene and Pcarotene, (8.847+2.795 mg/100ml and 14.107+0.172 mg/100ml and 3.610+0.052mg/100ml and 0.426+0.019
mg/100ml) respectively. As a result, green tea is much richer in phenolic compounds. The antioxidant activity is evaluated by the
DPPH* free radical reduction method and reducing power values (65.401% AND 64.433%) respectively. And its yield is
(13.66+0.907%) The results of this study show that the green tea extract presented a strong activity against the DPPH radical (65%),
and the HPLC results of the green tea extract showed that the presence of Caffeic Acid and Coumaric Acid and BHA and absence of
BHT and for IR test result shows two standard O-H and C-O .

The evaluation of the antimicrobial effect of green tea extracts revealed a very weak inhibitory effect on the growth of the
germs tested. Only Pseudomonas.aerugenosa which showed sensitivity towards green tea in diameter (7 +1 mm). Salmonella.sp and
S. aureus diameters (9.8£0.3mm , 9 mm) respectively .E. Large diameter coli (15 + 1 mm.

Incorporation of green tea extract in food packaging based on PLA (Poly Lactic Acid), which showed poor results for 6 mm
diameter inhibition zones.

Keywords: green tea, polyphenols, flavonoids, DPPH, antioxidant activity, antibacterial activity, PLA.
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