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Introduction générale

Depuis l'aube de I'humanité, les plantes ont permis a I'homme non seulement de se nourrir,
de se vétir, de se loger, de se chauffer et de se parfumer, mais aussi de maintenir son
équilibre, de soulager ses souffrances, de préserver et de guérir les maladies qui nuisent a sa
santé (Ouis, 2015).

Les plantes ont été employées pendant des siécles comme remedes pour les maladies
humaines grace a leurs richesses en composés bioactifs présentent une valeur thérapeutique.
Le pouvoir de guérison des plantes provient des effets de leurs métabolites secondaires. Ces
métabolites interviennent dans la défense contre les parasites pathogénes. On distingue
plusieurs groupes de métabolites notamment les phénols (simples phénols, acides
phénoliques, flavonoides, tannins et coumarines) (Khadhri et al, 2013).

Un déséquilibre entre les oxydants et les antioxydants, résultant de 1’augmentation de la
production d’oxydants et/ou la réduction des antioxydants, génere un état de stress dans la
cellule, appelée stress oxydatif. Plusieurs études épidémiologiques et cliniques suggérent que
le stress oxydant joue un rdle important dans la gencse et I’entretien de nombreuses
pathologies humaines (diabéte, maladies cardiovasculaires, cancer, allergies, maladies
neurodégénératives) ainsi que le vieillissement (Hamma et al, 2015).

Le thé vert est une boisson importante pour 'nomme depuis les temps anciens, largement
consommeée et considérée comme bénéefique pour la santé (Lorenzo et Munekata, 2016). Les
polyphénols et la sous-division des flavonoides des thes produits a partir de la plante Camellia
sinensis sont considérés comme les plus importants en métabolites en termes de bénéfices
pour la santé en raison de leur capacité a agir comme antioxydants (Shannon et al, 2018).

Les etudes épidémiologiques suggérent fortement que la consommation réguliére de
polyphénols végétaux, comme ceux que I'on trouve dans le thé et les tisanes, peut protéger
contre le développement de troubles causés par les dommages du stress oxydatif (Shannon et
al, 2018).

le taux de ces molécules dans le thé vert que nous consommons dépend de la méthode
d’extraction que nous utilisons a savoir I’infusion ou la décoction, afin de bénéficier du
maximum des effets bénéfiques de ces molécules sur notre santé , donc ce travail consiste a
comparer les composés phénoliques et d’évaluer ID’activité antioxydante et Iactivité
antibactérienne de thé vert préparé par décoction, méthode la plus utilisée aux pays du
Maghreb et de I’infusion plus fréquente partout dans le monde .

L’objectif de notre travail est de comparer I’activité antioxydante, antimicrobienne et analyse

sensorielle de thé vert préparé par infusion et décoction.
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Notre travail sera présenté comme suit :
La premiére partie est une synthese bibliographique contenant deux chapitres dont :
> Le premier chapitre : englobe les généralités sur le thé (histoire et origine, et quelques
généralités sur le thé vert).
> Le deuxiéme chapitre traite le stress oxydatif et le systéme antioxydant.
La deuxieme partie concerne la partie expérimentale, qui comporte deux parties :
> Le premier chapitre : concerne le matériel et les méthodes de travail utilises ou nous
avons détaillé la préparation des extraits, les principes et les protocoles.

> Le deuxiéme chapitre : présent les résultats et discussion et une conclusion finale.

-
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Geénéralité sur le thé

I.1. Histoire et origine du thé

Le thé a été importé de Chine au XVle siécle par les commercants portugais en Europe, puis
introduit en France comme plante digestive par les jésuites. Le thé est aujourd'hui la boisson
la plus bue au monde aprés l'eau et le café. L’étymologiec méme du nom Camellia Sinensis
confirme I'hypothése de la naissance du thé en Chine, puisqu'il signifie littéralement (Camélia
chinois). La découverte du thé est attribuée a I'empereur Shen Nong qui, selon la légende,
plus de 2 000 ans avant notre ére, se serait endormi a I'ombre d'un arbre, un bol d'eau chaude a
ses cotés. A son réveil, il constata qu'une feuille d'un théier avoisinant, transportée par le vent,
avait terminé sa course dans sa tasse. Néanmoins, Shen Nong but une gorgée de l'infusion
obtenue et il aurait alors été frappé par I'arbme incroyable qui s'en serait dégagé (Robert,
2013).
1.2.Classification systématique
Tableau I : Classification de Camellia Sinensis (Khizar et al, 2015).

Regne Plantea

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Theales

Genre Theaceae

Famille Camellia

Espece Camellia sinensis

Figure 1 : la plante Camellia Sinensis (Tamhane et al, 2021)

=
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1.3.Description botanique

Camellia Sinensis, membre de la famille des théacées, est un arbre ou un arbuste a feuilles
persistantes qui atteint une hauteur de 10 a 15 m a I’état sauvage et de 0,6 a 1,5 m lorsqu’il est
cultivé. 11 posséde des feuilles persistantes avec un grand nombre de branches. Ses feuilles
matures apparaissent vertes-foncées, brillantes, lisses et ovales allongées. Alors que les jeunes
feuilles apparaissent vertes-claires, portant des poils, de courtes tiges de longueur variante de
54 30cm et environ 4 cm de largeur.

Les fleurs portent de nombreuses étamines avec des antheres jaunes et produisent des
capsules rouges brunatres. Le fruit est une capsule trigone a trois cellules aplaties, lisses et

arrondies contenant des graines de taille d’une petite noix (Mahmood et al, 2010).

Figure 2 : Camellia Sinensis (Dieusait, 2018)
1.4.La production et la consommation mondiale de thé
On peut retenir quatre principaux pays producteurs et exportateurs de thé : I’Inde, la Chine,
le Sri Lanka et le Kenya. Certains se sont plus spécialisés dans la manufacture de thé noir,

tandis que d’autres produisent préférentiellement le thé vert (Anonyme 1),
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Tableau 11 : production mondiale de thé par an (en tonnes) (Anonyme I).

Pays Production par an (en tonnes)

Chine 2,414,802

Inde 1,252,174
Kenya 473,000
Sri Lanka 349,308
Turquie 243,000
Viét Nam 240,000
Indonésie 144.015
Birmanie 102,404
Argentine 89,609
Japon 80,200

Dans le monde, 5, 966,467 tonnes de thé sont produites par an. La Chine est le plus
grand producteur de thé au monde avec un volume de production de 2, 414,802 tonnes par an.
L'Inde arrive en deuxieme position avec une production annuelle de 1, 252,174 tonnes. La

Chine et I'Inde produisent ensemble plus de 60% du total mondial (Anonyme I).
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Figure 3 : Volume de production de thé dans le monde de 2004 a 2017 (en millions de
tonnes) (Anonyme I111).
Le monde consomme essentiellement du thé noir et du thé vert (Bernaud, 2004) :
> Le thé noir représente 65% de la production mondiale et 67% de la consommation.

> Le thé vert est surtout consommé en Chine, au Japon et en Afrique du Nord, ou il est

a la base du thé a la menthe. Il connait un engouement croissant dans les pays
occidentaux.

La consommation mondiale de thé par habitant a augmenté a un taux moyen d'environ 3%

par an au cours des dix derniéres années (2010-2019), avec une forte hausse dans les pays
producteurs de thé (Anonyme 111).
1.5. Procédés de fabrication du thé

L’opération consiste a transformer les feuilles du théier en feuilles séchées, afin d’obtenir le
thé a infuser (CNUCED, 2016).
1.5.1. La cueillette

Elle consiste a récolter les jeunes pousses fraiches des théiers matures. La cueillette peut se
faire a la main ou avec une machine de prélevement mécanique. Cependant, la cueillette
manuelle reste la meilleure méthode de récolte du thé. Lorsqu'il est automatise, le processus
n'est pas sélectif, ce qui peut endommager les feuilles et affecter la qualité. En outre, les
constituants biochimiques des feuilles de thé et sa qualité dépendent de la méthode de
cueillette (CNUCED, 2016).
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Figure4 : Cueillette manuelle (Nault, 2015)  Figure 5 : Cueillette mécanisée (Nault, 2015)
1.5.2. Flétrissage

Ce processus est utilisé pour enlever l'exces d'eau des feuilles et de permettre une Iégére
oxydation (CNUCED, 2016). De maniére traditionnelle, les feuilles sont laissées a secher en
plein air ou sous un abri. De maniére industrielle, les feuilles sont étalées sur des claies et

subiront un courant d’air naturel ou provoqué par une soufflerie (Aubert, 2016).

Figure 6 : Fétrissage du the.

1.5.3. Roulage

Apreés le flétrissement, les feuilles sont roulées, soit a la machine, soit (de plus en plus rare)
a la main. Cela sert a tordre les feuilles et a les écraser, libeérent la séve et I’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 porosités de tamisage pour les trier
par taille. Les plus grosses particules de feuilles peuvent étre enroulées une deuxiéme ou une
troisieme fois pour les tordre et les casser suffisamment pour I’étape suivante. Le roulage

prend environ deux heures (Martin, 2007).
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Figure 7 : Roulage du thé.

1.5.4. Fermentation

Il s'agit de provoquer le processus d'oxydation de la feuille en atmosphere humide, dans des
conditions de température (25°C) et d’hygrométrie (95 a 98%) strictes. Cette étape dure 4 heures
environ (Aubert, 2016). Le contrdle de cette étape est crucial puisque c’est cette derniére qui

donnera le goQt aux feuilles de thé oolong ou noir (Nault, 2015).

Flétrissement
I I I I
Roulage
| I
Fermentation courte Fermentation longue
(30-45 min) (90 min a3 jours)
I I I
Séchage
I
Post-fermentation
(Mois 2 années)
Thé blanc Thé vert Thé Oolong Thé noir Thé Pu-Erh
Non fermenté Non fermenté  Partiellement fermenté Fermenié Post-fermenté
Thés non fermentés Thés fermentés

Processusde fermentation

Figure 8 : Processus de fermentation des différents types de thés (Braud, 2015)
1.5.5. Post fermentation
La post fermentation concerne seulement le thé noir et le thé Pu-Erh (province du Yunnan).
La post fermentation permet une oxydation non enzymatique ou bien la réaction de Maillard

(il n’y a pas un brunissement de 1’aliment au contact de I’oxygene).
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De maniére traditionnelle : torréfaction/ dessiccation (exposition des feuilles a un feu direct)
afin de stopper I’oxydation enzymatique, compression, conservation pendant une longue
période. Le golt de ce thé est particulier. Plus la conservation est longue, plus le go(t
s’adoucit et s’enrichit. Leur age est 1’élément essentiel de leur prix, un thé agé sera plus cher
qu’un thé jeune (Reims, 2013).

1.5.6. Séchage

Les feuilles fermentées sont séchées a travers un courant d'air chaud, ce qui arréte la

fermentation et diminue la teneur en humidité (CNUCED, 2016).

Figure 9 : séchage manuel du thé

Si le temps du séchage n’est pas assez long, les feuilles peuvent moisir a cause de
I’humidité. Si, au contraire, le temps est trop long, les substances aromatiques disparaissent
(Reims, 2013).
1.6.Les différents types de thé
1.6.1. Thé blanc

Le thé blanc est un thé qui n'a pas été vieilli, qui n'est pas oxydé ou seulement légérement
oxydé. Traditionnellement, seuls les bourgeons et les jeunes feuilles, non complétement
ouvertes, sont utilisés (CNUCED, 2016).

Figure 10 : le thé blanc (Anonyme 1V)
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1.6.2. Thé vert

Les feuilles de thé vert ne sont pas oxydées. Il existe un tres grand nombre de variétés,
chacune ayant une saveur et un arbme uniques. Une grande importance est accordée aux
feuilles choisies lors de la récolte (CNUCED, 2016).

Figure 11 : le thé vert (Nault, 2015)
1.6.3. Thé Oolong
Le thé Oolong, est un thé traditionnel chinois produit par un procédé unique, comprenant le
flétrissage de la plante au soleil et I'oxydation avant le flétrissage. Il combine les techniques
de finition du thé vert et I'oxydation du thé noir (CNUCED, 2016).

Figure 12 : le thé oolong (Nault, 2015)

1.6.4. Thé noir
Le thé noir est un thé entierement oxydé. Son godt est généralement plus fort que celui des
thés moins oxydés. Le thé noir conserve sa saveur pendant de nombreuses années. Le thé noir

est le thé le plus largement produit et consommé dans le monde (CNUCED, 2016).

0
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Figure 13 : le thé noir (Nault, 2015)

1.6.5. Thé sombre

Egalement nommé Pu-Erh, Pu-Er ou thé post-fermenté, c’est un type de thé qui subit une
fermentation en plein air. La fermentation a l'air libre varie de plusieurs mois a plusieurs
années. Pour poursuivre la fermentation, le thé est exposé a la microflore, a I'numidité et a
l'oxygene. L'oxygene maintient la fermentation du thé. Cela comprend l'auto-oxydation et,
dans certains cas, la réactivation des enzymes oxydatives. Ce processus modifie I'ardme et le
golt du thé. L'amertume du thé est réduite et le thé a un goGt et un arriere-goGt agréables
(Tamhane et al, 2021).

Figure 14 : le thé Pu-Erh (Nault, 2015)

1.7. La composition des feuilles du thé

1.7.1. Polyphénols

Les thés blancs, verts et jaunes contiennent des polyphénols en abondance, notamment des
catéchines et leurs dérivés, dont la catéchine, I'épi-catéchine (EC), la gallo-catéchine (GC),
I'épigallocatéchine (EGC), le gallate de catéchine (CG), le gallate d'épi-catéchine (ECG), le
gallate de gallo-catéchine (GCG) et le gallate d'épigallocatéchine (EGCG). En outre, d'autres
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polyphénols comme l'acide gallique, l'acide chlorogénique, I'acide ellagique, l'acide
galloylquinique, le kaempferol-3-O-glucoside (kaempférol-3-G) et divers flavonoides sont
également présents dans le thé. Les polyphénols du thé sont I'un des antioxydants naturels les
plus importants. La capacité antioxydante des polyphénols du thé peut étre influencée par la
configuration spatiale, et généralement en corrélation positive avec le nombre de groupes

hydroxyle (Tang et al, 2019).
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Figure 15 : Structures des principaux polyphénols du thé (Yan et al, 2021).

1.7.2. Pigments

Au cours de la fermentation, les catéchines du thé sont oxydées en théaflavines,
théarubigines et théabrownines, par conséquent, les thés oolongs, noirs et sombres sont riches
en pigments. Les structures des théaflavines, qui ont été identifiées avec 4 isomeres, dont la
théaflavine, la théaflavine-3-gallate, la théaflavine-30-gallate et la théaflavine-3,30-gallate,
sont plus simples que celles des théarubigines et des théabrownines qui sont des mélanges
complexes de polyphénols et de leurs polymeéres. Les pigments de thé se sont également
révélés étre des composants bioactifs importants responsables des effets bénéfiques de thé,

comme les effets anti-inflammatoires, anticancéreux et hépato-protecteurs, bien que leur




Geénéralité sur le thé

activité antioxydante puisse étre plus faible par rapport aux catéchines du thé (Tang et al,
2019).
1.7.3. Polysaccharides

En plus des polyphénols, les polysaccharides du thé (TPS) sont un autre composé bioactif
important du thé. Contrairement aux polyphénols du thé, la teneur en polysaccharides du thé
peut augmenter a mesure que la maturité des feuilles de thé crues augmente. De plus, les TPS
présentent divers monomeres (principalement du glucose, du galactose, du rhamnose, de
l'arabinose, de xylose et du mannose), de lacidité (neutre ou acide), de la solubilité
(hydrosoluble), des protéines, des polyphénols... Il existe diverses propriétés chimiques
associées a la liaison de. Le sélénium, un ion métallique qui influence fortement la relation
entre structure et fonction. Par exemple, un complexe de polysaccharides de thé a faible
teneur en polyphénols peut présenter une activité antioxydante plus élevée que ceux a forte
teneur en polyphénols, et la liaison au sélénium peut augmenter de maniére significative
I'activité antioxydante des polysaccharides de thé. Les polysaccharides peuvent contribuer aux
effets antioxydants, immuno-modulateurs, anticancéreux, antidiabétiques et anti-obésité de

I'infusion de the et de ses extraits (Tang et al, 2019).

1.7.4. Alcaloides

Le thé est l'une des sources les plus importantes d'alcaloides, généralement des alcaloides
puriques (par exemple, la caféine, la théobromine et la théophylline), qui peuvent étre
transformées en flavo-alcaloides. Une voie possible a été proposée comme impliquant la
désamination, la décarboxylation et la cyclisation spontanée de la L-théanine, puis la fixation
du produit a 'EGCG pour former les flavo-alcaloides. La cafeine est l'alcaloide le plus
abondant dans les six catégories de thé. Les effets antioxydants, antidiabétiques et anti-obésité
des alcaloides du thé ont été décrits dans certaines études (Tang et al, 2019).
1.7.5. Acides amineés

L'infusion de thé et son extrait contiennent également une quantité considérable d'acides
aminés. L'acide aspartique, l'acide glutamique, l'arginine, l'alanine, la tyrosine et la théanine
ont été signalés comme les principaux acides aminés du thé, et le profile des acides aminés
peut étre modifié pendant la fermentation. Parmi eux, la théanine est un acide aminé non
protéique particulier au thé. Il a été rapporté que la L-théanine a des effets positifs sur la
relaxation, la performance cognitive, I'état émotionnel, la qualité du sommeil, le cancer, les

maladies cardiovasculaires, I'obésité et le rhume (Tang et al, 2019).
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1.7.6. Saponines

Les saponines sont un autre composant bioactif de I'infusion de thé et de ses extraits, et
présentent généralement des effets antioxydants, immunorégulateurs, anticancéreux et
cardioprotecteurs.
Les saponines du thé sont généralement considérées comme des composés sirs qui ont des
propriétés antifongiques et insecticides et sont largement utilisés dans le champ de
I'agriculture et de I'industrie alimentaire (Tang et al, 2019).
1.8.Les propriétés biologiques du thé
1.8.1. Activité antioxydante

Il a étée demontré que l'extrait de thé et ses composants protégent contre les effets lies au
stress oxydatif. Le thé vert pourrait protéger contre le stress oxydatif cutané en augmentant
l'activité de piégeage des radicaux de la peau. L'extrait de thé vert et de thé oolong enrichi en
catéchine pourrait améliorer de fagon significative la teneur en GSH et l'activité des enzymes
antioxydantes, notamment la SOD, la catalase (CAT), le glutathion peroxydase (GPX) et le
glutathion réductase (GR). Globalement, les extraits de thé montrent une bonne activité
antioxydante principalement en raison de ses divers composants antioxydants, tels que les
polyphénols, les polysaccharides et les pigments, qui peuvent piéger les radicaux libres,
épuiser les ERO, augmenter les contenus antioxydants et améliorer les activités des enzymes
antioxydantes (Tang et al, 2019).
1.8.2. Activité antibactérienne

La résistance aux agents antimicrobiens est devenue nuisible a I'environnement et a accéléré
le probléme mondial. De nos jours, de nombreux médicaments antimicrobiens ne peuvent pas
détruire les micro-organismes pathogénes car ils deviennent résistants. Par conséquent, les
chercheurs trouvent de nouveaux médicaments a partir des especes de mangrove pour
contréler les agents pathogenes en raison de la présence de composés antimicrobiens. L'étude
qui suit porte sur l'action antimicrobienne des polyphénols du thé vert, composés naturels
caractéristiques, possédant un large éventail de propriétés pharmacologiques. L'activité
antimicrobienne du thé a été établie pour la premiere fois il y a presque 100 ans par
McNaught (1906). De nombreux rapports contradictoires sur lactivité antimicrobienne
présumée montrent que le spectre antibactérien spécifique du thé vert est en fait difficile a

évaluer.
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Le thé présente des propriétés antimicrobiennes, qui sont attribuées principalement a ses
polyphénols. Le degré d'animation dépend de l'espece bactérienne et de la structure des
polyphénols. L'activité antibactérienne du thé vert est progressivement documentée et
rapportée pour la premiére fois au Japon par l'utilisation du thé japonais contre divers
pathogénes diarrhéiques (Ikbal, 2019).

1.8.3. Effets anticancéreux

La consommation répandue de thé dans le monde entier a suscité l'intérét pour la possibilité
de son utilisation dans la chimio-prévention de la carcinogenese et de son phénoméne
connexe, la mutagenése. Plusieurs études basées sur la population confirment les effets
protecteurs du thé contre le cancer. Le cancer est généralement causé par des dommages
oxydatifs résultant du tabagisme. Les chercheurs affirment que les PP du thé sont de puissants
antioxydants qui induisent des enzymes de phase 2 de détoxification qui, a leur tour, réduisent
le risque de cancer en diminuant les dommages a I'ADN dans la cellule et l'activation du
cancer conduisant a la malignité (Khizar et al, 2015).

1.8.4. Effets anti-cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires sont des affections du cceur et des vaisseaux sanguins. On
distingue généralement les maladies coronariennes, les maladies cérébrovasculaires,
I'hypertension et I'insuffisance cardiaque. Les principales raisons de la forte prévalence des
maladies cardiovasculaires sont I'hypertension artérielle, I'hypercholestérolémie, le diabéte, le
tabagisme important et les antécédents familiaux. Le thé et ses polyphénols ont été reconnus
comme une source puissante et fiable pour lutter contre les maladies cardiovasculaires. Les
polyphénols du thé pourraient agir comme des candidats cardioprotecteurs en raison de leur
puissante capacité antioxydante. lls induisent des effets antioxydants en piégeant les especes
réactives de l'oxygene et en capturant les ions métalliques. 11 a été constaté que les radicaux
libres jouent un role clé dans l'apparition de troubles cardiovasculaires en provoquant un
stress oxydatif. En raison de l'induction répétitive du stress oxydatif cellulaire, il se produit
une résistance cellulaire induite a I'exposition conséquente aux especes réactives de l'oxygene.
Ce phénomeéne pourrait étre inhibé par le groupe galloyle des polyphénols du thé (Rana et al,
2021).

1.8.5. Effets anti caries

L'extrait de thé vert est efficace pour prévenir la carie dentaire grace a sa double action.
Autrement dit, le parfum est antibactérien et les polyphénols ont une activité anti-plaque. Un
effet synergique de 128 a 256 fois a été observé lorsqu'il est combiné avec des hydrocarbures

sesquiterpéniques (delta cadinene et caryophyllene) et de I'indole (Duke, 2000).
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Les feuilles de thé sont riches en fluorure, qui est connu pour améliorer la santé dentaire et
prévenir les caries dentaires. Cependant, les avantages possibles du thé pour la santé dentaire
ne se limitent pas au fluor, mais impliquant d'autres composants du thé. Les caries dentaires
sont induites par la microflore orale. Plusieurs polyphénols du thé vert ont des effets
préventifs sur les caries dentaires. Parmi les catéchines, le GC et 'EGC sont les plus actifs,
inhibant la croissance de 10 souches de bactéries cariogénes (Namita et al, 2012).

1.8.6. Activité anti-inflammatoire

L'activité anti-inflammatoire considérable du thé et de ses composants bioactifs a été
démontrée avec un apercu des multiples mécanismes d'action, indiquant le potentiel dans le
traitement et la gestion des maladies liées a I'inflammation.

Des essais cliniques récents ont étudié l'effet anti-inflammatoire du thé. Un essai clinique a
indiqué que la consommation quotidienne d'extraits de thé vert a amélioré de maniére
significative la maladie du lupus érythémateux systémique (LES) ainsi que la vitalité et la
santé générale correspondantes. Les résultats d'un autre essai clinique ont suggéré que le thé
vert avait des effets similaires concernant la diminution des niveaux plasmatiques des facteurs
inflammatoires, les extraits de thé et ses composants bioactifs possedent donc une forte
activité anti-inflammatoire (Tang et al, 2019).

1.8.7. Propriétés antidiabétiques et anti obésité

Le diabéte est un état pathologique dans lequel le taux de glucose sanguin du patient est
supérieur au taux normal. Cette situation peut généralement survenir en raison de l'incapacité
de l'organisme a capter le glucose supplémentaire dans la circulation sanguine ou de
I'incapacité du metabolisme du glucose. Diverses études ont révélé que le thé, en particulier le
thé vert, joue un réle important dans la prévention du diabéte. Divers chercheurs ont signalé
les propriétés préventives et curatives des polyphénols du thé contre le diabete. Les données
de recherche documentées ont montré que la consommation de thé est corrélée a la prévention
du diabéte. L'obésité est I'une des principales causes de la résistance a l'insuline qui entraine la
production de diverses cytokines pro-inflammatoires ce qui finit par inhiber la signalisation de
I'insuline. Des études antérieures ont révélé que le thé et ses constituants présentaient une
activité stimulant I'insuline, abaissant le taux de glucose plasmatique et inhibant le taux de
cytokines inflammatoires. Les catéchines du thé vert augmentent la sécrétion d'insuline,
contrblent la glycémie et aident également a améliorer la résistance a l'insuline chez les
patients atteints de diabéte sucré du type 2. Il a également été rapporté que les catéchines du
thé inhibent les enzymes impliquées dans la digestion des glucides et diminuent l'absorption

du glucose dans I’intestin (Rana et al, 2021).




Chapitre I1

Le stress oxydatif et les
antioxydants



L e stress oxydatif et les antioxydants

I1.1. Stress Oxydatif

L’oxygeéne, molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des -effets
dommageables dans 1’organisme via la formation de radicaux libres et d’especes réactives de
l'oxygene (ERO : Espéces Réactive a I’oxygéne) (Haleng et al, 2007).

Le stress oxydatif est le résultat d’un déséquilibre entre la production des (ERO) et les
défenses anti oxydantes de I’organisme (Zbadi et al, 2018).

Notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique intense), mais aussi
notre alimentation inadaptée, contribuent a augmenter de maniere significative la production
des (ERO) dans notre organisme. Ce phénoméne est potentiellement associé a un risque accru
de développer des pathologies liées au vieillissement telles que les maladies cardiovasculaires
et le cancer (Haleng et al, 2007).

Stress oxydant

. .

Figurel6 : Balance radicaux libres/antioxydants (Shimizu, 2004)
11.2. Especes réactives de I'oxygéne (ERO)

Les espéces réactives oxygenées (ERO) incluent les radicaux libres comme le radical
hydroxyle (OHe), le radical superoxyde (O:") et sa forme protonnée (HO:e), le radical
peroxyle (ROQO") et les especes non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne (H20.) et
Ioxygéne singulet (102) sont des molécules hautement réactives produites dans les
organismes vivant sous des conditions physiologiques et pathologiques (Patterson et al,
2019).

11.3. Radicaux libres et leur origine

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié. Cette
propriété rend ces éléments trés réactifs en raison de la tendance de cet électron a se rapparier,
déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent a leur tour

d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine (Favier, 2003).
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IlIs sont capables d’induire des dommages considérables a différentes molécules de
I’organisme telles que les lipides membranaires, les protéines cellulaires et I’ADN (Pelletier
et al, 2004).

L'origine exogéne des radicaux libres, liée a l'environnement (fumées, rayonnements
ionisants) ou au mode de vie (tabac, alcool, erreurs alimentaires, sport intense ...), est bien
connue. Mais paradoxalement, les radicaux libres sont produits par divers mécanismes
physiologiques (respiration mitochondriale, lutte anti-infectieuse, activités enzymatiques) car
ils sont indispensables a I'organisme. Cependant, une production excessive de ces especes
radicalaires et/ou une diminution des systemes de défense anti-radicalaires peuvent avoir des
effets délétéres : on parle alors de stress oxydant (Aubert, 2016).

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 neurodégénératives, I’inflammation, le diabéte et le
vieillissement (Ghedadba et al, 2015). Dans des conditions physiopathologiques, la
production des (ERO) dépasse la défense antioxydante naturelle des cellules, en provoquant
des altérations cellulaires et tissulaires plus ou moins graves (Siti et al, 2015). Ces dommages
oxydatifs touchent diverses biomolécules, en particulier les protéines, les lipides et I’ADN, et
conduisent a la dégradation et a la mort des cellules (Ghedadba et al, 2015).

11.4.1. 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 oxygene 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).
11.4.2. Oxydation des protéines

Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoque I’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).

11.4.3. Dégradation d’ADN
Les radicaux Oze- et OHe peuvent interagir avec les désoxyriboses et les bases puriques et

pyrimidiques de I’ADN. Non réparés, les lésions induites entrainent des modifications
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géniques et des mutations toute en conduisant a ’altération du message génétique et par
conséquence au déclenchement du cancer et du vieillissement (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
I1.5. Les antioxydants
11.5.1. Les différents types
11.5.1.1. Systemes antioxydants enzymatiques

Les systemes antioxydants enzymatiques comprennent une série d'enzymes telles que les
superoxyde dismutases (SOD), les glutathion peroxydases (Gpx), la catalase et le systeme
thiorédoxine et peroxiredoxine (Trx).
Les superoxyde dismutases

La SOD est une métalloprotéine trés importante pour les cellules vivantes. Ce sont les
premieres lignes de défense de l'organisme contre le stress oxydatif, garantissant que la
réaction de dismutation elimine I'anion superoxyde O, et le convertit en peroxyde
d'’hydrogéne et en oxygéne (Haleng et al, 2007). Il existe trois isoformes chez I'homme, qui
different par la structure quaternaire, l'emplacement des cellules et la teneur en métal. 11 existe
la superoxyde dismutase cuivre-zinc (Cu/Zn SOD), la superoxyde dismutase manganese (Mn
SOD) et la superoxyde dismutase extracellulaire (EC SOD), qui se produisent dans les
cellules musculaires lisses (Hamma et al, 2015). (EC SOD) est le systéme antioxydant

majeur de la paroi artérielle (Haleng et al, 2007).

Les glutathion peroxydases (GPx)

Les GPx sont des sélénoprotéines, il existe plusieurs isoformes, réparties différemment dans
la cellule. Elles catalysent la réduction de I’H20: et des hydroperoxydes de lipides en H20 et
en alcools lipidiques respectivement en une réaction utilisant le glutathion (glutamyl-
cysteinyl-glycine) réduit (GSH) (Hamma et al, 2015).

La catalase

La catalase est une enzyme héminique essentiellement présente dans les peroxysomes et
dans les hématies. Elle catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne H.Ozen eau et
oxygene (Hamma et al, 2015).

Systeme thiorédoxine et peroxiredoxine

Le principal antioxydant responsable du maintien des protéines a I'état réduit est la
thiorédoxine (Trx) qui est régénérée par le NADPH gréace a l'action d'une sélénoenzyme, la
thiorédoxine réductase (TrxR). La Trx est impliquée dans la dégradation des peroxydes

lipidiques et du peroxyde d'hydrogéne.
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Les peroxiredoxine (Prx) constituent un groupe des élénothiol peroxydases non spécifiques
qui contribuent également au contr6le redox cellulaire par leur capacité a éliminer les
hydroperoxydes organiques et H.O. (Hamma et al, 2015).
11.5.1.2. Systemes antioxydants non enzymatiques

Parmi les systémes antioxydants non enzymatiques, certains sont hydrosolubles, ce qui leur
permet d'agir dans la fraction soluble de la cellule ou dans le plasma, comme le glutathion, la
vitamine C et l'acide urique. D'autres systémes antioxydants, comme les vitamines E, A et -
carotene, étant liposolubles, agissent au sein des membranes. Les molécules amphipathiques
peuvent agir dans les deux environnements (Hamma et al, 2015).

Les polyphénols constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les
végetaux. lls sont capables de piéger les radicaux libres générés par notre corps ou formés en
réponse a une agression environnementale (Haleng et al, 2007).

11.5.2. Les antioxydants du thé

L'activité antioxydante des difféerents composés phénoliques du thé est largement reconnue
(Frei et Higdon, 2003).

Les différents constituants du thé ont chacun leur propre pouvoir antioxydant, mais c'est
leur association qui confére au thé ses propriétes intéressantes (Sarkar et Bhaduri, 2001).
Les catéchines ayant le plus grand nombre de groupes hydroxyle sont celles qui possédent le
plus grand potentiel antioxydant (Salah et al, 1995).

Les flavonoides du thé sont nettement plus antioxydants que ceux des fruits et légumes.
L'analyse de la structure moléculaire des catéchines et des flavonols a révéle leur capacite a
donner des électrons, et donc leur activité antioxydante par le biais de réactions
d'oxydoréduction. (Benabara, 2009).

Chez ’homme, plusieurs études ont confirmé les capacités antioxydantes du thé. L’activité
antioxydante totale du plasma est significativement augmentée de respectivement 7 et 12 %
deux heures apres une ingestion de 300 ml ou 450 ml de thé (Sung et al, 2000). Plusieurs
études ont également montré le rdle protecteur des polyphénols du thé vert, en particulier de
I’EGCG (épigallocatéchine gallate) dans la prévention de 1’oxydation des lipoprotéines de
faible densité (LDL) (Wiseman et al, 2000). La consommation réguliere de thé renfermant
250 mg de catéchines pendant 42 jours entraine une baisse significative des peroxydes
plasmatiques et des dommages a I’ADN. Ces résultats sont confirmés chez le fumeur, que la

consommation de thé durant 4 mois, protége des dommages oxydatifs (Hakim et al, 2004).
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11.6. Les utilisations industrielles des antioxydants

Les antioxydants sont largement utilisés dans I'industrie alimentaire pour prolonger la durée
de conservation des aliments. Cependant, leur utilisation est réglementée. La liste des additifs
pouvant étre utilisés est précise. Les différents composés sont classés en fonction de leur
structure chimique (DESMIER, 2016).

11.6.1. La vitamine C et ses dérives

La vitamine C (ou acide ascorbique) est une vitamine hydrosoluble sensible a la chaleur et a
la lumiere, présente dans la nature. Il est principalement utilisé dans l'industrie alimentaire
pour les produits ayant une longue durée de conservation sans réfrigération, afin d'éviter la
prolifération de bactéries qui entrainent la détérioration du produit. Il est également utilisé
pour son pouvoir réducteur dans le vin et la biere ainsi que pour prévenir l'oxydation de
certains fruits.

L'un des dérivés de l'acide ascorbique est I'ascorbate de sodium. On le trouve dans certains
aliments pour bébés et dans le poisson congelé. Un autre dérive de l'acide ascorbique,
I'ascorbate de calcium, est un sel de calcium dont l'utilisation principale est d'étre appliqué sur
les pommes avant leur commercialisation pour empécher leur oxydation et donc leur
brunissement. De méme, l'ascorbate de potassium est utilisé pour prévenir lI'oxydation des
beurres, des sirops et conserves (DESMIER, 2016).

11.6.2. Les dérivés de I’acide gallique

L'acide gallique est un acide phénolique non utilisé a I'état basique. Cependant, ses sels et
esters sont plus largement utilisés. Le gallate de propyle est un composé synthétique formé a
partir d'acide gallique et de propanol. On le trouve dans les poudres de lait des distributeurs
automatiques, les chewing-gums et les pommes de terre séchées. Il convient de noter que le
gallate d'octyle, est également utilisé dans les mémes aliments.

En raison de sa plus grande liposolubilité que les deux précédents, le gallate de dodécyle est
utilisé pour prévenir le rancissement oxydatif des produits gras. Enfin, le gallate d'éthyle est
un composé organique résultant de I'estérification de l'acide gallique avec I'éthanol. 11 est
utilisé dans les soupes et les produits de boulangerie fine (DESMIER, 2016).

11.6.3. Autres

Il existe d’autres antioxydants utilisés largement pour leur capacité a empécher 1’oxydation
des graisses et huiles principalement d’origine animale. Il s’agit du BHA
(hydroxyanisolebutylé), du BHT (hydroxytoluénebuthylé) et de la TBHQ (tert-
butylhydroquinone). lls sont également employés en cosmétologie et seront développés dans
la section 4.3.2. Les antioxydants de synthese (DESMIER, 2016).
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111.1. Matériel végétal

Notre travail est réalisé sur le thé vert (Camellia Sinensis) achetés dans un supermarché.

(Produit en Chine importées en Algérie, emballé dans une boite sous le nom EL Marwan).

Figurel? : thé vert
111.2. Préparation des échantillons
Une masse de feuille de 1g est pesée a 1’aide d’une balance de précision et mise en contact
avec 100ml d’eau distillée. Le thé est préparé par infusion et par décoction a 100°C pendant
5min. Les extraits sont filtrés puis on les laisse refroidir pour analyse.

Figurel8 : les étapes de la préparation de thé vert infusé et décocté

111.3. Rendement de I’extraction par decoction et par infusion

Les extraits sont placés dans I’étuve ventilée réglée a 37°C pendant 2 jours jusqu’a
I’obtention d’une matiére seche. Pour connaitre la masse d’extrait sec, nous avons pesé les

contenants (bécher) de ces derniers avants et aprés 1’opération de séchage.

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

-

2
=
Il

2
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R : rendement d’extraction en %.
PF : poids de I’extrait sec aprées séchage.
Pl : poids initiale de la plante.
I11.4. Analyse qualitative :
111.4.1. Caractérisation phytochimique
L’étude phytochimique qualitative permet de détecter les différentes familles chimiques

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

> Flavonoides : Réaction a la cyanidine
1 ml de chaque extrait est ajout¢ a 100 pul de HCI concentré et quelques copeaux de
magnésium. La présence des flavonoides est confirmée par I’apparition de la couleur rouge ou
orange (Khan et al, 2011).

» Tanins
A 1 ml de I’extrait est ajouté 200 p 1 de FeCI3 1 %. La présence des tanins est indiquée par
une coloration verdatre ou bleu- noir (Khan et al, 2011).

» 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 quinones
libres (Oloyede, 2005).

» Saponosides
10 ml de I’extrait est agité pendant 15 secondes puis laissé au repos pendant 15 min. Une
hauteur de mousse persistante, supérieur a 1 cm indique la présence de saponosides
(N’Guessan et al, 2009).

» Terpeénoides : Test de Slakowski
5 ml de D’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 terpénoides
(Khan et al, 2011).

» ldentification 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 (Khan et al, 2011).

» Mucilages :
Introduire 1ml d’extrait dans un bécher puis ajouter 5 ml d’alcool absolu et laisser agir pd 10
min. La réaction positive se traduit par I’apparition d’un précipité floconneux (Khan et al,
2011).
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» Irridoides :
A 2 ml d’extrait on ajoute quelques gouttes d’acide chlorohydrique, et on chauffe le mélange
une coloration bleu est obtenu (Khan et al, 2011).

» Composes réducteurs :
Introduire 1 mil d’extrait dans un tube a essai, ajouter 2 ml de liqueur de Fehling, incuber
pendant 8 min dans un bain Marie a 100°C. L’apparition d’une coloration rouge brique
indique la présence des composés réducteurs (Khan et al, 2011).
111.4.2. HPLC :

L’analyse des composés phénolique a été réalisé avec une HPLC de type Dionix
UltiMate3000.Les échantillons ont été filtrés a travers un filtre & membrane de 0,45nm et 20
puL de chaque échantillon ont été injectés pour l'analyse HPLC. La phase mobile était
composee de 3 % acide formique (solvant A) et méthanol de qualité HPLC (solvant B) a un
débit de 1 ml/min. L'élution a été réalisée avec un gradient commencant 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 composes phénoliques ont été identifies en comparant les
temps de rétention et les données spectrales avec celles des normes authentiques (Komes et
al, 2009).
11.4.3.IR

La spectroscopie IR 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 des deux extraits
aqueux de thé vert ont été enregistrée a I’aide d’un spectrophotometre infrarouge a transformée de
Fourier de modele SHIMAZU FTIR-8400S, piloté par un ordinateur muni d’un logiciel de
traitement avec une résolution de 4 cm~*, dans la région 4000 cm-* a400cm™*

. I1L.5. Analyse quantitative
111.5.1. Dosage des polyphénols
= 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 (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM012040) de
couleur verte. Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des composes 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).
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= Méthode

Dans des tubes a essais et a ’aide d’une micropipette, 200uL. de chaque extrait est ajouté a
ImL du réactif Follin-Ciacalteu (dilué 1/10), puis agité pendant 1min. Apres 8 min
d’incubation & température ambiante, 1mL de carbonate de sodium 7,5% (Na2Co3) sont
additionnés au mélange. Puis les tubes sont maintenus a une température ambiante et a
I’obscurit¢ 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’étalonnage obtenue en utilisant I’acide gallique comme standard. Les
concentrations sont exprimées en mg Equivalent Acide Gallique/ 100ml) d’extrais aqueux.
Une courbe d’étalonnage a été réalisée en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant I’acide gallique (Annexe I1).

111.5.2. 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 (AICI3).

Le protocole de dosage est effectué comme suite : 1mL de chaque échantillon ou de
standard quercétine (dilué dans I’éthanol), est ajouté a ImL de la solution d’AICI13 (2%)

Apres 10 minutes d’incubation, 1’absorbance est lue a 430 nm par un spectrophotometre
UV-Visible.

Les concentrations des flavonoides des différents extraits sont déduites a partir de la courbe
d’étalonnage, établie avec la quercétine, et sont exprimées en milligrammes équivalents
quercétine par ml de la matiere séche.

Une courbe d’étalonnage a été réalisé en paralleles dans les mémes conditions opératoires
en remplacant I’extrait par la quercétine.

111.5.3. Dosage des tannins condensés

Les tanins condensés, également connus sous le nom de proanthocyanidines — dérivés
polymériques de flavan-3-ol, sont déterminés par la méthode de Sun et al, (1998) qui consiste
a dépolymériser les tanins en milieu méthanolique acide, et aprés réaction avec la vanilline a
les transformer en anthocyanidols des couleurs rouges facilement analysables a 500nm.

Une prise de 500ul d’extrait convenablement dilué est ajoutée a 3ml de vanilline a 4% et
1,5ml d’acide chlorhydrique (HCI). Le mélange est mis en incubation & température ambiante

pendant 15min. L absorbance de cette préparation est mesurée a 500nm.
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Les résultats obtenus sont exprimés en mg Equivalent cyanidine par 100g de matiere séche
(mgEC/100g de MS), en utilisant la formule suivante :

(Abs * MM = FD * 1000)
100eL

C(mgEC/100ml) =

Abs : Absorbance a 530nm

MM : Masse molaire de la cyanidine (287.24g/mole)
FD : Facteur de Dilution

L : Trajet optique

€ : Coefficient d’extinction molaire de la cyanidine (€ =34700Lmol*cm™)

111.5.4. Détermination de la teneur en pigments liposolubles

Les colorants naturels ou « pigments », dont la plupart sont d’origine végétale, forment une
gamme tres étendue de nuances (de jaune au bleu, en passant par le vert et méme le noir). La
chlorophylle, le lycopéne et B-caroténe sont parmi les colorants les plus rencontrés et les plus
utilisés dans les industries agroalimentaires. A des doses réglementées, ils sont bénéfiques
pour la santé. Certains d’entre eux sont connus pour leurs activités anti oxydantes,
antimutagene, voire anticarcinogenes (Kamat et al, 2000 ; Bouchet et al, 2005; Ben
Mansour et Latrach Tlemcani, 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 agités
vigoureusement apres avoir ajouté 10 ml du melange acétone-hexane (4/6, v/v) pendant 1min
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
Kg /g de matiere végétale seche.

R-carotene (mg /100ml) = 0,216 X Ases - 1,220 X Agss — 0,304 X Asos + 0, 452 X Ass3
Lycopéne (mg/100ml) = - 0, 0458 x Ases + 0,204 X Agss - 0,304 X A 505 + 0,452 X Ass3
Chlorophylle a (mg/100ml) = 0,999 X Ags3 - 0, 0989 X Asas

Chlorophylle b (mg/100ml) = 0,328 X Aesz+ 1, 77 X Asss

I11.6. Evaluation de I’activité anti-oxydante
111.6.1. Piégeage de radical DPPH

= Principe
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L’évaluation du pouvoir antioxydant des différents extraits issue du thé vert (Camellia
Sinensis) 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 en un composé jaune (Sanchez-
Moreno, 2002).

= Méthode

Le protocole est le suivant : 1ImL de chaque extrait est ajouté a 2mL de DPPH Le mélange
est laissé a I’obscurité pendant 30 minutes et la lecture de I’absorbance a 517 nm et le contrdle
dont I’absorbance est mesurée dans les mémes conditions que les extraits.

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

ci-dessous :

(Abs de controle — Abs de I'échantillon)
* 100
Abs de controle

1% =
Abs : absorbance de contréle et de I’échantillon

111.7.2. Pouvoir réducteur du fer

Le pouvoir réducteur du fer est estimé selon la méthode de (Oyaizu, 1986). Un volume de 1
ml d’extrait est additionné a 1 ml de tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 1 ml de
ferricyanure de potassium (1%). Apres incubation a 50 °C pendant 20 minutes, 1 ml ‘acide
trichloracétique (10%) est ajouté au mélange suivi d’une centrifugation a 1700 g pendant 15
minutes. Un aliquote de 1 ml du surnagent est transférée dans un tube a essai est additionnée
de 1 ml d’eau distillée et de 0.2 ml de chlorure ferrique (0.1%). Aprés une incubation a

I’obscurité pendant 10 minutes, 1’absorbance est mesurée a 700 nm.

Le pouvoir réducteur est exprimé en pourcentage de réduction de fer ferrique en fer ferreux.
Le protocole suivant résume la méthode de détermination de I’activité antioxydante par la

méthode de pouvoir réducteur.
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111.8. Activité antibactérienne
111.8.1. Les souches testées

» Choix des souches

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

avons sélectionné deux groupes e bactéries :

Bactéries a Gram négatif (-) : Escherichia coli (25922), Salmonelle, Pseudomas.

Bactéries a Gram positif (+) : Staphylococcus aureus résistant a la miticilline et (SARM
ATCC43300.

» Caracteristiques des souches testées
Staphylococcus aureus

S. aureus est une bactérie a Gram positif non sporulant de la famille des Staphylococcaceae.
C'est un coccus, de forme arrondie, qui se présente sous la forme de diplocoques (des coccis
associés par deux) ou sous la forme d'amas ayant la forme de grappes de raisin. S. aureus est
une bactérie a la fois commensale et pathogéne opportuniste, Cette espece bactérienne peut
coloniser I’humain aussi bien que plusieurs especes animales comme le porc, le sanglier ainsi
que le cerf rouge. Chez I’humain, on peut retrouver S. aureus au niveau du nez, des aisselles

ou encore dans le systeme gastro-intestinal (Foster, 2004).

Figurel9 : Staphylococcus aureus (anonyme V)

Escherichia coli

Escherichia coli, également appelée colibacille est une bactérie intestinale (Gram négatif)
des mammiferes, en forme de batonnet, trées commune chez I'étre humain. E. coli est une

bactérie anaérobie facultative que l'on trouve dans l'intestin des vertébrés. En effet, elle
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compose environ 80 % de notre flore intestinale aérobie. certaines souches d’E. coli peuvent
étre pathogénes, entrainant alors des gastro entérites, infections
urinaires, méningites ou sepsis. Sous certaines conditions, E. coli serait capable de produire
du méthane. (Zhao, 2016).

Figure20 : Escherichia coli (Anonyme VI)

Pseudomonas aerugenosa

P. a est un bacille a Gram négatif ubiquitaire, présent notamment dans le sol et dans les
milieux aquatiques, non sporulant de forme droite ou légerement courbée. Il mesure de 1 a5
pum de long et de 0,5 a 1 um de large. Bien que ce pathogene, ayant un métabolisme oxydatif,
non fermentaire, aérobie stricte, plusieurs isolats ont montré une capacité a croitre en milieu
anaérobie. P. a est une bactérie mésophile capable de se multiplier a I’intérieur d’un large
spectre de tempeérature allant de 4 a 45°C. La température optimale de croissance se situe
entre 30 et 37°C. (Elmeskini, 2011).

Figure 21 : Pseudomas aerugenosa (Anonyme VII)
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Salmonelle

Les salmonelles (Salmonella) forment un genre de protéobactéries appartenant a la famille
des entérobactéries. Elles mesurent 0,7 a 1,5 um de diametre, pour 2 a8 5 um de longueur avec
un flagelle.

Elles provoquent chez I'espece humaine des maladies telles que la fievre typhoide, la fievre
paratyphoide et la salmonellose, une des principales causes de toxi-infection alimentaire
collective (TIAC). (Lang, 2016).

Figure 22 : Salmonelle (Anonyme VI111)

e 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 apres 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 diametre

d’inhibition. (Michel, 2011).
Mode opératoire

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. Laisser refroidir et solidifier sur la paillasse.

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne puis essorer en le pressant

=]
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fermement sur la paroi interne du tube, afin de décharger au maximum et frotter 1’écouvillon
sur la totalité de la surface gélosée, séchée de haut en bas, en stries serrées, répéter

I’opération, deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois (Guinoiseau, 2010).

> Dépot des disques

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

N°40 sont disposés sur I’agar.

» Expression des résultats

Aprés 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 diameétre des halos

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

D’aprés Ponce et al, 2003. La sensibilité aux extraits de thé vert infusé et décocté est

classée par le diametre des halos d’inhibitions :

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

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

111.9. Analyses sensorielles

L’analyse sensorielle Consiste a analyser les propriétés organoleptiques des produits par les
organes des sens, le gout, ’odorat, la vue, le toucher par un groupe de jury de dégustation
expert composé de dix personnes.
111.9.1. Présentation et préparation des échantillons

Les échantillons sont préparés a l'avance et transportés dans un thermos jusqu’au
laboratoire d’analyse sensorielle du département des Sciences Alimentaires (université A.
MIRA, Bejaia).

Les échantillons ont été numérotés d’A a B et présentés d’une fagon identique dans les

thermos avec une bouteille d’eau, ont été fournis pour des jurys experts.

31
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111.9.2. Etude statistique

Nos résultats ont été traités par le logiciel XLSTATMX, ce dernier utilise le Microsoft
Excel comme une interface de récupération des données et d’affichage des résultats, XLSTAT
permet d’utiliser des techniques statistiques d’analyse des données et de modélisation
mathématique sans quitter Microsoft Excel donc sa particularité est qu’il est parfaitement
intégré a ’Excel (Nicolau, 2006 ; Addisoft, 2013).

Les principales fonctionnalités offertes par les outils de XLSTATMX qui se trouve dans
XLSTAT version 2015 sont le plan d’expérience, caractérisation de produit, analyse des
pénalités, analyse procrustéemme généralisée, préférence MAPPING, classification
ascendante hiérarchique (CAH) et analyse de la composante principale (XLSTAT version
2015).
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Résultats et discussion

1V.1. Rendement des extractions

Les reésultats de rendement des extractions par infusion et par décoction sont représentés
dans le tableau suivant :

Tableau 111 : Rendement des extractions par infusion et décoction

Echantillons Rendement d’extraction %

TINF 43,1+2,17 (a)
TDEC 40,5+0,78 (a)

Les lettres a, b, indiquent les différences significatives (p<0,05) entre les différents échantillons
TINF : Thé infusé TDEC : Thé décocté
D’aprés I’analyse statistique aucune différence significative n’a été constatée entre le
rendement de 1’extraction par infusion (43,1+2,17 %) ou par décoction (40,5£0,78%) de thé
vert.

Nos résultats sont supérieurs a ceux obtenus par Balci et Ozdemir, 2016 qui a eu un
rendement de 31.7 £ 0.6%.

En effet, d’aprés Su et al, 2006 le rendement d’extraction dépend de plusieurs facteurs a
savoir le temps, la température, le solvant d’extraction et la nature chimique de 1’échantillon.
IV.2. Analyse qualitative

1V.2.1. Caractérisations phytochimiques

Les tests phytochimiques nous ont permis de détecter la présence ou I’absence de ces
COMPOSES :

Figure 23 : Résultats de tests phytochimiques d'extrait aqueux de Camellia Sinensis

Les résultats du criblage phytochimique du thé infusé et décocté, ont révélé la présence des
flavonoides, des tanins, des quinones libres, des saponoside, des terpénoides et des

mucilages et I’absence des iridoides, des composés réducteurs et des glucosides.
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Tableau IV : Tests phytochimiques d'extraits aqueux de Camellia Sinensis

Composés Thé infusé The décocté
Flavonoides + +
Tanins + +
Quinones libres + +
Saponosides + +
Terpénoides + +
Glucosides - -
Mucilages + +
Irridoides - -
Composés reducteurs + +

(+) : la présence, (-) : I’absence

Dheeraj et al, 2011 ont détecté la présence des terpénoides dans le thé vert. Et plusieurs
études ont méme dosés les autres molécules dans le thé.

Khan et al, 2011 ont rapporté la présence des alcaloides, des flavonoides et des tanins dans
de nombreuses plantes et qui sont d'une importance primordiale pour la santé des individus.
En effet, les saponosides sont un vaste groupe de glycosides, largement distribués chez les
plantes supérieures, leurs propriétés tensio-actives les distinguent des autres glycosides. Ils se
dissolvent dans I'eau pour former des solutions moussantes colloidales par agitation (Tyler et
al, 1981). En outre, Oloyed, 2005 a rapporté que les saponines, sont connus pour étre utilisés
dans le traitement de l'insuffisance cardiaque.

Entre autre les quinones libres : sont directement impliquées dans la pigmentation des
plantes, des champignons et des animaux, dans la formation de la cuticule des insectes et dans
la formation de la paroi cellulaire secondaire des plantes (Leatham, 1980).

E
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1V.2.2. Analyses HPL.C des extraits
Les profils chromatographiques de différents extraits de la plante Camellia Sinensis analysés

Euq 2d 0B T [rarepulnied| ach T e Ut WIS 1 WYLEBD nm

-h-hn-:thr_-falrrﬂ-']
§ &

E 8

R0
L‘_ i« F.he .
ol i 4@9#&13.
=l - - - - - - -
0o 50 10.0 150 ana 51 o 35.0 400
Tima [min]
Figure24 : Profil du chromatogramme du thé infusé
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Figure25 : Profil du chromatogramme du thé décocté
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Tableau V : Les composés phénoliques identifiés par HPLC dans le thé vert décocte et infusé

Thé vert décocté Thé vert infusé
Acide caféique

Acide coumarique

TR : 7,583 min TR : 7,762min

L'identification a été réalisée en comparant les temps de rétention des molécules a ceux des
molécules étalon déja analysées. Le chromatogramme montre qu'il y a 4 pics pour le thé
infusé et 3 pics pour le thé décocté correspondant a I’acide coumarique dans le thé infusé, de
I’acide cafeique dans le thé décocté, nous n’avons pas pu identifier les deux autres composés,
par manque de composé étalon et aussi parce le temps de 1’analyse été court.

1V.2.3. Analyse par spectroscopie infrarouge
La spectroscopie infrarouge est tres utile pour examiner la présence de liaisons ou toute
autre interactions chimiques susceptibles d’étre établies dans une substance ou un mélange.

Elle permet d’étudier I’impact que présente 1’incorporation au départ de deux corps structurés

différemment sur la structure résultante du produit obtenu aprés modification chimique.
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Figure 27 : Spectre infrarouge de thé vert infusé
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Thé décocte
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Figure 28 : Spectre infrarouge de thé vert decocte

Les données de la spectroscopie infrarouge sont illustrées dans les deux figures ci-dessus :
ces deux figures montrant que la poudre de thé vert (décocté, infusé) présente une large zone
d’absorption entre 3500 et 500 cm-1 qui correspondent aux vibrations suivants :

Thé infusé présenté par la figure 27

Une bande d’absorption vers 3402 cm-1 qui détermine la présence des composées
phénolique ou alcools (O-H) dans la zone (3100-3700). Une bande vers 2929 cm-1 montrant
la présence des Alcanes (C-H) dans la zone (2800-3000). Egalement, le spectre indique la
présence d’une bande des Amine (N-H) vers 1635 cm-1 dans la zone (1560-1640), une bande
de liaison (C-C) vers 1043 cm-1 dans la zone (1000-1250) et une bande de pont disulfure vers
500cm-1. (Laurent et al, 2011).
Thé décocté présenté par la figure 28

Une bande d’absorption vers 3417 cm-1 qui détermine la présence des composées
phénoligue ou alcools (O-H) dans la zone (3100-3700). Une bande vers 2940 cm-1 montrant
la présence des Alcanes (C-H) dans la zone (2800-3000). Egalement, le spectre indique la
présence d’une bande des Amine (N-H) vers 1590 cm-1 dans la zone (1560-1640), une bande
de liaison (C-C) vers 1018 cm-1 dans la zone (1000-1250) et une bande de pont disulfure vers
500cm- 1. (Laurent et al, 2011).

D’aprés les résultats les deux spectres d’infrarouge qui résume la transmittance % en
fonction de nombre d’onde, sont presque identiques.
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IV.3. Analyse quantitative
1VV.3.1. Teneur en polyphénols

Les polyphénols, dénommeés aussi composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du
regne végétal et qui appartiennent a leur métabolisme secondaire (Nkhili, 2009) On les trouve
dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Leurs fonctions ne sont pas strictement
indispensables a la vie du végétal, cependant ces substances jouent un réle majeur dans les
interactions de la plante avec son environnement (Achat, 2013). Leurs propriétés photo
protectrices peuvent étre liees a leurs propriétés antioxydantes, anti-prolifératives, anti-
cancérigenes et propriétés anti-inflammatoires (Granger et al 2020).

La teneur en polyphénols estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu pour chaque extrait a
été¢ déterminées a partir de 1’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage,
tracée en utilisant I’acide gallique comme standard : y=7,9478X et R?=0.9902. Les résultats

obtenus sont exprimés en mg équivalent acide gallique par 100 ml d’extraits (mgEAG/100ml)

Tableau VI : Teneurs en polyphenols des deux échantillons analysés

Echantillon ~ Teneurs en polyphenols
TINF 374,9446,65 (a)
TDEC 185,30+1,96 (b)

Les lettres a, b, indiquent les différences significatives (p<0,05) entre les différents échantillons

TINF : Thé infusé TDEC : Thé décocté

Les resultats représentés dans le tableau VI montrent que les deux échantillons étudiés
contiennent une teneur importante en composés phénoliques et il existe une différence
significative entre les deux extraits.

Nous constatons que ’extrait de thé infusé est le plus riche en polyphénols avec une teneur
égale a 374,94 + 6,65 mgEAG/100ml alors que 1’extrait de thé décocté est moins riche avec
une teneur égale a 185,30 + 1,96 mg EAG/100ml.

TINF>>>>TDEC

D’apres ces résultats, on déduit que le contenu phénolique dans les extraits examings,
dépend de la méthode utilisée pour I’extraction.
Rahman et al, 2021 ont obtenu une teneur en polyphénols de 725.52 + 4.34 mg GAE/g de thé
vert infusé est bien supeérieure a nos résultats, effectivement cette teneur dépend également du

type de solvant utilise, de sa polarité et de la solubilité des composés phénoliques dans les
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solvants d'extraction (Tanase et al, 2019 et Zlotek et al, 2016). Les teneurs phénoliques
totales dans les extraits de plantes dépendent de la haute solubilité des phénols dans les
solvants polaires ce qui fournit une concentration élevée de ces composés dans les extraits
obtenus en utilisant ces solvants (Sepahpour et al, 2018).
1VV.3.2. Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides des différents extraits 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 I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage : y=0,439X-0,0004, R? =
0,999. Les concentrations des extraits sont exprimees en mg équivalent de quercétine (EQ)
par 100 ml d’extraits (mg EQ/100MI) (Tableau VII).

Tableau VI1 : Teneurs en flavonoides pour chaque échantillon analysé

Echantillons Teneurs en flavonoides (mgEQ/100ml)
TINF | 123,73+2,66 (a)
TDEC 119,52+4,68 (a)

Les lettres a, b, indiquent les différences significatives (p<0,05) entre les différents échantillons

TINF : Thé infusé TDEC : Thé décocté

Les résultats présentés dans le tableau VII montrent qu’il n’y a aucune différence
significative entre les concentrations en flavonoides entre les deux extraits de thé vert.

La teneur en flavonoides dans I’extrait de thé vert infusé obtenue dans 1’étude effectué par
Rahman et al, 2021 est de 33.27+1.17 mg EQ/g et inférieure aux valeurs retrouvées dans
notre étude.

Les flavonoides constituent généralement 2 a 3 % des feuilles de thé séchées et sont
largement responsables de leur godt distinctif, de leur couleur et de leurs multiples bienfaits
pour la santé (Shi et al, 2021).

La teneur totale en flavonoides variait de 2,24 + 0,27 a 3,10 £ 0,52 % de tous les
échantillons de thé vert de commerce analysés par (Kumari et Kuumar, 2022).

Les catéchines sont les principaux flavonoides des feuilles de thé, la teneur totale en
catéchine était généralement comprise entre 92.4 mg/g a 165.4 mg/g (Shi et al, 2021), d’apres
les résultats de (Carloni et al, 2013), leur taux est de 1.94+0.57 mg/ml de thé en catéchine

totale. Cette différence est la résultante des différentes techniques d’extraction utilisées, ainsi
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qu’aux conditions totales de I’extraction a savoir, le type de solvant, la quantité du thé
utilisée. . .etc.

Certaines études ont montré que les teneurs en composés phénoliques varient de fagon
considérable d’une espéce a une autre et a I’intérieur de la méme espece a causes des facteurs
extrinseques (température et climat), génétiques (la variété et 1’origine d’espece) (Ksouri et
al, 2008).

Les flavonoides sont des composes poly phénoliques, presque toujours hydrosolubles et trés
répandus dans le regne végétal. lls sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits, et
parfois des feuilles. (Bouhadjera, 2005). La concentration des flavonoides dans les extraits
de la plante dépend de la polarité des solvants utilisés dans la préparation d’extrait.

Le type de standard utilisé (quercétine, rutine) peut aussi changer les résultats (Ghedadba et
al, 2015). lls sont une classe d'agents antioxydants qui agissent en tant que piégeurs de
radicaux libres. De nombreuses études se sont concentrées sur la relation entre la
consommation de thé et ses propriétés potentielles de prévention des maladies qui pourraient
étre dues a leur contenu en ces composes (Bansode, 2015).
1\V.3.3. Teneur en tanins

Les tanins sont des substances d'origine organique que l'on trouve dans pratiquement tous
les vegétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.), caractérisées par leur
astringence (sensation de desséchement en bouche) (Messai, 2011).

Les concentrations des tanins condensés sont déduites a partir d’une courbe d’étalonnage
¢établie avec I’acide tannique. Les résultats obtenus sont exprimés en milligramme

d’équivalent acide tannique par 100 ml d’extrait de thé vert (mg EAT/100ml).

Tableau VIII : Teneurs en tanins dans le thé vert infusé et décocté.

Echantillons Teneurs en tanins (MgEAT/100ml)

TINF ' 3,57+0,003 (a)

TDEC 1,64+0,017 (v)

Les lettres a, b, indiquent les différences significatives (p<0,05) entre les différents échantillons

TINF : Thé infusé TDEC : Thé décocté
Une différence significative est enregistrée dans les concentrations des tanins dans le thé

vert infusé et décocté
TINF>>>>>TDEC
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Les résultats obtenus dans cette étude montrent que 1’extrait de thé infusé est plus riche en
tanins avec une teneur égale a 3,57+0,003 (mgEAT/100ml), tandis que I’extrait de thé décocté
est moins riche avec une teneur en tanins de 1,64+0,017(mgEAT/100ml).

Rahman et al, 2021 ont obtenu une teneur de 13.64+1.33mgEAT/g ce qui est largement
supérieur aux valeurs retrouvee dans notre étude.

En effet, Ghedadba et al, 2015 ont rapporté que I’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 lumicre...), le stade
de maturité des fruits, les conditions culturales, climatiques, et au stress de prédation.
1V.3.4. Teneur en pigments liposolubles

Les pigments du thé vert se composent de chlorophylles et de caroténoides. Les
chlorophylles sont les pigments dominants des feuilles de thé vert (Kusmita et al, 2014).

Dans le but de quantifier leur teneur dans notre plante, nous avons opté pour la méthode
décrite par (Barros et ses collaborateurs, 2011).

Les résultats représentés dans le tableau 1X sont exprimés en milligramme par 100 ml.

Tableau IX : Teneurs en pigments liposolubles pour chaque échantillon analysé.

TINF 0,059+0.012(b)  0,5990.00 (a)  0,782+0.012(a)  1,216+0.009(a)
TDEC 0,558+0.004(a) 0,513+0.001(b) 0,685+0.009 (b)  0,399+0.004(b)

Les lettres a, b, indiquent les différences significatives (p<0,05) entre les différents échantillons
TINF : Thé infusé TDEC : Thé décocté
Le tableau IX montre clairement que le thé infusé est plus riche en chlorophylle et en
lycopene que le thé décocté.
Lycopeéne et chlorophylle :  TINF>>>>> TDEC
Par contre le thé vert décocté est plus riche en B-carotene

p-Carotene : TDEC>>>>TINF ce dernier est en revanche plus riche en B caroténe.

Des différences significatives sont enregistré entre le thé vert infusé et décocté. La teneur en
chlorophylle dans 1’extrait de Camellia Sinensis obtenu dans 1’étude effectué par Atmaja et
al, 2018 est égale 1.24+0.13 mg/g de chlorophylle a et 0.49+0.07 de chlorophylle b. La

chlorophylle a n’a été détectée que chez certaines plantes tel que E. arvense (9,7 mg/g), M.

a
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officinalis (15,7 mg/g). Contrairement a la chlorophylle b qui a été identifiee dans 21 plantes.
La teneur en chlorophylle b variait de 2,3 mg/g a 75,2 mg/g) (Loranty et al, 2010).

Shi et al, (2021) ont eu une concentration moyenne en chlorophylle de 1,24 + 0,80 mg/qg).

Les isoméres de b-carotene ont été trouves dans 15 thés et les valeurs variaient de 2,5 mg a
92,2 mg par gramme thé sec. Différentes valeurs de b-caroténes ont été notées variant de 0 mg
a 92,2 mg/g de plante seche. En effet, plusieurs essais cliniques ont montré que le b-caroténe
peut diminuer l'intensité de I'érythéme causé par la lumiere du soleil. Donc il présente avec les
polyphenols le potentiel d’améliorer la protection systémique non seulement contre les UV
mais aussi contre les rayons de visible et de I'infrarouge (Granger et al, 2020).

Le lycopene est un pigment rouge que I'on trouve dans les tomates. Il posséde une forte
propriété antioxydante, anti-inflammatoires qui aident a réduire les risques de maladies
chroniques et systémiques et des propriété anticancéreuse. Il protége 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 l'oxygene (ERO)
(Mukundh et al, 2021).

La disponibilité du lycopéne est élevée dans le corps humain par rapport aux autres
caroténoides.

Les caroténoides dont (lutéine, lycopéne 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'espéces réactives de l'oxygene et empéchent
ainsi la photo inactivation des protéines antioxydantes, la peroxydation des lipides, et les
dommages a I’ADN.

IV.4. Etude de I’activité antioxydante
IV.4 .1. Piégeage de radical DPPH et le pouvoir réducteur

Piégeage de DPPH : L’activité antioxydante des différents extraits de la plante vis-a-vis du
radical DPPH® a été évaluée par spectrophotométrie suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune. Cette capacité de
réduction est déterminée par une diminution de I’absorbance induite par des substances anti
radicalaires (Majhenic et al, 2007). Cette méthode est fréquemment utilisée pour sa
simplicité, rapidité et sensibilité (Nor et al, 2013).

Pouvoir reducteur : Cette méthode est basée sur la capacité des polyphénols présents dans
nos échantillons a réduire le complexe ferrique (Fe3+) de couleur jaune en fer ferreux (Fe2+)
de couleur bleu verdatre. Le mécanisme est connu comme étant un indicateur de I’activité

donatrice d’¢électrons, caractéristique de I’action des antioxydants.
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Les résultats du piégeage du radical libre DPPH et de pouvoir réducteur obtenus pour les
extraits de plante Camellia sinensis étudiées sont illustrés dans le tableau ci-dessous :
Tableau X : Les résultats obtenus pour le test de DPPH et le pouvoir réducteur des différents

extraits.

‘ Test

Pouvoir réducteur (mg EeqTrolox/100g 7,029+0,07 ® 3,798+0,072@
de MS)
DPPH (mgEqTrolox/100g de MS) 7,066+0,069 @ 6,963+0,080 @

Les lettres a, b, indiquent les différences significatives (p<0,05) entre les différents échantillons
TINF : Thé infusé TDEC : Thé décocté

D’aprés le tableau X, nous constatons que tous les extraits de Camellia sinensis ont dévoilé
une forte activité antiradicalaire.

Les deux extraits de thés préparés par infusion et décoction montrent la méme activité
antiradicalaire7,066+0,069 et 6,963+0,080. Et statistiguement aucune différence significative
n’a été notée pour les deux extraits.

Les résultats obtenus montrent que les extraits de Camellia Sinensis possedent une forte
activité antioxydante. Nous remarquons que la capacité la plus intéressante a été obtenue avec
I’extrait décocté qui est égale a 3.78 +0.072mg EeqTrolox/100gde MS) (PR) et (6.963 +0.08)
(DPPH) et un peu plus faible pour le thé infusé (7,029+0,07) (PR) et (7.066 +0.069)
(mgEqQTrolox/100g MS).

Kumari et Kumar, (2022) ont analysé trois échantillons de thé vert et ont obtenu une
valeur la plus élevée égale a 145,65 + 2,85 ugEAG/mL et la plus basse a été de 226,28 + 2,72
ugEAG /mL EAG.

Des études antérieures ont montré des résultats semblables pour les extraits aqueux du thé
préparés par infusion (Chan et al, 2007 ; Su et al, 2006). Selon certains auteurs, ces effets
anti-radicalaires du thé seraient dus a la présence de polyphénols, connus pour leurs activités
antioxydantes (Almaraz et al, 2006). En effet, il a été montré qu’il existe une grande
corrélation entre la concentration en polyphénols et 1’activité antioxydante du thé (Turkmen
et al, 2006). Les catéchines sont les principaux composés phénoliques présents dans le thé et
ils seraient pourvus d’une grande activité réductrice envers le DPPH (Zhu et al, 2001 ; Chan
et al, 2007 ; Manian et al, 2008).

Le pouvoir réducteur est un indicateur significatif du potentiel antioxydant d’une

substance, et présente souvent un profil comparable a celui des teneurs en substances
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antioxydantes dont la nature et la concentration modulent le pouvoir réducteur (Arasu et al,
2016).

Bougandoura et Bendimerad, 2012 ont rapporté que le pouvoir réducteur des extraits de la
plante Camellia sinensis étudiées est probablement dd a la présence de groupement hydroxyle
dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme de donneurs d’électrons. Par
conséquent, les antioxydants sont considérés comme des réducteurs et inactivateurs des
oxydants.

IV.5. Activité antibactérienne

L’effet antimicrobien des extraits aqueux du thé est évalué dans cette étude par la technique

de diffusion sur I’agar. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau XI : Diamétres des zones d’inhibition de la croissance bactérienne induite par les

extraits aqueux du thé (mm).

Escherichia S. aureus Salmonelle.sp p. aerugenosa

Coli(25922) (ATCC43300) ATCC27853
TINF 6@ 8,166+2.254 @ 13,666+0.763 @ 10,833+1.258 @
TDEC 6@ 8,333+2.254 @ 11,166+1.258 ®) 10,666+0.288 @

Les lettres a, b, indiquent les différences significatives (p<0,05) entre les différents échantillons
TINF : Thé infusé TDEC : Thé décocté

La bactérie Escherichia Coli a été révélée non sensible aux deux extraits de thé vert.

D’aprés Frazzini et al, (2022), il est bien nécessaire d'utiliser les concentrations les plus
élevées afin de garantir un effet antimicrobien significatif contre la croissance de 0138 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).
Pour Staphylococcus aureus (ATCC : 43300)

Les deux extraits du thé ont montré un faible effet inhibiteur envers la croissance de
Staphylococcus aureus avec un diameétre de 8,166+2.254 mm pour le thé infusé et un diameétre
d’inhibition égale a 8,333£2.254 mm pour le thé décocté. Aucune différence significative de

sensibilité des germes etudiés vis-a-vis des deux extraits n’a été révélée par 1’étude statistique
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sauf pour la salmonelle puisque les extraits de thé vert infusé et decocté ont donné des zones
d’inhibition de 13,66 + 0.76 et 11,16+ 1.25 mm respectivement.

La bactérie Staphylococcus aureus a été révelée sensible vis-a-vis les deux extraits de thé
vert.

D’aprés Guo et al, (2022) la CMI a été de 625 ug/ml pour ECG a 5000ug/ml enregistré
pour EGCG, indiquant qu'ils présentent tous les deux des effets contre s. aureus (SAMR)

Pour pseudomonas aerugenosa (ATCC 27853) :

Les deux extraits de thé vert préparés par infusion et par décoction ont montré une activité
inhibitrice envers la croissance de pseudomanas aerugenosa avec des diamétres d’inhibition
proches (10,833+1.258 mm pour le thé infuse et 10,666:+0.288 mm pour le thé décocté).

Cette activité antibactérienne est généralement attribuée aux polyphenols connus pour
I’inhibition de la formation de biofilm bactérien par divers mécanismes, y compris par la
réduction de la motilité bactérienne, adhérence a la surface, et en inhibant I'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.

De plus, les polyphenols présentent des activités antibactériennes en inhibant I'ADN gyrase
et bloguer la synthese des acides nucléiques (Bael et al, 2022).

Les résultats obtenus par Kumar et al, (2012) sont plus élevés par rapport a celle trouve
dans cette étude. Ces différences peuvent étre liées a la méthode de préparation des extraits de
thé (concentration, température, solvant utilis¢) les zones d’inhibition de E. coli varie de 10 a
13 mm pour des extraits de thé vert préparés avec de 1’éthanol et de méthanol, Les volumes
des extraits aqueux utilisées étaient de 10, 20 et 30ul. Une plus grande zone d'inhibition a été
trouvée dans les extraits méthanoliques que dans les extraits éthanoliques. Ils ont trouvé des
zones d’inhibition variant de 8 a 12 pour Staphylococcus aureus et de 7 a 10 mm pour
Pseudomonas aerugenosa ce qui correspond a nos résultats.

Abdul Majid et al, (2013), ont obtenu des zones d’inhibition de 20,31mm contre E. coli
pour un thé vert préparé avec de ’eau froide et de 22mm contre S. aureus. Ce qui est

supérieurs a nos resultats, ceci pourrait étre la résultante de la méthode d’extraction.

IV.6. Analyse sensorielle

Une analyse sensorielle a été réalisée sur le thé vert préparé par infusion et par décoction
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IV.6.1. Caractérisation des produits

La caractérisation de produit permet d’identifier quels sont les descripteurs qui discriminent
le meilleur des produits et quelles sont les caractéristiques importantes de ces mémes produits

dans le cadre de I'analyse sensorielle (Husson et Pages, 2009).
IV.6.2. Pouvoir discriminant par descripteur

Ce test permet de représenter les attributs sensoriels des produits dégustés par le jury expert,
ordonnés de celui ayant un pouvoir discriminatif fort jusqu’au celui ayant le pouvoir
discriminatif le plus faible en fonction de p-value, les résultats sont représentés dans la figure

29 ci-dessous :

Pouvoir discriminant par descripteur

2.5E-01

2.0E-01 +
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APP,couleur int,odeur
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Figure 29 : Pouvoir discriminant par descripteur

Selon les résultats illustrés dans la figure, le gout amer, 1’odeur et la couleur sont les
descripteurs qui ont les plus forts pouvoir discriminant sur les deux échantillons, c’est-a-dire
que les experts ont constatés des différences dans le gout amer, 1’odeur et la couleur des
échantillons. D’autre part les descripteurs, ‘‘Astringent’” et ‘‘sucré’” ont un pouvoir

discriminant faible.
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1V.6.3. Coefficient des modeles

Les coefficients du modele sont sélectionnés pour chaque descripteur et pour chaque
produit. En bleu, on voit les caractéristiques dont le coefficient est significativement positif
donc les notes attribuées pour ces caractéristiques sont supérieures a la moyenne des notes des
juges et en rouge celles dont le coefficient est significativement négatif (inférieures a la
moyenne), en blanc les caractéristiques dont les coefficients ne sont pas significatifs (tres

proches de la moyenne). L’analyse de chaque graphique permet de définir chaque produit.

Les résultats sont présentés dans les figures 30 et 31.

2.4
19 +
1.4 +
0.9 +
04 +
-0.1 F
-0.6 +
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-1.6
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Coefficients

M
|
I
[
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sucré
Amer
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APP,couleur int,odeur
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Figure 30 : Coefficients des modéles de I’échantillon A
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Astringent

Descripteurs

Figure 31 : Coefficients des modéles de 1’échantillon B

Echantillon A (infusé) : La figure 30 montre que la couleur, I’odeur et le gout amer
présentée en rouge, sont des caractéristiques détectées de la part des membres de jurys, c’est-

a-dire que le descripteur couleur, odeur et gout amer de thé vert infusé sont faiblement
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intenses. En blanc, sont affichées les caractéristiques du produit qui ne sont pas détectées par
les jurys. Donc on peut conclure que le thé vert infusé est caractérisé par une couleur une

odeur et un gout amer faiblement intense.

Echantillon B (décocté) : En bleu, sont affichées les caractéristiques, couleur, odeur et amer
c’est-a-dire que le thé vert B posséde une couleur et odeur intense et un amer désagréable qui
n’est pas appréci¢ par les jurys. Concernant la couleur blanche sont affichées les

caractéristiques de thé qui ont des notes proches de la moyenne que les juges ont donne.

IV.6.4. Moyennes ajustées par produit :

L’objectif de ce test est de définir les moyennes ajustées calculées pour chaque combinaison
descripteur-produit. Les résultats des moyennes ajustées par produit sont présentés dans le
Tableau XII.

Tableau XI1 : Moyennes ajustées par produit.

APP,couleur
int,odeur Amer  Astringent Y1 Sucré

Echant B 3,200 2,800 1,700
Echant A 2,700 2,200 2,000

Le Tableau XII permet de faire ressortir les moyennes lorsque I'on croise les différents

produits et les caractéristiques. On voit donc en bleu les moyennes qui sont significativement
plus grandes que les moyennes globales, comme la couleur, odeur et I’amer de 1’échantillon
B. En rouge, celles qui sont significativement plus petites que la moyenne globale, comme la

couleur, odeur et le golt amer de 1’échantillon A.
IV.6.5. Analyse en composantes principales (ACP)

L’ACP est l'une des méthodes d'analyse de données multivariées auxquelles les
observations (les produits) sont décrites par un ou plusieurs variables (les attributs
sensorielles). Cette méthode consiste a transformer et réduire le nombre de variables corrélées
en nouvelles variables non corrélées les unes des autres. Ces nouvelles variables sont
nommeées ‘’composantes principales’’, qui peuvent €tre visualisées graphiquement, avec la
conservation d’un maximum d'information (Jolliffe, 2016 ; Kassambara, 2017). La carte

suivante permet de représenter les corrélations entre les variables et les facteurs par I’ACP.




Résultats et discussion
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Figure 32 : Corrélation entre les variables et les facteurs

La figure 32 permet de représenter les corrélations entre les variables et les facteurs. Nous

voyons clairement que toutes les caractéristiques se rapprochent sauf pour 1’odeur.
IV.6.6. Classification Ascendante Hiérarchique (CAH)

La CAH est une méthode de classification des consommateurs (panel expert) en groupes
homogénes de classe selon leur notation de préférence pour chaque produit, ces résultats
permettent de visualiser les données en classes homogenes (Everitt et al, 2011) afin de

faciliter I'interprétation des résultats de cartographie externe de préférence.

La représentation graphique du profil des classes présenté dans la figure 33 permet de

comparer les moyennes des différentes classes du panel expert crées. Selon les résultats
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représentes ci-dessus, les membres de panel expert sont répartis selon leurs préférences en

trois classes,

Profil des classes

Produit A Produit B

| 1 2 3 |

Figure 33 : Profil des classes créées.

L’application de I’analyse des données CAH a généré plusieurs tableaux et graphes. Le
graphe du profil des classes (réalisé a partir des données de préférence) permet de comparer

visuellement les moyennes des différentes classes creées :

La classe 1 préfere 1’échantillon A (infusé)
La classe 2 et 3 préfére 1’échantillon B (décocté).

Une fois que les étapes précédentes sont effectuées, le PREFMAP peut étre réalisé.

IV.6.7. La cartographie externe de préférence (PREFMAP)

De nombreuses méthodes d'optimisation de produits sont exploitées, pour mieux
comprendre la relation entre les produits alimentaires préférés chez les consommateurs et leur
attributs sensoriels (Richardson-Harman et al., 2000). Les trois figures : courbes de niveau,
ACP et biplot sont superposées et la carte des préférences (PREFMAP) obtenue dans la

figure34 qui représente les courbes de niveau et la carte de préférences.
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Figure 34 : Courbes de niveau et carte des préférences

D’apres la figure 34 les deux échantillons ont un ordre de préférence entre 80 et 100%, par
contre les caractéristiques odeur, couleur et gout amer sont percu comme intense et
désagréable par les jurys experts pour I’échantillon B (Thé vert décocté) contrairement au thé

vert A (thé vert infusé) ou ces mémes caractéristiques ne sont pas intense et acceptable.

s
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Conclusion

L’objectif de notre étude été d’évaluer la composition en composés phénoliques de thé

vert et ses propriétés antioxydante, et antibactérienne mais également de déterminer la

methode idéale qui permet de bénéficier du maximum de ces propriétés entre la décoction

pratiquée dans les pays nord africains et I’infusion fréquente dans le monde entier

Au terme de cette étude, nous avons pu faire ressortir les conclusions suivantes :

v
v
v

La méme composition pour le thé vert décocté et infusé

Des profils IR semblables

Le thé vert est une boisson riche en polyphenols en flavonoides et en tanins,
néanmoins, le thé vert infusé montre les meilleurs résultats avec les résultats suivants
(374,94+6,65 ; 123,73+2,66 ; 3,57+£0,003) respectivement.

Le thé vert infusé et décocté sont tous les deux doués d’activité antioxydante
intéressante et le thé décocte montre une légére supériorité par rapport au thé infusé.
Une forte sensibilité de Salmonelle.sp et de Staphylococcus aureus(SAMR) a été
enregistrée pour le the vert infuse.

L’analyse sensorielle révele une préference des jurys pour le thé infuse.

En termes de perspectives, notre travail peut étre enrichie par :

Déterminer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et bactéricides (CMB) des

différents thés préparés vis-a-vis des souches étudiées ;

Identifier et isoler les molécules actives de thé vert ;
Etudier d’autres activités biologiques, telle que I’activité antidiabétique et anti-

inflammatoire.
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Annexe | : Matériel et Réactifs

‘ Matériel

v

AN NN NN Y N N U N N N

Balance analytique (Balance de
précision PS 600/C/2)

Plaque chauffante PHYWE

Bain marie memmert
Spectrophotométre UV Visible
(Thermo Scientific Evolution 201)
Etuve memmert

Autoclave BIOBASE

Bec benzéne

Verreries (Tubes a essai, éprouvette,
erlenmeyer, bécher, pipette graduée,
entonnoirs, boites de pétries)
Ecouvillons, Pince, Anse de platine,

Disque en papier

Réactifs
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Eau distillée
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Acide sulfurique a 70%

La vanilline

Acide gallique

Le réactif de Follin

Na2Co3

Ethanol

DPPH

Trichlorure d’ Aluminium AICI3
La quércétine

Le milieu de culture Muller Hinton
Les bactéries

Eau physiologique

La gélose nutritive




Annexe II : Courbes d’étalonnages

E°-5 1 y=0.439x - 0.0004 e 17 y = 7.9478x
€04 - R?=0.9992 & R?=0.9902
. <
:ruo‘g i ° & Seriesl
g 2
c | @©
30.2 2 ——Linear
S 2 i
00.1 - 8 (Series1)
] <
< O O T T 1
' ' ' 0 0.05 0.1 0.15
0 0.5 1 1.5 ) )
Concentration en quercétine(mg/mL) Acide galique(mg/mL)
Courbe d’¢talonnage de la quércétine Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
Courbe d'étalonnage de I'acide Taux de piégeage de DPPH par le

e 0.15 y =0.1075x + 0.0273 3

c R? =0.9965 ©

o 0.1 ) b=

2 @ Seriesl v £

T c

© 0.05 RS

8 €

§ o : ——Linear S

= 0 1 2 (Series1) §

8 . . <

Acide tannique(mg/ml
< que(mg/mi) Trolox(pug/ml)

Courbe d’étalonnage de I’acide tannique Courbe d’étalonnage de Trolox



Annexe 11 : Activité antibactérienne

Préparation des boites de pétries Ensemencement

Dépot des disques et imprégneés Incubation 24h a 37C°



Annexe IV : Résultats de I’antibiogramme

Zones d’inhibition des extraits



Résumé :

L’objectif de 1’étude qualitative, quantitative, antioxydante et antibactérienne des extraits préparés par infusion
et par décoction de thé vert est de savoir la meilleure préparation nous permettant de bénéficier des bienfaits d
cette plante pleine de vertus. Les résultats nous ont donné un rendement élevé pour les deux extraits de thé vert
43,1£2,17% pour I’extrait préparé par infusion et 40,5+0,78% pour 1’extrait préparé par décoction. Les analyses
qualitatives des extraits du thé vert par les tests phytochimiques a révélé la présence des flavonoides, tanins,
saponosides, Quinones libres, mucilages et les terpénoides. Le dosage des polyphenols révéle que le thé infusé
représente ’extrait le plus riche en ces composés et en composés liposolubles. L’extrait de thé infusé a présenté
la plus forte activité antioxydante avec une valeur de 7,066+0,069 mgEeq Trolox/100g MS pour le DPPH et une
valeur de 7,029+0,07 mgEeq Trolox/100g MS Pour le pouvoir réducteur. L’étude de I’activité antibactérienne
nous a révélé la sensibilité de Staphylococcus aureus, Salmonelle.sp vis-a-vis des deux échantillons. Par contre
E. Coli s’est montré résistante. D’aprés I’analyse sensorielle, le thé vert infusé a une préférence de 80-100 % par

les jurys experts pour ces caractéristiques: couleur, odeur, goQt (Sucré, Amer Astringent).

Mots clés : Thé vert, infusion, décoction, Activité antioxydante, Activité antimicrobienne

Abstract

The objective of the qualitative, quantitative, antioxidant and antibacterial study of the extracts prepared by
infusion and decoction of green tea is to know the best preparation allowing us to benefit from the benefits of
this plant full of virtues. The results gave us a high yield for the two green tea extracts 43.1 = 2.17% for the
extract prepared by infusion and 40.5 + 0.78% for the extract prepared by decoction. Qualitative analyzes of
green tea extracts by phytochemical tests revealed the presence of flavonoids, tannins, saponosides, free
quinones, mucilages and terpenoids. The dosage of polyphenols reveals that the infused tea represents the richest
extract in these compounds and fat-soluble compounds. The infused tea extract showed the highest antioxidant
activity with a value of 7,066+0,069 mgEeq Trolox/100g MS for the DPPH and a value of 7,029+0,07 mgEeq
Trolox/100g MS For reducing power. The study of the antibacterial activity revealed to us the sensitivity of
Staphylococcus aureus, Salmonella.sp to the two samples. On the other hand E.coli was resistant. Green tea
infusion was preferred in 80-100 % by the experts for these characteristics : colour, smell, taste (sweet, bitter,
astringent).

Keywords : Green tea, infusion, decoction, antioxidant activity, antimicrobial activity »
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