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I ntroduction

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments.
Elles sont considérées comme source de matiére premiére essentielle pour la découverte de
nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Maurice,
1997).Les especes du genre Lycium(Solanacées) sont bien connues en médecine traditionnelle
et comme aliments fonctionnels (Boulila et al., 2015). Certaines études ont indiqué que les
extraits de quelgques especes de ce genre possedent une gamme d’ activités biologiques, y
compris les effets sur les maladies liées a I'age, la régulation de taux de glucose chez les
diabétiques, et ils sont dotés de propriétés antioxydantes et antitumoral(Chen et al., 2008 ;
Potterat et al., 2010).

Ce genre a été identifieé grace a sa richesseen polysaccharides, protéines et
polyphénols, qui sont responsables de beaucoup de leurs effets thérapeutiques (Fukuda et al.,
2001).Une meilleure connaissance de la composition chimique et des activités biologiques de
ces plantes peutcontribuer a leurs utilisationscomme source naturelle de substances

phytochimiques aussi bien qu'al'avancement agronomique et économique.

Les propriétés antioxydantes des principes actifs des extraits provenant de diverses
sources végétales continuent a avoir un tres grand intérét comme supplément en médecine
complémentaire. La plupart de ces extraits contiennent des polyphénols qui sont d’ ailleurs de

plus en plus utilisés en thérapeutique (M ohammedi, 2013).

Le présent travail sinscrit dans le cadre de la recherche et de la valorisation des
substances bioactives telles que les substances naturelles douées d’ activité antioxydante qui
présentent un intérét dans le domaine de la bio pharmacologie. Nous hous sommes intéressées

al’ étude de la composition phénolique des feuilles d’ une espece du genre Lycium.

Les composés phénoliques peuvent étre isolés facilement a partir d' un tissu vegéta
parextraction avec des solvants organiques (Vermerris et Nicholson, 2006). Cependant, la
procédure d’ extraction est influencée par plusieurs paramétres tels que : la nature chimique de
ces composés, la méthode d’ extraction utilisée, la dimension des particules d échantillon, le
temps d’ extraction et la nature de solvant(Nazck et Shahidi, 2004). En outre, chaque matériel

végétal a ses propriétés uniques en termes d’ extraction de ces composés.

Par conséquent, |’ objectif principal de ce travail est de choisir le meilleur solvant pour

extraire lescomposés phénoliques des feuilles de Lycium sp. Quatre types de solvants connus
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pour leur efficacité dans |’extraction des polyphénols sont utilisés. 1l s'agit du méthanol,
d’ éthanol, d’ acétone et de leurs mélanges a différentes proportions avec de I’eau (100, 70 et

30%, v/v) ainsi que d’ eau.

Le choix Sest fixé en se basant sur (i) la quantification des certaines importantes
classes de composés phénoliques (polyphénols totaux, flavonoides totaux et tannins) et (ii) sur
I”évaluationin vitrode |’ activité antioxydante en utilisant deux techniques complémentaires qui

sont la méthode de piégeage du radical libre DPPH’ et le test au phosphomolybdate.

Dans ce contexte nous avons essayé de réaliser un travail qui comprend trois parties.
Lapremiére est une étude bibliographique qui renfermeune description de la plante étudiée et
des informations sur les métabolites secondaires et I’ activité antioxydante.La deuxieme partie
est expérimentale, consacrée a la présentation des travaux personnels, comporte : extraction
des polyphénols par des solvants organiques ;détermination d’ activitéantioxydante parles
méthodes de DPPH’ et de phosphomolybdate. La troisieme partie est consacréea la
présentation des résultats obtenus et leur discussion et enfin un apercu sur les résultats

pertinents obtenus est donné en conclusion.
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I.1. Généralités sur les composés phénoliques

Les composés phénoliques correspondent a une tres large gamme de structures
chimiques. Ils sont utilisés par I’Homme dans des domaines aussi variés que |’ agroalimentaire
ou la pharmacologie (Macheix, 1990).lls peuvent étre regroupés en de nombreuses classes
(Harborne,1989 ; Macheix et al.,1990) (Tableau 1) quise différencient d abord par la
complexité du squelette de base (allant d'un simple Cs a des formes tres polymérisees),
ensuite par le degré de modification de ce squelette (degré d’ oxydation, d’ hydroxylation, de
meéthylation ...), enfin par des liaisons possibles de ces molécules de base avec d'autres

molécules (glucides, lipides,proténes).

Tableau 1: Principales classes de composés phénoliques (Harbrones, 1989 ;M acheixet al.,
1990).

Squelette carboné Classe Exemple Origine (exemple)
Ce Phénols simples Catéchol Nombreuses especes
Co — Cy Acide hydroxy | p-hydroxy Epices, fraise
benzoiques benzoiques
Ce-Cs Acide hydroxy | Acidecaféique Pomme de terre,
cinnamique scopol éitine pomme, citron
coumarines
Ce_C, Naphtoquinones juglone Noix
Ce —C, — Cy Stilbenes Resvératroles Vigne
Ce_C5_Ce Flavonoides,|so Quercétine,Cyanidine | Fruits, légumes,
flavonoides Daidzéine fleurs,soja, pois
(C6 —C3), Lignanes pinorésinol Pin
(€6 —C3), Lignines Bois,fruits a noyaux
(C6 — C3 — (6),, | Tanins condensés Raisin

I.1.1. Classification des composés phénoliques

l.1.1.1. Formesles plussimples

Les formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques alant de
simple phénolenC,(ne sont pas présentes naturellement chez les plantes), aux flavonoides
encC, et ades molécules proches. Sans exceptions,ces substances sont présentes sous formes

solubles dans les vacuoles(Far ga,2010).
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= Acidesphénaoliqueset leurs dérivésphénols

Le terme acide—phénol peut s appliquer a tous les composés organiques possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Les acides phénoliques sont
généralementprésents sous forme liée et sont généralement des composants de structures

complexes comme les lignines et |es tanins hydrolysables (Far ga,2010).

v' Acideshydroxybenzoiques

Les acide hydroxybenzoique ont une structure de(Cq_C; ) provenant directement de
I"acide benzoique (Tableau 11). Les structures des acides hydroxybenzoiquevarientselon les
hydroxylations et les méthylations sur le cycle phénoliquearomatique, (Thomas-Baberanet
al.,2000). Ills peuvent étre présents sous forme soluble, conjugués avec des sucres ou des
acides organiques ainsi liés a des fractions de laparoi cellulaire(Hakinnen,2000).

Tableau Il : Structures chimiques de quelques acides benzoiques (Spanos et al., 1992).

Structure Acide benzoique R R’
. Acide p-hydroxybenzoique H H
y
",—;:. Acide protocatéchique O H
HO —L-;-— COOH
; — Acide vanillique OCHj3 H
R Acide galique OCH3 OH

v Acideshydroxycinnamiques

lIs représentent uneclasse trés importante dont la structure de base est de type
(Cs—C3).1ls ont une structure tres variée (Tableau I11) comme les acidescaféiques, féruliques
et sinapiques (Bruneton,1999).1ls s'accumulent souvent sous forme d'esterstartrique,
d’ acidescoutariques,et  fertariquesrespectivement(Fraga,2010). Ces acides peuvent
étremodifiés, ou combinés avec des sucres: ester de glucose qui est le cas le plus
fréguent(Bruneton,1999).
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Tableau 111 : Structures chimiques des acides cinnamiques(Hakinnen, 2000 ;Spanos et
al.,1992).
Structure Acides cinnamiques R R’
Acide p-coumarique H H
[
Acide caféique OH H
HO—, j—Ch=CH=CO0H | Acideférulique OCHsz |H
- Acide sinapique OCH3 | OCHjs

v' Coumarines
Les coumarines dérivent des acides cinnamiques ortho-hydroxylés, de méme que la
coumarine elle-méme dérive de I’ acide a-coumarique(Tableau IV)(Ribér eau-Gayon, 1968).

Tableau IV :Structures chimiques de quelques coumarines (Hakinnen, 2000 ;Spanos et
al.,1992).

Structure Coumarines | R; R> Rz R4
Scopolétine | H OCHg3 OH H
fraxétine H OCHj3 OH OH

= Flavonoides
Les flavonoides sont formés d’un squelette a quinze atomes de carbone (C¢ — C5 —
Ce),correspondant a la structure du diphénylpropane(Santos-Buelga et Salbert,2000).Les
flavonoides sont subdivisés en plusieurs classes dont les isoflavones, les flavonols,les
flavones, les(prényl)chalcones et lesdihydrohalones ansi que les anthocyanines
/anthocyanidines(Santos-Buelga et Salbert,2000).

|. 1.1.2. For me condensée
Ces composés généralementrésultent de la condensation de certaines formes simples.

Danstous les cas, les formes condensées sont particuliérement difficilesagtudier.
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= Tanins

Les tanins sontdes substances d'origine organique retrouvées dans pratiguement tous
les végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.). Ils sont caractérisés
par leur propriété de former des complexes avec les protéines et d’ autres polymeres tels que
les polysaccharides. Les tanins sont considérés comme des composés phénoliques solubles
dans |’eau, possédant une masse moléculaire comprise entre 500 et 3000 Da(Riber eau-
Gayon et al., 1982 ; Simon, 2003).1ls sont subdivisés en :

v" Taninshydrolysables
Les tanins hydrolysables(Ty) sont des esters d'acide phénolique (acide gallique ou
ellagique) associés a un polyol (habituellement le glucose) (Figure 1)(Clifford,2000).

l.[hn
Mo oe _=iH

[l " IH

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

v Tanins condensés

Leur structure complexe est formée d’ unité répétitive monomérique (Tableau V) qui
varient par leurs centres asymétriques, leur degré d oxydation et leur nombre de
substituantgalloylés. Parmi ces tanins condensés, deux classes sont distinguées : les
procyanidines qui sont des polymeres d'unité catéchine ou épicatéchine, et les
prodel phinidines qui elles sont constituées d’ unité gallocatéchine et épigallocatéchine(Perret,
2001 ; Jourdes, 2003).
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Dans chaque famille, le groupement hydroxyle en position 3 du cycle C peut étre
estérifié par I’ acide gallique. La dénomination de ces deux familles provient de leur capacité a
libérer en milieu acide a hautes températures les anthocyanidines correspondantes
(Cheynieret al., 1998).

Tableau V:Structure chimique des principaux monomeéres de tanins condenses(Jourdes,
2003 ; Vivaset al., 2005).

Structure Flavanoles R; R, R;
OH Catéchine OH H H
J\? OH
T . P .
r’ 5 [E Epicatéchine H OH H
8
HO Ay 0 I_.\\Q:xx/ -
7 | \l U5 Ry Gallocatéchine OH H OH
5.&3\?/_\\/3.\--!!22 . o
[ 4R, Epigallocatéchine H OH OH
OH
= Lignines

Les lignines sont des polyméres phénoliques ¢’ est |e deuxiéme polymeére abondant sur
terre apres la cellulose. Elles jouent un réle important dans la formation d’ une scruter d’ appui
aux végétaux. Leur complexité chimique et leur structureirréguliére rendent les lignines
extrémement

appropriées comme barriere physique contre les insectes et les

mycétes(Ribér eau-Gayon,1968).

I. 1.2. Activités biologiques des polyphénols
l.1.2.1. Chez les végétaux
Ces métabolites sont doués de plusieurs réles au sien de la plante, dont les plus

importants sont :
e Lalutte contrelesagents pathogenes

Des recherches ont démontré que la teneur en polyphénols s accroit si la plante est
agressée par des bactéries, champignons, ou autre comme les rayons UV et éévation de la
température (M ohammedi,2005 ; Piquemal,2008).

e L’astringenceet le gout

L’ astringence,qui constitue une part essentielle de la flaveur dans les produits alimentaires
tels que le café, lecacao, le vin ou certains fruitsse traduit par un ensemble de sensation
comprenant le desséchement de la bouche. Cette propriété est associée aux tanins condensés

7
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et auxparonthocyanidines, qui contribuent aussi a
I’ amertume(Guggenbuhl,2003 ;M ochammedi,2005).

e Lacouleur delaplante

Parmi les anthocyanidines, le groupe le plus connu est celui des anthocyanines, qui sont
des pigments solubles dans I’ eau, responsable de la couleur rouge, bleu et violette des fruits,
Iégumes, fleurs et autres tissus végétaux (M azza et al., 2004).

e L’attraction et la pollinisation

Lespolyphénoals et |es flavonoides interagissent dans le phénomene d’ attraction, la couleur
de la plante est considérée comme un signal visuel insectes pollinisateurs (Marfak,2003 ;
Mohammedi,2005).Dans certainscas, lesflavonoides servent pour éoigner les prédateurs. Ils
existentméme des flavonoides qui sont toxiques pour certains insectes néfastes pour la plante
(Marfak,2003 ; Mohammedi,2005).

l.1.2.2. Chez’'THomme
Les études expérimentalesin vitro ont indiqué une large variété d’ activités biologiques
(Tableau VI)(Xiao et al.,2007), attribuées aux polyphénols dans notre organisme,

quidépendentde la quantité consommée et la disponibilité biologique (M anach et al.,2004).
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TableauVI: Activités biologiques de quel ques polyphénols dans I’ organisme.

Poly phénols

Activités biologiques

Références

Flavonoides

Anti tumorale,
Antiparasitaire,
Vaso-dilatoire,
Antibactérienne,
Anti-carcinogen,
Anti inflammatoire
Analgésique,
Hypotenseur,
Antivirale,
Diurétique,
Antioxydant,
Anti-thermogénique,
Anti-thrombotique,
anti-allergique.

-Wallgast,2000
-Hitaraet al., 2009
-Tripoli et al.,2007
-Schon et al.,2004

Acides

phénoliques

(cinnamique et benzoique)

Antibactériennes,
Antiulcéreuses,
Antiparasitaires
Antifongiques,
Antioxydantes.

-Gyrbuzi et al.,2009

Anthocyanes Protection des capillaires et | -Bruneton,1999
des veines,
Antioxydants.
Tanins gallique et | Antioxydants -Gyrbuzi et al.,2009
catéchique

[.2. Antioxydants

L’ oxydationest une des plus importantes manifestations a I’ origine des détériorations

des produits alimentaires et des cosmétiques (Berset et Cuvelier, 2005). Les dégradations

oxydatives affectent les qualités nutritionnelles et sensorielles des aliments et peuvent avoir

des conséguences sur la santé du consommateur (Velioglu et al., 1998).

Les antioxydants sont des composés qui inhibent ou retardent I’oxydation d’autres

molécules. 1l existe deux catégories de base d antioxydants, d’ origine naturelle et synthétique
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(Sanchez et al., 2010).Les antioxydants naturels peuvent étre des composés phénoliques
(flavonoides et acides phénoliques), des composés azotés (alcal oides), des caroténoides ou des
vitamines comme |’acide ascorbique. Alors que les antioxydants synthétiques tels que le
butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluene (BHT) ont été utiliseés en tant
gu’ antioxydant depuis le début de ce siecle (Meddour et al., 2013).

A faible dose, les radicaux libres ne sont pas déétéres puisqu’ils nous aident & lutter
contre les virus et les microbes. En revanche, lorsgu’ils sont en excés dans |’ organisme, les

antioxydants interviennent pour les empécher de nuire (Pincemail et al., 2002).

Un antioxydant est une molécule assez stable pour faire don d’un électron a un radical
libre déchainé et le neutraliser, réduisant ainsi sa capacité a endommager. Ces antioxydants
retardent ou inhibent les dommages cellulaires principalement par leurs propriétés de
piégeage des radicaux libres. Certains de ces antioxydants, y compris le glutathion,
I"ubiquinol et I'acide urique, sont produits au cours du métabolisme normal dans le corps
(Popovici et al., 2009).

1.2.1. Mesure del’activité antioxydante

De nombreuses méthodes de mesure du pouvoir antioxydant ont été mises au point ces
dernieres années. Il existe les mesures faites sur des matrices vivantes (mesure in vivo) et sur
des matrices aimentaires (in vitro). Lors des mesures in vitro, I’ activité antioxydante est
évaluée en mesurant I'inhibition de I'oxydation d'un substrat déterminé. Le substrat est
d’ abord oxydé dans des conditions standard, puis |’ étendue de |’ oxydation a un point final est
mesurée. De nombreuses méthodes ont été développées combinant des substrats, des

initiations et des points finaux de mesure différents (Davalos et al., 2003) (Tsao et al., 2005).

La capacité antioxydante peut également étre évaluée comme le potentiel apiéger des
radicaux libres, en mesurant directement I’inhibition du radical lors de I’gjout du composé
antioxydant. Ces tests utilisent le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), radical coloré stable,
ou |’acide 2,2’ -azino-bis-(ethylbenzthial ozine-6-sulfonique) (ABTS), dont le radical coloré

peut étre généré par réaction enzymatique (Rice-Evans et al., 1996).

[.3. Généralités sur Lycium

Le lyciet (Lycium) est un genre de plante de la famille desSolanacées. |l comporte
70 especes d'arbustes épineux et de petits arbres (Figure 2). La plupart poussent dans les

régions arides ou subarides et quelques-uns dans les régions cotieres sur des sols
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salés(Fukuda et al., 2001). Il est parfois appelé couronnedu Christ ou jasmin béatard. En
arabe, il est appel éz=s=et en kabyle ashoundjele (http : www. wikipedia.com).

Figure 2 : Photographies des arbustes de Lycium(http: www. google image.com).

I.3.1. Classification du genre Lycium

Selon Cronquist (1981),le genre Lycium est classé comme suit :

Reégne Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Solanales
Famille Solanaceae

1.3.2. Caractéristiques du genre Lycium

Le genre Lycium regroupe une centaine d’ especes herbacées et sarmenteuses, arbustes

épineux et arbrisseaux. Leurs feuilles sont simples, alternes ou groupées, et courtement

pétiolées. Le calice, plus petit que la corolle, comporte un tube relativement étroit qui se

termine par cing lobes étalés, en forme en cloche. Les fleurs sont petites, pourpres, violacées

ou blanchétres, isolées ou axillaires (Figure 3). Les cing étamines sont fendues

longitudinalement, de longueurs inégales, a anthéres non conniventes. Le fruit est une baie

globuleuse et charnue de couleur rouge a rouge-orangé, voire pourpre a maturité. Toutes les
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espéces du genre Lycium peuvent étre retrouvées dans les haies mais également comme
plantes ornementales(Bonnier, 1990 ; Delaveau, 2003 ; Botineau, 2010 ; Maitre, 2011).

Figure 3:Photographies de la tige épineuse, feuilles et fleurs du genre Lycium(http :

www. google image.com).

[.3.3. Distribution du genre Lycium

Le genre Lycium est probablement apparu dans le nouveau monde, y a 29,4 millions
d’ années, puis s est dispersé vers I'Afrique méridionale et de la vers I'Eurasie et |'Australie.
Les espéces de ce genre sont distribuées dans des régionstempérées et subtropicales (Figure
4).En Amérique du Nord et du Sud 20 et 30 especes sont identifiées respectivement, en
Afriqgue méridionale, 20 espéces sont répertoriées. Le nombre d especes qui se trouvent en
Eurasie (de I'Europe ala Chine et au Japon) est de 10, et il est seulement de deux et d’ un en
iles du Pacifique et en Australie respectivement (Fukuda et al., 2001 ; Amagase et al.,2011).
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Figure 4: Carte de distribution du genre Lycium(Fukuda et al., 2001)

1.3.4. Propriétésdu genre Lycium

Les jeunes pousses des especes du genre Lyciumsont parfois consommées comme
asperges. Les feuilles peuvent étre utilisées comme salade ou comme succédané du thé. La
présence, dans la plante, d’alcaloides dont I'atropine est contestée. En revanche, elles
contiennent des quantités notables de bétaines, structures proches de celle des alcaloides mais
gui ne semblent pas poser de problémes dintoxication. Les données de la littérature les
concernant sont tres rares. L'ingestion de quelques baies (jusgu'a 5) n'entrainerait que de
légers troubles digestifs, mais il semble plus prudent de considérer le fruit de ces plantes

comme toxique a haute dose (plus de 10-15 baies) (Fukudaet al., 2001).

l. 3.1. Propriétésthérapeutiquesdu genre Lycium
» Inhibition la croissance des cellules cancér euses
Accroit lasensibilité alaradiothérapie et renforce le systéme immunitaire de patients

cancéreux etinhibe la croissance de cellules humaines de Leucémie et la prolifération
cellulaire donc stimule I'apoptose médié par la P53 dans les cellules de Carcinome
hépatocellulaire (Leroux, 2014). Une autre éude a examiné les effets d'un extrait de
Lyciumsur la prolifération cellulaire et I’ apoptose de cellules de carcinome hépatocellulaire de
rats et/ou d’humains. Les résultats ont montré que I’ extrait de Lyciuma inhibé la prolifération

cellulaire et a stimulé I’ apoptose médié par |a P53 dans ces cellules (Chao, 2006).

= Renforcement du systeme immunitaire

Les glycopeptides de Lyciumpeuvent avoir un effet stimulant sur le systeme
immunitaire en augmentant la réponse immunitaire. Ils favorisent notamment la fabrication et
I’activation des lymphocytes T et des cellules naturel killer ainsi que la sécrétion, la
prolifération et la différenciation des cytokines.En outre, les polysaccharides renforcent
I"immunité par leurs effets antioxydants. Les propriétés d’ immuno modulation présentées par
le Goji nous menent directement a un autre bienfait de ce fruit : son action contre le cancer
(Amagase et al., 2011).

= Effetsrégulateursdu diabéte detype 2, hypolipémiant et antihypertenseur
Des tests ont été faits sur des animaux ayant un diabete de type I, Leur alimentation
était supplémentée avec des polysaccharides de Lycium. Aprés 3 semaines, les animaux
avaient perdu du poids, e niveau de cholestérol avait baissé, ainsi que celui des triglycérides
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et dinsuline. Les chercheurs en ont déduit que les polysaccharides du Lycium pourraient

améliorer I'insulinorésistance{Wu, 2006).

= Effet neuroprotecteur dansles maladies neurodégénératives
Le peptide béta-amyloide ( 3 -a) est néfaste pour le systéme nerveux. Par la formation
de plaques, a l'origine de la maladie d Alzheimer. L’effet neuroprotecteur des
polysaccharides qui peuvent protéger les cellules neuronales contre la toxicité du 3 -a et
contre I'apoptose. La toxicité du pB-a par Le stress oxydatf, expliquent ce rdle

neuroprotecteur(Y u, 2005).

= Effet protecteur de la vision, contre le glaucome, la dégénérescence maculaire et

la cataracte
Les glycopeptides jouent un réle protecteur des cellules ganglionnaires de la rétine.
Donc permet de diminuer la perte des fibres nerveuses en cas d hypertension oculaire,
puisgu’ elle protégerait les fibres saines avoisinantes par la neutralisation des composés
neurotoxiques (glutamate, oxyde nitrique) excrétés lors de la destruction de ces fibres.
Certains caroténoides qui présentent en quantité Importante dans la baie de Goji, comme la
lutéine et la zéaxanthine constituent une source directe de nutriments et d' antioxydants pour

les yeux et les protégent(L er oux,2014).
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|. Matériels et méthodes
| .1.Récolteet traitement des feuilles

Les feuilles de Lyciumutilisées proviennent de la région de Smaoune de la willaya de
Begjaia et ils ont été récoltésle mois de février 2017. Aprés avoir bien nettoyéavec de
I’ eau,nous avonsprocédé au séchage dans une éuve a une température de 40°C,jusqu’a
stabilisation du poids. Apres séchage, les feuilles ont étébroyéesa |I'aide d'un broyeur
électrique jusgu’'a I’ obtention des particules trés fines. La poudre obtenue a été conservée

dans un sachet en papier et stockée al’ abri de lalumiere et del” humidité jusqu’ a extraction.

|.2. Test de!l’humidité
Pour établir la teneur en eau des feuilles verte,nous avons séchés des échantillons de
10 grammes dans une étuve a 105 °C pendant 4 heures(Brahmi et al., 2012).L e pourcentage

d humidité est calculé en utilisant laformule suivante :

o PMf — PMs
Tauxd'humidité (%) = —ME x 100

PMTf : Poids de lamatiére fraiche

PMs: Poids de la matiere seche

|.3. Procédé d’ extraction

Le protocole suivi est celui de Szydlowska-Czerniak et al. (2012)et |’ extraction a été
réaliséeen utilisant I’ acétone, I’ éthanol, le méthanol, a des polarités différentes (100 %, 70%,
30%) ains que et I’eau. Le matériel vegétal (2g) est mis dans 20 mL de chague solvant etla
maceération sous agitation est effectuée sur plague agitatrice pendant 20minutes a température
ambiante. Ce procédé est réalisé trois fois, puis les extraits obtenus ont éé combinés, apres
centrifugation (4500 tours/min) pendant 15 minutes et filtration avec du papier filtre
standard.Ensuite, les filtrats obtenusont été soumis a |’ évaporation &40 °Cet les extraitssecs
ontété reconstitués avecl es solvants utilisés pour I’ extraction et conservés dans des flacons a 4
°C pour empécher I'action des polyphénols oxydases qui dégradent les composés
phénoliques.
Letaux d’ extraction est déterminé en utilisant laformule suivante :
Taux d'extraction (%) = (poids du bécher aprés extraction — poids du bécher vide) /poids de
I’ échantillon* 100
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|.4. Dosage des composés phénoliques
|.4.1. Dosage des polyphénolstotaux

Le dosage des polyphénols totaux est fait selon la méthode rapportée par Dor man et
al. (2003).Dans cette méthode, le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (HsPW,0,,) et d'acide phosphomolybdique (HsPM0,0,,) qui est
réduit, lors de I'oxydation des phénols, en mélange d'oxydes bleus de tungstene (W;0,;) et de
molybdene (Mo;0.;)(Riber eau-Gayon et al.,1982).

Un volume de 100 pL de chaque extrait est gjouté a 6mL d’ eau distillée dans des tubes
a essai. Ensuite,500 pLet 1500 pL deréactif de Folin-Ciocalteu et de mono-carbonate de
sodium (20%) sont gjoutés respectivement et le tout est bien mélangé.A lafin, le volume est
complété avec I'eau distillée jusqu'a 10 mL et |a préparation est laissée incuber pendant 2
heures a température ambiante et al’ abri de la lumiere,puis |’ absorbance a été mesurée contre

un témoin a 740nm.

Les concentrations en composés phénoliques sont déterminées par référence a une
courbe d’éaonnage obtenue avec de I'acide gallique et sont exprimées en mg équivalent
d’acide gallique (EAG) par g de matiére seche (mg EAG/g MS).

|.4.2. Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’auminium (AICI3) citée par Djeridane et al. (2006) est
utilisée pour quantifier les flavonoides, cette méthode spectrophotométrique est basée sur la
capacité des flavonoidesa se complexer avec le chlorure dauminium (Figure 5).
L’ aluminium perd deux éectrons et s unit a deux atomes d’ oxygene du composé phénolique
qui est dans ce cas donneur d’ électrons(Ribérau-Gayon, 1968).
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Figure5:Réaction du chlorure d auminium avec les flavonoides (http : www. google

image.com).

A température ambiante, ImL d'extrait est mélangé avec 1mL d'une solution de
chlorure d’auminium (2%). Une coloration jaune est observée immédiatement apres I’ gout
de la solution d'AlCls. Aprés 15 minutes d'incubation, |I'absorbance est mesurée a 410nm

contre un témoain.

Les résultats sont rapportés a une gamme d’ étalonnage de quercéting, et exprimés en
mg équivaent de quercétine par gramme de matiere seche (mg EQ/g MS).

|.4.3. Dosage destanins

L e dosage des tanins totaux est basé sur la formation d’ un complexe tanins-protéines ;
la détermination de la teneur en tanins précipités repose sur la précipitation de la protéine
(sérum abumine bovine (BSA)) par les tanins (Hagerman et butler, 1978 ; hagerman et
butler, 1989).

0,5 mL d'extrait est mélangé avec 1 mL de la solution de BSA, préparée dans un
tampon acétate (pH 4,9 ; 0,20M). Le mélange est incubé a 4°C pendant 24h. Aprés une
centrifugation a14000 tr/min pendant 15 minutes, |e surnageant a été écarté et le précipitéa été
dissout dans 2 mL de SDS/TEA. Le mélange est incubé & I’ obscurité pendant 15minutes, un
volume de 0,5 mL de FeClz;a é&té gouter, et le mélange agité vigoureusementpar vortex,
Puidl’ absorbance a été mesurée a 510 nm contre un témoin et les résultats ont été exprimés en

mg équivalent acide tannigque par un gramme d’ échantillon (mg EAT/g MS).

|.5. Etude del’ activité antioxydante
|.5.1. Test au DPPH®

Le test du pouvoir anti radicalaire est réalisé selon la méthode utilisée par Brahmi et
al. (2015).L activité antioxydante a été évaluée par la mesure du pouvoir de piégeage du
radical DPPH’ (2,2-Diphényl-1-picrylhydrazyl), de formule brute C1gH12NsOg. Le mécanisme
principal d'action est le piégeage des radicaux libres par le transfert du radical H sur le
DPPH’(violet) qui sera transformé en une molécule neutre et stable DPPH-H (jeune) (Figure
6) ; la réduction du DPPH’en DPPH-H se fait en mesurant la diminution de la coloration
violette, due a une recombinaison des radicaux DPPH’, mesurable par spectrophotométrie a
517 nm (Popovici et al., 2009).
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Figure 6 : Réduction du radical DPPH’(http : www. google image.com).

La solution de DPPH" est préparée ala concentration de 10 M, 2mLde chaque extrait
adifférentes concentrations sont mélangés avec 150 yL de la solution de DPPH" et le mélange
est incubé pendant une heure a I’ obscurité. La lecture se fait au spectrophotométre a 517nm
contre un blanc préparé dans |les mémes conditions.

La capacité antioxydante de nos échantillons est exprimée en pourcentage d' inhibition du
radical DPPH" (Annexe ) suivant I’ éguation :

% d’inhibition = A controle- A échantillon/ A contréle x 100

- A controle : correspond al’ absorbance du contréle

- A échantillon : correspond al’ absorbance de I’ échantillon

La concentration des extraits inhibant 50% du radical DPPH’(1Cso) estdéterminée pour

une éventuelle comparaison entre les différents extraits.
1.5.2 Test auphosphomolybdate d’ammonium

Le test au phosphomolybdate a été estimé selon la méthode de rapportée par Brahmi
et al. (2012).Ce procédé est une méthode spectroscopique pour la détermination quantitative
de la capacité antioxydante par la formation d'un complexe de phosphomolybdéne. Le dosage
est basé sur la réduction de Mo™ en Mo™ par I'analyse de I'échantillon et la formation

subséquente d'un complexe vert phosphate-Mo™ & pH acide (Nur Alam et al., 2013).

Un volume de 0,2 mL de I'échantillon est combiné avec 2 mL de réactif de molybdate
(acide sulfurique a 0,6 M, sodium phosphate a 28 mM,et molybdate d ammonium a 4 mM).
Les tubessont incubés dans un bain Marie & 90°C pendant 90 minutes. Aprés
refroidissementde I'échantillon & la température ambiante, |’ absorbance est mesurée a 695 nm
contre un blanc préparé dans les mémes conditions.

L es résultats sont exprimés en |Csp (Annexe 11).
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|.6. Etude statistique

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne de trois essais * |’ écart
type. Les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification sont faites par
le test ANOVA/MANOVA suivi du test LSD (comparaison planifiée). Les différences sont
consi dérées statistiquement significatives au seuil de P <0,05.
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Il. Résultats et discussion
[1.1. Humidité et sechage des échantillons

Le séchage a une importance majeure pour |’extraction des polyphénols, car les
cellules végétales contiennent différents types d enzymes, susceptibles de provoquer des
modifications des composés phénoliques contenus dans le matériel végétal, en particulier des
polyphénols-oxydases et des glucosidases. Cet inconvénient peut étre éliminé par un séchage

rapide du matériel végétal, aussitot aprés sarécolte (Ribérau-Gayon, 1968).

Les résultats du test d’humidité montrent que les feuilles de Lyciumétudié possedent
un taux faible d’humidité (14,5t5,6%). Ce paramétre a une grande importance pour

I’extraction des polyphénols, car sa présence est un éément génant du rendement de
I’ extraction.

Le test d’humidité a une grande importance pour |'extraction des composés
phénoliques, car la présence d’'eau est un dément génant du rendement de I’ extraction. En
effet, ¢’ est une source de dégradation des polyphénols par oxydation(Cork, 1991).

I1.2.Rendement d’ extraction
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Figure 7 :Rendement d’ extraction des différents solvants des feuilles de Lycium

En raison de son efficacité et de sa facilité de mise en ceuvre, I’ extraction solide-
liquide est latechnique la plus utilisée pour la récupération de mol écules bioactives a partir de
source végétale (Leybros et Frémeaux, 1990).D’aprésSun et Ho (2005), dans cette

technique d’ extraction, le méthanol, I’ é&hanol, I’ acétone seuls ou mélangés avec de |’ eau ainsi
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I’'eau sontles solvants généralement les plus utilisés pour extraire de diverses

substances a partir de la matiére végétale.

L’ efficacité d’extraction est quantitativement liée au rendement d’ extraction de
I'échantillon (Lépez et al., 2011). Ce dernier dépend de plusieurs facteurs tels que le
type de solvant ainsi que sa polarité, la méthode d extraction, le pH, le temps
d'extraction, la température, aussi bien que la composition chimique de
I'échantillon(Goli et al., 2004).Dans les mémes conditions du temps, du pH et de la
température, la composition chimique ainsi que les propriétés de solvants sont les deux

facteurs les plus importants (L 6pez et al., 2011).

La méthode d’ extraction menée a température ambiante permet d’ extraire le maximum
de composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable qui peut étre
induitepar une température élevée lors d’ extraction (Lee et al., 2003).

Les rendements d'extraction de ces échantillonsvarié d’'un solvant a un
autreavec un ordre décroissant suivant :extrait aqueux> extrait éthanolique a 30% >
extrait éthanolique ar70%>extrait acétonique a 30% > extrait méthanolique a
30%>extrait méthanolique a 70%>extrait acétonique a 70% >extrait méthanolique a

100%>extrait éthanolique a 100% >extrait acétonique a 100%(figure 7).

Nous constatons que le rendement d'extraction dépend de la nature du solvant
utilisé. Ce sont les solvants hydroalcooliques qui ont donné les rendements les plus
importants. Tandis que, les solvants purs (méthanol, éthanol et acétone) ont révélé des
rendements faibles.Selon Hayouni et al.(2007), la variation des rendements de divers
extraits est attribuée aux polarités de différents composés présents dans |la plante.

L’ eau est souvent utilisée comme solvant pour |’ extraction de biomolécules a
partir de sources végétales. Sa polarité permet de dissoudre beaucoup de composés
phénoliques polaires. Pour extraire des composés peu polaires ou apolaires des
solvants plus hydrophobes sont mieux adaptés. Les solvants tels que le méthanal,
I’ éthanol, I’ acétone, ainsi que leurs mélanges avec |’eau sont largement utilisés pour
I’extraction des composés phénoliques. Les mélanges extraient souvent mieux les
substances d'intérét que les solvants purs (Yilmaz et al., 2006 ; Pinelo et al., 2005 ;
Penchev et al., 2010). En outre, Spigno et ses collaborateurs (2007) ont démontré
dans leur étude quel'addition d’une petite quantité d'eau au solvant organique crée

habituellement un milieu plus polaire qui facilite |'extraction des polyphénols.
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Ceci indique que la plupart des composants présents dans le Lyciumsont
probablement de nature hydrophile ou sont hydrosolubles.

Dans cette présente étude le rendement dépend de la polarité des solvants
utilisés. Les meilleurs rendements sont attribués aux solvants les plus polaires et de
telles résultats ont été rapportées dans la littérature (Brahmi et al., 2012 ; Sultanine et
al., 2009).D’ apres,Chirinoset al.(2007) ; Kimet al. (2007) ; Spignoet al. (2007) et Tabartet
al. (2007)I'addition de l'eau dans I|'acétone, I'éthanol et le méthanol augmente

énormément le rendement d'extraction.

11.3. Dosage des composés phénoliques

Plusieurs méthodes de dosage sont appliquées pour la détermination quantitative des
différentes catégories de composés phénoliques de I’ extrait de Lycium : polyphénols totaux,
flavonoides et tanins.

11.3.1. Dosage des polyphénols totaux
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Figure 8 : Teneurs en polyphénols totaux des extraits de feuilles de Lycium sp.

Les barres verticales représentent |’ écartype des cartes essais.
Les histogrammes qui portent la méme lettre ne présentent pas une différence significative en
composés phénoliques (P<0,05).

Les composes phénoliques constituent une classe principale des antioxydants présents
dans les plantes et sont généralement quantifiés par une méthode colorimétrique de Folin-

Ciocdlteu (Kanatt et al., 2007).Aprés |’ addition de la solution de carbonate de sodium et du
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réactif de Folin-Ciocalteu a |’ extrait des feuilles de Lycium, une couleur bleue est obtenue,
dont I'intensité varie en fonction de la concentration de I’ extrait de la plante. La teneur en
composes phénoliques de I’ extrait est exprimée en mg EAG/g MS (Annexel.1).

Les teneurs en polyphénols totaux montrent que I’extrait méthanolique a 30% de
Lyciuma enregistré la valeur la plus importante (28,88+1,79 mg/g MS)avec une différence
significative a P < 0,05, par contrela teneur la plus faible est attribuée par un extrait aqueux

(0,10+0,01 mg/q) (Figure 8).

Mocan et al.(2015) ont quantifié les polyphénols totaux par HPLC des extraits
éthanoliques & 70% des feuilles de deux espéces du genre Lycium qui sont Lycium
barbarumet Lycium chinense. Ils ont trouvé que les deux espéces contiennent 3,17 + 0,03 et
5,3+ 0,05 g EAG /100g M S respectivement.

Dans une étude comparative de quelques baies comestibles sauvages de quelques
plantes y compris Lycium barbarumMadhulika et al.(2015)ont trouvé quela teneur en
polyphénols des extraits méthanoliques purs des baies de cette planteestégale a 188,64 + 8,5
mg EAG/g du poids sec). D’autres part, le contenu en polyphénol totaux des extraits
éthanoliques a 70% des feuilles deLycium barbarum déerminé en utilisant I'HPLC par
Dogan et al. (2004) est égale 861,59 + 1,68 mg GAE/g MS.

Les résultats obtenus dans la littérature montrent des teneurs plus élevées a celles
trouvées dans le présent travail, cette différence peut étre due aux méthodesde quantification
ains d extraction adoptées par ces auteurs.L’ origine geéographique de la plante, la période de
récolte, les réactifs utilisées, les génotypes et les périodes de végétation(Caliskan et al., 2012)
peuvent également avoir un impact sur les teneurs en composés phénoliques.D’ ailleurs, les
changements de la phytochimie de la plante se produisent pendant la maturation du fruit ou
d'autres tissus veégetaux (Patel et al., 2009).En outre, certaines d'études ont établi que la
concentration en polyphénols peut varier d une parie a une autre de I’ organisme végétal ou
méme dans différents organes de la méme plante a différentes étapes de maturation(Pineli et
al., 2011).

Dans nos conditions expérimentales, |’ eau distillée n’est pas un solvant efficace pour
I’ extraction des composés phénoliques des feuilles de Lycium, ces résultats sont en accord
avec ceux trouvés par Mustafa et al. (2011).Cependant,nous avons noté que I’ gjout de |’ eau a
la majorité des solvants utilisés permet d obtenir de meilleures concentrations en polyphénols

totaux. Dans le méme contexte, Mustafa et al.(2011) ont démontré quel’incorporation du
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méthanol al’eau distillée améliore efficacement la solubilité des composés bioactifs.De plus,
plusieurs auteurs ont montré gquele systéme de solvant binaire (éthanol 30%, éthanol 70%,
méthanol 30%, acétone 30% et acétone 70%) est plus performant et favorable pour
I’ extraction que le systéme de solvants purs (éthanol 100%, méthanol 100%, acétone 100% et
I’eau distill€é) (Nawaz et al., 2006 ; Yang et Zhang, 2008).

Toutefois, les résultats du dosage des composés phénoliques n'indiquent pas les
valeurs exactes de leurs teneurs, puisque malgré sa grande sensibilité, la méthode de Folin-
Ciocalteu peut présenter des problémes d interférence, en effet le réactif Folin- Ciocalteu peut
réagir avec les acides aminés (tyrosine, tryptophane), les sucres réducteurs (glucose et le
fructose)(Boizot et Char pentier, 2006).

I1. 3.2. Dosage des flavonoides
12

10

0 T

EthOH 30 EthOH 70 = EthOH = MethOH MethOH MethOH Ace 30 % Ace 70 % Ace 100 % Aqueux
-2 % % 100 % 30% 70% 100 %
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Figure9 : Teneurs en flavonoides des extraits de Lycium sp.

Les barres verticales représentent I’ écartype des cartes essais. Les histogrammes qui portent la méme
lettre ne présentent pas une différence significative en composés phénoliques (P < 0,05).

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux quisont en partie
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. Ils se trouvent
dissous dans la vacuole des cellules a I'éat d'hétérosides ou comme constituants des

chromoplastes (Fukumotol et al., 2000).

Au cours du dosage, une couleur jaunétre est obtenue apres I’ addition de la solution de

chlorure d’auminium (AICl3), dont I'intensité varie en fonction de la concentration du
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standard (quercétine) ou de I'extrait de plante (Ribéreau-Gayon, 1968).La concentration
moyenne de |’ extrait en flavonoides a été déterminée en se référant ala courbe d’ éaonnage,
utilisant la quercétine comme standard (Annexe |.2).

Dans la présente étude, le contenu des flavonoides d’ extraits deLycium obtenu a
partir des différents solvants était expérimentalement déterminé. La concentration la
plus élevée des flavonoides a été obtenue a partir de I’ extrait méthanolique pur (100%)
(8,73t 0,16 mg EQ/g MS) avec une différence significative a P < 0,05. Tandis que,l'extrait
aqueux aréveelaplusfaible teneur(0,02+0,07mg EQ/gMS) (figure 9).

Ghasemzadeh et ses collaborateur s(2011), ont trouvé que le méthanol est le solvant

le plus efficace a extraire les flavonoides a partir du gingembre.

Les extraits obtenus avec les solvants purs ont donné les quantités les plus
€levées enflavonoides avec une différence significative a P < 0,05 comparativement aux

mél anges solvants/eall.

SelonAbaza et al(2011), la polarité des solvants joue un réle principal dans la
solubilité des composés phénoliques. Les solvants les moins polaires sont considérés
appropriés a l'extraction des phénols lipophiles. Ceci peut également étre explicité par
la nature des flavonoides présents dans la plante étudiée qui sont probablement sous
forme glycosylés ou méthylées apolaires. D’ apresAbaza et al.(2011) les isoflavones, les
flavanones et les flavonols qui renferment dans leurs structures un nombre élevé de

groupement méthylés onttendance aétre solubles dans | es solvants purs.

Selon Dong et al. (2009), la teneur en flavonoides des extraits de Lycium barbarum

obtenue par I’'HPL Cestégale a 43,73+1,43 mg équivalent rutine/g du poids sec).

Mocan et ses collaborateurs (2015)ont effectué une étude sur deux espéces du genre
Lycium (L. barbarum et L. chinense), ils ont déterminé la teneur en flavonoides avec HPLC
des extraits éthanoliques a 70% de feuilles de ces deux especes et ils ont trouvé des teneurs de
2,77+0,01 et 4,37 £ 0,06 g équivalent rutine /100g respectivement. De plus, selon Madhulika
et al. (2015),la teneur en flavonoides des extraits méthanoliquespurs de feuilles de Lycium

barbarumestégale a 340 + 15 mg équivalent de quercétine/g du poids sec.

Cette différencepeut étre due aux protocoles d extraction et du dosage ainsi qu'au
standardutilisés. D’autres facteurs peuvent également avoir un effet sur les teneurs en

flavonoides tels que la saison de larécolte, |’ &ge des feuilles et I’ origine de la plante. En effet,
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les facteurs environnementaux influencent la biosynthese et I’accumulation des métabolites

secondaires de la plante (Dong et al., 2009).
I1. 3.3. Dosage destanins
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Figure 10 : Teneurs en tanins des extraits de feuilles de Lycium sp.

Les barres verticales représentent I’ écartype des cartes essais. Les histogrammes qui portent la méme
lettre ne présentent pas une différence significative en composés phénoliques (P<0,05).

La méthode utilisée pour le dosage des tanins est basée sur la capacité des tanins a
former des complexes insolubles avec |les protéines (BSA) et de former des solutions colorées
avec certains métaux (Adams et Herbertson, 1999). Le chlorure ferrique gouté réagit avec
les tanins contenus dans le précipité pour former par chéation un complexe de couleur
marron clair. L’intensité de la coloration varie en fonction de la concentration en acide
tannique utilisé pour la réalisation de la courbe standard (Annexe 1.3). La stabilité de ce
réactif (chlorure ferrique) a été maintenue en gjoutant quel ques gouttes d’ acide chlorhydrique,

pour empécher laformation d’ hydroxyde de Fer.

D’ apres Hagerman et Butler.(1981) et Adams et Herbertson.(1999), aprés
incubation a 4°C pendant 24h, un précipité blanc a été formé qui correspond aux protéines
précipitées par les tanins de I’ extrait ; le complexe tanin - protéine pourrait ére plus stable a
basse température (Hager man et Butler, 1978).

L’analyse statistique révéle que la teneur en tanins varie selon le type de solvant
utilisé.Dans cette présente étude I’ extraction par le méthanol (100%) a donné la teneurla plus
élevée avec une différence significative & P< 0,05en taninsqui est de 34,21+1,71 EAT mg/g
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de matiére seche.Par contre la plus faible concentration en tanins est retrouvéedans I’ extrait
agueux (1,00+ 0,09 mg EAT/g du poids sec). L’ effet de solvant peut étre expliqué par le fait
gue les tanins sont plus solubles dans du méthanol (figure 10).

A notre connaissance, aucune étude bibliographique sur les bases de données investies
n’'acité le taux des tanins dans les especes du genre Lycium.

[1. 4.Activité antioxydante

C'est la capacité de capter ou de piéger les radicaux libres produits spontanément et
d'une fagon continue dans I’ organisme vivant.Nous avons utilisé deux méthodes différentes et
complémentaires pour étudier I'activité antioxydante, le test de DPPH™ et le test de

phosphomolybdate.

I1. 4.1.Activité scavenger du radical libre DPPH’

Figure 11:Effet de la concentration des extraits sur I activité antiradicalaire DPPH".

L'action de radical-scavenging de proton est connue pour étre I'un de divers
mécanismes pour |'anti-oxydation. Le DPPH" est I'un des composés qui possedent un

radical libre de proton et montre une absorption caractéristique a 517 nmavec une
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coloration pourpre. Quand il est réduit en présence de donneur de proton ou

d’ électron, sa couleur pourpre vire rapidementau jaune(L ai et al., 2001).

Plusieurs techniques ont été utilisées pour mesurer les activités antioxydantes
d’ extraits de plantes. Cependant, la méthode au DPPH"est largement employée en raison de sa
simplicité, stabilité, exactitude et reproductibilité (Stratiletal..,2006).

D’ apres lafigure 11, le pourcentage d'inhibition du radical DPPH’ par les différents
extraits de Lycium sp augmente avec |’ augmentation de la concentration. En outre, selon les
résultats trouves, |’ extrait acétonique (70%) est doté d’un pouvoir antioxydant important avec
laplusfaible valeur d’'1Csp qui est de 60,46 + 1,18 pg/mL. Ceci est suivi de |'éthanol 100%
et70% sans différences significatives a P<0,05.Toutefois, I’extrait acétonique (100%) a
révélé le pouvoair le plus faible avec une valeur d’'ICsy la plus élevéequi est égale a 114,43 +
11,93 pg/mL (Tableau V11).

L'activité antioxydante des extraits étudiés dépend de la structure chimique
des composés phénoliques et de |a disponibilité des groupes d'hydroxyle phénoliques
qui ont la capacité de donner leur électron ou hydrogéne formant de ce fait un
produit final stable(Jayaprakasha et al., 2008).Il a été rapporté que les polyphénols sont
des donneurs efficaces d’ atome d’ hydrogéene au radical DPPH’ en raison de leurs structures
chimiques (Erol et al., 2010).

Nos résultats ont prouvé que I'extrait acétonique a 70% a montré une activité
antioxydante sensiblement plus haute que les autres systemes de solvant choisi. Les
mélanges d’ acétone-eau se sont précédemment avérés de bons systéemes de solvants

pour |'extraction des antioxydants polaires(Alothmanet al., 2009).

Madhulika et al. (2015)ont évaluél’ activité antioxydante par |a méthode au DPPH des
extraits méthanoliques purs de Lycium barbarum, et ils ont trouvé une ICs, égale a 83,29
pg/mL. De méme, Mocan et al. (2014) ont étudié |'activité antioxydante avec cette
méthodedes extraits éhanoliques a 70% des feuilles de deux espéces du genre Lycium(L.
barbarum et L. chinense).lls ont noté que les extraits des deux plantes sont dotés d’'une
importante activité. Néanmoins, nous ne pouvons pas effectuer une comparaison avec leurs
résultats car ils les ont exprimésen g équivalent quercétine/mg de plante. Dans une éude
plus récente (2015), ces mémes auteurs ont enregistré des concentrations permettant d’inhiber
le radicd DPPH'de 124,06£5,34 et 51,01+2,54 pg/mL pour L. barbarum et L.
chinenserespectivement.
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Généralement la capacité antioxydante augmente avec I’ augmentation de la teneur des
composés phénoliques (Anderwulan et al., 1999 ; Tsaliki et al., 1999).

L’ accessibilité aux sites actifs de I’ oxydation est un facteur critique pour I’ efficacité de
I’ antioxydant(Frankel, 1998).

11.4.2.Test au phosphomolybdate d’ammonium

Figure 12 : effet de la concentration des extraits sur |’ activité de phosphomol ybdate.

Le test au phosphomolybdate a été introduit pour la mesure de I’ activité antioxydante
de différents extraits de Lycium.C’ est une méthode spectroscopique basée sur la réduction, la
détermination quantitative de la capacité antioxydante est mesurée par la formation d'un

complexe de phosphomolybdene(Brahmi et al., 2012).

D’ apres lafigure 12, I absorbance augmentent avec I’ augmentation de la concentration
pour tous les extraits de feuilles de Lycium testés. Les valeurs d' 1Csp ont montré que |’ extrait
acétonique (70%) possede une trésforte capacité antioxydante (28,60 + 0,67ug/mL) avec une
différence significative a P < 0,05. Par contre I’extrait aqueux a enregistré la plus faible
activité (51,05 + 4,40 ug/mL) (Tableau VII).
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A notre connaissance, aucune étude bibliographique sur les bases de données investies
n'a cité le test au phosphomolybdatepour tester I’ activité antioxydante des especes du genre

Lycium.

TableauVI1 : résultat aux DPPH" et phosphomolybdate.

. Test au DPPH’ Test au phosphomolybdate
Extrait | Cso (Lg/mL)
Ethanol 30 % 91,42 +6,60° 36,29 +3,46“
Ethanol 70 % 65,54 3,467 37,58 +2,30°
Ethanol 100 % 62,32 +5,22% 32,46 +0,15"
Méthanol 30 % 79,25 +1,63° 34,70 +0,55"
Méthanol 70 % 68,60 +0,77" 32,71+0,42°
Méthanol 100 % 71,95 +1,97° 32,65 +0,23°

Acétone 30 %

108,96 +12,64'

35,29 +1,48%

Acétone 70 %

60,46 +1,18°

28,60 +0,67°

Acétone 100 %

114,43 +11,93

34,30 2,14

Aqueux 100 %

88,57 +0,25°

51,05 +4,40°

I1.5.Etude de la corrélation entre les composés phénoliques et les activités

antioxydantes

Afin de déterminer si les composés phénoliques quantifiés par différentes techniques
sont responsables de I’ activité antioxydante des extraits de Lycium, nous avons effectué une
corrélation entre les valeurs de capacité antioxydantes calculées par les deux méthodes (la
méthode DPPH" et la méthodeau phosphomolybdate) et le contenu en polyphénols totaux,
flavonoides et tanins de différents extraits. Ainsi, des courbes de régression linéaire(Annexe

[11) ont été générées et leur relation a été étudiée.
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TableauVIIIl : coefficients de corrélation entre les teneurs en composés phénolique et les

activités antioxydantes.

Test au DPPH’ Test au phosphomolybdate
Polyphénols totaux 0,422 0,447
Flavonoides 0,233 0,626
Tanins 0,358 0,573
Moyenne des cor rélations 0,337 0,548

Il.5.1. Corrélation entreles composés phénoliques et le test au DPPH’

Il existe une faible corréation entre les teneurs en composé phénolique des
échantillons et |’ activité scavenger du radical libre DPPH'. Le coefficient de corréation entre
les polyphénols totaux et ce test est éga a 0,422, par contre les flavonoides a révélé un
coefficient encore plus faible qui est de 0,233. Le coefficient de corrélation entre les tanins et
le test au DPPH’ est égale 0,358. Par conséquent, le coefficient de corrélation moyenobtenu
est seulement de 0,337 (Tableau VI1I).

Cela peut sexpliquer par le fait que d'autres métabolites a part les composes

phénoliques sont impliqués dans le piégeage du radical DPPH’

I1.5.2. Corrélation entreles composés phénoliques et letest au phosphomolybdate

Le coefficient de corréation trouve entre le test au phosphomolybdate et le teneur en
flavonoides est de 0,626. Il est suivi par celui entre les tanins (R=0,573), et celui des
polyphénols totaux (R=0,447) avec cetest. Le coefficient de corrélation moyen entre I’ activité
antioxydante au phosphomolybdate et les teneurs en composés phénolique est donc de 0,548
(Tableau VIII).

Ces observations montrent que les flavonoides sont les plus impliqués dans |’ activité
antioxydante évaluée par le test au phosphomolybdate. Selon Yang et al. (2008) et Marinova
(2009) I'activité antioxydante des extraits de Lycium barbarum déterminée par le test au
DPPH’, est fortement corrél ée avec la teneur en flavonoides. Comme particularité, les feuilles
du Lyciumbarbarum contiennent des quantités importantes en flavonoides ou le composé
principal étant la rutine.Les concentrations éevées en rutine sont responsables de la forte
activité scavenger du radica DPPH’(Yang et al., 2008).
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Conclusion et perspectives

Les plantes renferment une large variété de molécules chimiques (peptides, terpenes,
polyphénols, alcaloides ...) de propriétés physico-chimiques trés différentes et qui présentent
une large variété d'activités biologiques (antitumorale, antivirade, antioxydante,
antimicrobienne...). La valorisation de ces principes actifs d’ origine naturelle représente donc

un potentiel économique énorme.

Le présent travail effectué sur les feuilles d’ une espéce du genreLycium est constitué
de deux parties afin d’ optimiser le solvant d’extraction. D’une part le dosage des composés
phénoliques et d autre part I’ é&tude de I’ activité antioxydante in vitro. Les solvants utilisés sont
les plus recommandés dans la littérature qui sont le méthanol, I’ é&hanol, I’ acétone avec leurs
mélanges avec I'eau a 30 et 70%, I'eau seule est également utilisée pour une éventuelle

comparai son.

Au préaable et afin de suivre le séchage des feuilles de la plante éudiée, un test
d humidité est réalisé. Ce test a montré que ces feuilles renferment une teneur faible d’eau
dont le pourcentage d’ humidité est seulement de 14,5%.

La présence des différentes classes de composés phénoliques (phénols totaux,
flavonoides et tanins) dans les extraits de feuilles de Lycium a éé mise en évidence par
différents dosages.Une différence significative a P < 0,05 est notée entre les différentes
concentrations trouvées. La teneur en phénols totaux varie de 0,10 £ 0,01 pour I’ extrait
aqueux a 28,88 = 1,79 mg EAG/g MS pour |’ extrait méthanolique a 30%, et la teneur en
flavonoides varie de 0,02+0,07 pour I'extrait aqueux a 8,73+ 0,16 mg EQ/g M Spour
I’ extrait méthanolique & 100%. Concernant les tanins les teneurs varient de 1,00+ 0,09 a
34,21+1,71 EAT mg/g MS. La variabilité des concentrations en phénols totaux, flavonoides,

et tanins des différents extraits dépend du solvant d’ extraction et de sa polarité.

Les différents extraits testés ont manifesté une activité antioxydante mesuréein vitro
par les tests au DPPH" et au phosphomolybdate d’ammonium.Tous les extraits de feuilles de
Lycium étudiés ont la capacité de piéger le radica DPPH'qui augmente en fonction de la
concentration. Le meilleur résultat est obtenu avec I’ extrait acétonique 70% avec une I1Csp de
60,46 + 1,18 ug/mL, alors que |’ extrait agueux a révélé la plus faible activité scavenger avec
I'lCso la plus élevée (114,43 + 11,93 pg/mL). Dans le test au phosphomolybdate,c’ est

toujours I’ extrait acétonique 70%qui a montré une forte capacité antioxydante et I’ extrait
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agueux a enregistré une faible, leurs 1Cspsont respectivement de 28,60 + 0,67et51,05 + 4,40
pg/mL.

Les corrélations entre les teneurs en différents composés et | activité antioxydante ont
révélé de faibles coefficients de corrélation, ce qui démontre que d’ autres composés en plus
des composés phénoliques sont impliqués dans |’ activité antioxydante exercée par les extraits
de Lycium.

Nos données analytiques ont montré que les mélanges de solvants organiques avec
I’eau sont plus efficaces dans I’ extraction des antioxydants des feuilles de Lycium originaire
de Begjaia. En outre, nous avons deduit que ces feuilles représentent des sources appréciables
en antioxydants (composés phénoliques) ce qui valide en partie I utilisation traditionnelle de

cette plante a plusieurs vertus.

Afin de compléter cette étude, il serait utile defaire:

+ |dentification de I’ espéce étudiée appartenant au genre Lycium.

+ |dentification et quantification de différentes constituants phénoliques.

+ |dentification, quantification et caractérisation des constituants non phénolique
solubilisés par les solvants d extraction.

+ Utilisation del’ activité antioxydante in vivo des extraits et effet sur la qualité nutrition,
hygiénique et organol eptique des aliments.

4 Lamaitrise des techniques d’ extraction de ses mol écul es bioactives.
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Annexe | : courbes d'étalonnage pour le dosage des composés phénoliques (polyphénols
totaux, flavonoides et tanins)

Annexel.1: Courbe d’ étalonnage pour le dosage des polyphénol s totaux
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Annexel.2: Courbe d éalonnage pour le dosage des flavonoides

y =0,0552x+ 0,0019
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Annexel.3: courbe d’ étalonnage pour e dosage des tanins
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Annexe |l : Reésultats des ICsopour les différents extraits de Lycium dans les méthodes au
DPPH’ et phosphomolybdate

Annexell.1: Courbes utilisées pour le calcul d’1Cs pour I’ extrait é&hanolique 30% dansle
test au DPPH’
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Annexell.2: Courbes utilisées pour le calcul d’1Cs pour I’ extrait é&hanolique 70% dans e
test au DPPH’
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Annexe 1.3 : Courbes utilisées pour le calcul d’1Csp pour I’ extrait é&hanolique 100% dans le
test au DPPH’
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Annexe 1.4 : Courbes utilisées pour le calcul d’ICs pour I’ extrait méthanolique 30% dans le
test au DPPH’
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Annexell.5: Courbes utilisées pour le calcul d'1Csq pour I’ extrait méthanolique 70% dans le
test au DPPH’
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Annexell.6 : Courbes utilisées pour le calcul d'1Csq pour I’ extrait méthanolique 100% dans
le test au DPPH’
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Annexe 1.7 : Courbes utilisées pour le calcul d’'ICsq pour |’ extrait acétonique 30% dans le

test au DPPH’
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Annexe 1.8 : Courbes utilisées pour le calcul d’'ICsq pour |’ extrait acétonique 70% dans le

test au DPPH’
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Annexe 1.9 : Courbes utilisées pour le calcul d’ICsp pour |’ extrait acétonique 100% dansle

test au DPPH’
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Annexe11.10 : Courbes utilisées pour le calcul d'ICs pour I’ extrait agueuxdans le test au

DPPH’
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Annexel1.11 : Courbes utilisées pour le calcul d'ICsp pour I’ extrait éhanolique 30% dans le

test au phosphomolybdate
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Annexe11.12 : Courbes utilisées pour le calcul d'ICs pour I’ extrait éhanolique 70% dans le
test au phosphomolybdate
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Annexe11.13 : Courbes utilisées pour le calcul d'ICsq pour |’ extrait éhanolique 100% dans le
test au phosphomolybdate
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Annexel1.14 : Courbes utilisées pour le calcul d'ICsq pour |’ extrait méthanolique 30% dans
le test au phosphomolybdate
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Annexe11.15 : Courbes utilisées pour le calcul d'ICsq pour |’ extrait méthanolique 70% dans
le test au phosphomolybdate
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Annexe11.16 : Courbes utilisées pour le calcul d'ICsp pour I’ extrait méthanolique 100% dans
le test au phosphomolybdate
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Annexel1.17 : Courbes utilisées pour le calcul d'ICs pour I’ extrait acétonique 30% dansle
test au phosphomolybdate
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Annexe11.18 : Courbes utilisées pour le calcul d'ICs pour I’ extrait acétonique 70% dans le
test au phosphomol ybdate
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Annexe11.19 : Courbes utilisées pour le calcul d'ICsp pour I’ extrait acétonique 100% dans e
test au phosphomolybdate
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Annexe1.20 : Courbes utilisées pour le calcul d'ICso pour I’ extrait agueux dans le test au
phosphomolybdate
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Annexe |l1 ;. Résultats de corrélation entre les teneurs en composés phénoliques et les
activités antioxydantes

Annexe l11.1: lateneur entre les polyphénols et I activité antioxydante (DPPH").
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Annexelll.2: leteneur entre les polyphénols et I’ activité antioxydante (Mol ybdate).
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Annexell1.3: lateneur en flavonoides et I’ activité antioxydante (DPPH").
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Annexelll.4: lateneur en flavonoides et I’ activité antioxydante (molybdate).
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Annexelll.5: lateneur en tanins et I’ activité antioxydante (DPPH").
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Annexelll.6: lateneur en tanins et I’ activité antioxydante (molybdate).
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Résumeé

Le développement de I'industrie pharmaceutique a permis a la médecine moderne de traiter
un grand nombre de maladies. Cependant, les plantesmédicinales ne furent jamais totalement
abandonnées et les gens ne cessérent de faire appel a la médecine traditionnelle, ce qui a
conduit a maintenir vivante les traditions thérapeutiques laissées par nos ancétres. Ce présent
travail est mené en vue d optimiser |’extraction des composés phénoliques, par différents
solvants(meéthanol, éthanol, acétone et agueux), contenus dans les feuilles de Lycium. Le
résultat de I'éude effectuée montre que le taux dhumidité est de 14,5%. Les teneurs
optimales des différents composés phénoliques sont de 28,88+1,79 mg EAG/g MS pour les
phénols totaux (extrait méthanolique 30%), 8,73+0,16 mg EQ/g MS pour les flavonoides
(extrait méthanolique 100%), enfin 34,21+1,71 EAT mg/g MS pour les tanins (extrait
méthanolique 100%).L’ activité antioxydante des extraits de feuilles de Lycium a été étudiée
en évaluant leur capacité ainhiber le radical libre DPPH’, et I’ activité au phosphomolybdate.
Dans les deux tests, |'activité augmente avec I’augmentation des concentrations, et les
résultats qui sont exprimeés en 1Cspont montre |’ extrait préparé avec I’ acétone 70% a enregistré
une meilleure activité dans les deux techniques avec des valeurs de 60,46+1,18 pg/mL pour le
DPPH’et 28,60+0,67ug/mL pour le test au phosphomolybdate. Cette étude nous apermis ainsi
de déterminer le meilleur solvant d extraction d’antioxydants (composés phénoliques) des
feuilles de Lyciumsp.

Motsclés: Lycium, feuilles, solvant extraction, composés phénoliques, activité antioxydante.

Abstract

The development of the pharmaceutical industriesallowed to modern medicine to treat a great
number of diseases. However, the medicinal plants were never completely abandoned and
people did not cease calling upon traditional medicine, which resulted in maintaining alive the
therapeutic traditions left by our ancestors. This present study is undertaken in order to
optimize the extraction of the compounds phenolic, using various solvents (methanol, ethanol,
acetone and water), contained in the leaves of Lycium. The result of the current study showed
that the moisture content is 14,5%. The optimal contents of the various phenolic compounds
are of 28,88+1,79 Mg EAG/g MS for total phenols (methanolic 30% extract), 8,73+0,16 mg
EQ/g DM for the flavonoids (methanolic 100% extract), finally 34,21+1,71 EAT mg/g DM
for tanins (methanolic 100% extract). The antioxidant activity of the extracts of the leaves of
Lycium was studied by evauating their capacity to scavenge free radica DPPHe, and the
activity with the phosphomolybdenum test. In the two tests, the activity increases with the
increase of the concentrations, and the results which are expressed in ICspshowed the extract
prepared with acetone 70% recorded a better activity in the two techniques with values of
60,46+1,18 pug/mL for the DPPHand 28,60+0,67ug/mL with the phosphomolybdenum test.
This study has thus enabled to us to determine the best solvent for the extortion of the
antioxidants (phenolic compounds) from the leaves of Lyciumsp.

Key words: Lycium, leaves, solvent extraction, phenolic compounds, antioxidant activity.
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