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Introduction

Depuis plusieurs années, 1’utilisation des plantes médicinales ou des préparations a
base des plantes connait un succes croissant. Ainsi, d’apres les estimations actuelles, 80% de
la population mondiale dépend principalement de la médecine traditionnelle, ou les plantes
ont pu démontrer une réelle efficacité (Ghnimi, 2015).

Aujourd’hui, beaucoup de chercheurs s’intéressent aux plantes médicinales en raison
de leur réservoir immense en composés potentiels et en molécules bioactives. A coté des
métabolites primaires, elles accumulent fréquemment des métabolites dits secondaires. Ces
derniers représentent une source importante de molécules a savoir les polyphénols et les
flavonoides, qui sont largement utilisés en thérapeutique comme vasculoprotecteurs, anti-

inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti radicalaires (Kreif, 2003).

Beaucoup de métabolites secondaires sont également importants pour notre
alimentation (goft, couleur), et d’autres ont une application commerciale dans les domaines
pharmaceutiques et biomédicaux et font partie des médicaments, colorants, ardmes, parfums

et des insecticides (Teixeira, 2004).

Le thé, obtenu par infusion des feuilles de théier ou Camellia sinensis, est la boisson la
plus consommée dans le monde entier apres 1’eau. Bien qu’il fit longtemps considéré comme
simple boisson alimentaire, les chercheurs lui réattribuent aujourd’hui son vrai statut de plante
médicinale (kreips, 2009).

Les tisanes représentent une source majeure de composés phénoliques dans notre
alimentation. Parmi les tisanes les plus consommées, l'infusé de verveine odorante (Lippia
citriodora ou Aloysia triphylla) est connu pour ses propriétés aromatiques, digestives et
antispasmodiques (Lenoir, 2011).

Le choix du thé et de la verveine est basé d’une part sur I’importance de leurs familles
«les Théaceaes» et «les Verbenaceaes » qui sont parmi plantes aromatiques les plus
populaires dans le monde. Elles sont riches en composés phénoliques (polyphénols et
flavonoides) et d'autre part, sur leur usage traditionnel connu et fréquent dans le monde, dans
le domaine culinaire et celui de la médecine traditionnelle (Fillon, 2014).

Dans ce contexte, s’inscrit le présent travail de fin d’étude, dont le but principal est
d’étudier les composés phénoliques et d’évaluer 1’activité antioxydante des différents extraits

des deux herbes proposées.




Notre travail sera présenté comme suit :

La premicre partie sera consacrée pour les donnés bibliographiques sur Camellia
sinensis et Aloysia citriodora : aspects botaniques, composition chimique et intéréts sur la
santé. Elle décrit aussi les principaux composés phénoliques et les modes de préparation des
extraits des plantes.

La deuxieéme partie concerne la partie expérimentale, qui comporte deux chapitres, I’un
sur le matériel et les méthodes de travail utilisés; le deuxieme chapitre regroupe 1’ensemble
des résultats qui seront suivi d’une discussion qui englobe :

» Etudes quantitatives des polyphénols et des flavonoides des extraits de thé et de

verveine ;

» Evaluation du pouvoir piégeur (scavenger) des extraits vis-a-vis d’un radical libre

DPPH° ;
» Etude de I’activité antioxydante par la méthode de réduction du fer.
» Etablissement des corrélations entre les différentes activités étudiées et les

composés phénoliques.
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Chapitre 7

Plantes etudiees



Chapitre 1 Plantes étudiées

I.1. Thé vert Camellia sinensis

I.1.1.Historique

L’histoire du thé, boisson obtenue par infusion des feuilles du Camellia sinensis «
Camellia Chinois », remontrait a 2737 avant J.C selon la 1égende chinoise la plus célebre,
sous le regne de I’empereur Chen Nung (Wang, 2006).

Son origine se situe probablement au Yunnan Chinois, au nord de I’Inde dans les
régions de I’ Assam en s’étendant jusqu’au sud de la Chine (Krieps, 2009).

Il est ainsi introduit au Japon et dans le monde Arabe a partir du IX® siécle. Puis en
Europe au XVII® siécle par les commergants Portugais et Hollandais. Le thé est la boisson la

plus consommée dans le monde aprés I’eau (Wachira et al., 2001; Scharbert et Hofmann,

2005).

I.1.2. Description botanique

Camillia sinensis est un arbuste a fleurs persistantes, appartenant a la famille des
théaceae. A 1’état naturel, le théier est un petit arbre trés rameux, de 5 a 10 metres de haut et
pouvant atteindre 15 metres. Il est maintenu a une taille d’environ 1,50 métre afin de faciliter
la cueillette de ses feuilles (Fillon, 2014), il possede un systéme racinaire pivotant et une
durée de vie moyenne de 50 ans (Marcel, 2002). Ses feuilles persistantes sont isolées, alternes
et d’une couleur vert foncé brillante. Leurs taille est de 5 a 14 cm de langueur sur 1,9 2 5 cm

de largueur (Mckenna, 2002 et Kreips, 2009).

Figure 1 : Feuilles et fleurs de théier (Chan et Wong ,2015).

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

aplaties ou aillées (Namita et al., 2012).
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Cette plante ayant besoin d’un climat chaud a humidité constante et abondante,
pousse principalement dans les régions tropicales et subtropicales, le sol qui lui convient en

mieux est acide (Okamura et al., 2012).
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Figure 2 : Schéma de la plante Camellia sinensis (Ashida et al., 2004)

I.1.3. Classification botanique

La classification botanique du théier a beaucoup évolué depuis la premicre
description de la plante en 1753 par Carl Von Linné. A cette époque, ils existaient deux
genres distincts: Thea; contenant les variétés de thé cultivées, et Camellia; comprenant les
variétés ornementales. En 1759, ils furent fusionnés sous le nom de Camellia a cause de leurs
points communs (Mckenna et al., 2002).

Aujourd’hui, Le théier cultivé est donc nommé Camellia sinensis. Deux variétés

peuvent étre distinguées: C. sinensis var. sinensis et C. sinensis var. assamica (Maillet, 2003).

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

Régne Plantea
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Theales
Famille Theaceae
Genre Camellia
Espéce Camellia sinensis
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I.1.4. Composition chimique du thé vert

Depuis longtemps, des chercheurs ont analysé la composition du thé, ainsi que ses
infusées (Banerjee et al., 2005). En effet, plusieurs vertus sont attribuées a sa consommation
et de nombreuses recherches scientifiques ont montré que le thé est une source d’antioxydants
qui renforcent les défenses naturelles (Landau et al, 2006 ; Ozercan, 2008).

Les feuilles du thé contiennent plus de 200 composés bioactifs (Luo et al.,2013),

parmi les principaux constituants:

I.1.4. 1. Les polyphénols

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui sont largement
distribués dans le régne végétal (Harbone, 1994). L'élément structural fondamental qui les
caractérise est la présence d'un ou plusieurs noyaux aromatiques auxquels sont directement
liés un ou plusieurs groupement hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction (éther,

ester) (Bruneton, 1999).

Les polyphénols sont les composés les plus abondants des feuilles du thé, mais leur

proportion varie de 20 a 36 % selon leur maturité (Kreips, 2009).

» Les acides phénoliques
Les acides phénoliques, ou acides phénols ont une fonction acide et plusieurs

fonctions phénols, ils sont incolores (Haslam, 1994). Ces composés sont universellement
rencontrés chez les plantes. Deux sous-groupes peuvent étre distingués :

-Les acides hydroxybenzoiques, dont les plus répandus sont 1’acide salicylique et

I’acide gallique.

-Les acides hydroxycinnamiques, dont les plus abondants sont 1’acide caféique et

I’acide férulique (Nkhili, 2009).
Ces composés représentent 5% du poids sec de la feuille du thé, et le constituant majeur est

I’acide gallique (0,9%) (Schmitter, 2016).

» Les flavonoides
C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques, ces molécules ont
des structures chimiques variées et des caractéristiques propres (Benhammou, 2012). Ils sont
considérés comme des pigments, quasiment universels, des végétaux et souvent responsables

de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. A I’état naturel, les flavonoides se

)
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trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides (Ghestem et al., 2001; Bruneton, 1999). Du
point de vue structural, ces composé€s ont une structure de base formée de 2 noyaux

benzéniques A et B reliés par un noyau C qui est un hétérocycle pyranique (Lobestein, 2010).

Dans les feuilles du thé, ils sont représentés par les catéchines, prés de 59% sont
représentés par 1’épigallocathéchines-3-gallate (EGCG), 19% par 1’épigallocatéchine (EGC),
13,6% d’épicatechin, 3-gallate (ECG) et 6,4% par 1’épicatechine (EC) (Jhansee et al ., 2013).

» Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complexes, hydrosolubles ayant un poids
moléculaire compris entre 500 et 3000 Da (Kamra et al., 2006). Ces composés naturellement
produits par les plantes se caractérisent par leur facilité a se combiner a des macromolécules
(protéines, polysaccharides....) (Gazengel et Orecchioni, 2012). Les tanins sont classés en
deux groupes selon leur structure chimique: tanins hydrolysables et cathéchiques (condensés)
(Charnay et Tourmeau, 2007).

Le thé est riche en tanin (8 a 15 % - 20 % pour le thé vert). Ce sont les composés qui
contribuent a I’amertume, [’astringence et [’arricre-gott sucré de I’infusion du thé

(Chaturvedula et Prakash, 2011).

I.1.4. 2. Autres composants

La feuille de théier contient aussi d’autres constituants faiblement extraits lors de
I’infusion: environ 25 a 30% de glucides, dont un 1/3 sont des fibres de cellulose (Garel,
2006), 4 a 16,5% des lipides (Dewick, 2002), 10 a 15% de maticres minérales (potassium,
calcium, phosphore, manganése, cuivre, sodium et en grande quantité le fluor) (Schmitter,

2016).

I.1.5. La fabrication du thé

A partir du moment ou les nouvelles feuilles cueillies atteignent l'usine de
transformation, le traitement peut commencer. L’opération consiste a transformer les feuilles
du théier en feuilles séchées, afin d’obtenir le thé a infuser (CNUCED, 2016).

Tous les types de thé, qu’ils s’agissent de thé vert, de thé oolong ou de thé noir,

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

noir) (Morin, 2015).

[ Feuilles fraichement cueillies ]
|
p— I |
Torréfaction [ Flétrissage ]
Roulage [ Roulage ]
Dessiccation [ Oxydation ]
) | . 1a2h 3a4h
Tamisage | |
, | . [Torréfaction ] [ Torréfaction
Thé vert | |
Tamisage Tamisage
[ Thé Oolong ] [ Thé noir

Figure 3 : Les principales étapes de transformation des feuilles de théieres apres la récolte

(Monograph, 2000).

I.1.6. Production et consommation mondiale du thé

Depuis 2004, la production mondiale du thé a augmenté de prés de 54% pour
atteindre 5,35 million de tonnes en 2013. Cette croissance significative est due a
I’amélioration des rendements, et des compétences dans la production (CNUCED, 2016).
La Chine est le plus grand pays producteur de thé, ce qui représente 36% de la production

mondiale avec 1,9 million de tonne en 2013.

Tableau II : Les grands pays producteurs de thé en 2013 (FAOSTAT, 2015)

]



Chapitre 1 Plantes étudiées

Pays Production (tonne)
Chine 1924457.00
Inde 1208780.00
Kenya 432400.00
Sri Lanka 340230.00
Viet Nam 214300.00

De 2009 a 2013, la consommation du thé a augmenté de pres de 24% pour atteindre
4,8 million de tonnes en 2013. Cette augmentation a été renforcée par la croissance rapide des
revenus, en particulier en Chine, en Inde et dans les autres économies émergentes, qui ont fait

une ascension remarquable en termes de consommation (FAOSTAT, 2015).

I.1.7. Usage thérapeutique du thé vert

Il semble que le thé vert soit celui qui possede le plus de vertus thérapeutiques, ces
dernieres sont reconnues depuis longtemps par la médecine traditionnelle Chinoise (Mossion,
2007).

En effet, de nombreux avantages du thé vert ont été constatés sur la santé de
I’organisme notamment comme un effet protecteur contre le cancer de prostate (Stuart et al,
2008), de la peau (Kuzuhara, 2008), du colon et du pancréas (Fujiki, 2005).

En plus de ses effets sur le cancer, le thé vert protégerait des maladies cardio-
vasculaires en diminuant les risques d’hypertension et d’hypercholestérolémie. Le thé
diminuerait les risques d’ostéoporose, protegerait des affections hépatiques, des infections
bactériennes et virales (Cooper, 2012 ; Da Silva Pinto, 2013 ; Mukhtar, 2000). Les autres
effets positifs du thé sont associés a leurs propriétés anti-mutagéniques et anti-inflammatoires

(Cooper, 2012 ; Da Silva Pinto, 2013).

I.2. Verveine odorante Aloysia citriodora
L’infusé de verveine odorante ou verveine citronnelle est I’une des tisanes les plus
consommées (Lenoir, 2011), connue sous plusieurs noms : Aloysia citriodora Ort ; synonyme,

Lippia citriodora Kunth Verbena triphylla L. Herit, (famille Verbenaceae). Cette plante est
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originaire du Chili et du Pérou (Ghédira et Goetz, 2017), elle a été introduite en Europe a la
fin du XVII® siécle par plusieurs botanistes ; puis cultivée sous les climats tempérés au bord

de la Méditerranée : Europe du sud et Afrique du nord (Naser Aldeen et al., 2015)

1.2.1. Description botanique de la verveine

La verveine odorante, Aloysia citriodora ou Lippia citriodora (Kunth.), est un sous
arbrisseau vivace de la famille des Verbenaceae (Lenoir, 2011) mesurant 1,50 a 3,00 m de
hauteur (De Figueiredo et al., 2002). Les tiges sont anguleuses, cannelées a branches droites
et ramifiées (Cheurfa et Allem, 2016), portant des feuilles vertes pales, allongées, celle-ci
ont une longueur de 3 a 7 centimetres et une largeur de 1 a 2 centimetres, verticillées par trois
ou quatre sur les tiges, a pétioles trés courts, rudes au toucher (Figure 4).

Elles dégagent une odeur caractéristique de citron lorsqu’elles sont froissées
(Chapman, 1996). Les fleurs longues, disposées en €pis, posseédent quatre pétales soudées a la
base en un tube et étalés en quatre lobes bicolores: blancs sur la face externe et bleu violacé

sur la face interne (Figure 4) (Ghédira et. Goetz, 2017).

Figure 4 : Photographie des fleurs et feuilles d’Aloysia citriodora (Anonyme)

1.2.2. Classification botanique de la verveine

La littérature botanique révele une variété de noms, y compris Aloysia triphylla. En
Amérique du Sud, les botanistes lui donnerent le nom du genre Lippi, en mémoire d'un
naturaliste Italien d'origine Francaise, Augustin Lippi et puis un autre botaniste d’origine
Espagnol en 1785, la nomma Aloysia en I'honneur de Maria Luisa, princesse de Parme et
épouse de Charles IV d'Espagne propriétaire du jardin Real Jardin de Madrid ou la plante a

été importée (Anonyme).
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Tableau III: Classification botanique d’Aloysia citriodora Palau (Ghédira et Goetz

2017)

Régne Plantea
Super-division Embryophyta
Division Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Superordre Asteranae
Ordre Lamiales
Famille Verbenaceae
Genre Aloysia Juss
Espece Aloysia citriodora Paldu

1.2.3. Composition chimique de la verveine odorante

Les parties utilisées de la plante sont les feuilles, fraiches ou séchées. Bien que
lI'infusé de feuilles de verveine odorante soit largement consommé, sa composition qualitative
et quantitative en polyphénols est encore mal connue. Les feuilles contiennent des composés
phénoliques a une concentration de 675 mg/l: dérivés hydroxycinnamique avec verbacoside
(5,3%), flavonoides tel que luteoline 7- glucoside et luteolin 7-diglucuronide (0,8%) et du
potassium 440 mg/ml (Carnat et al., 1999). D'un point de vue quantitatif, la concentration en
polyphénols de l'infusion de verveine odorante a été évaluée a 675 mg/l dont 24% de
flavonoides et 76% d'acides phénoliques (Lenoir, 2011). Les feuilles de la verveine
contiennent aussi des huiles essentielles (0, 2- 1%): les principaux composés (10-40%) sont :

citral, géraniale et limonene (Carnat et al ., 1999) .

I.2.4. Principaux pays producteurs de la verveine

Les pays producteurs sont le Mexique, le Chili, le Brésil, le pourtour Méditerranéen
(Maroc, Algérie, Turquie et France), I'Afrique du sud et I'Inde.

Le marché est réservé principalement pour la consommation en herboristerie mais

aussi pour la production de I'huile essentielle (EL. Hmamouchi, 2006).
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1.2.5. Effet thérapeutique d’Aloysia citriodora

Aloysia citriodora est une herbe largement utilisée a des fins alimentaires. Elle a
connu une longue histoire dans la médecine traditionnelle tel que le traitement de 1’asthme, du
rhume, de la fievre et de la grippe, elle est utilisée pour lutter contre les flatulences, les
coliques, la diarrhée, I’indigestion, I’insomnie et 1’anxiété (Abuhamdah et al ., 2013) . La
verveine odorante est également utilisée contre les états nerveux, les palpitations, les
migraines, les bourdonnements d'oreille et les vertiges (Pascual et al, 2001), elle est également
utilisée pour baisser le taux de glycémie. Les huiles essentielles de cette plante sont utilisées

dans le traitement des cancers (Yousefzadeh et Meshkatalsadat, 2013).

Des analyses menées in vitro a l'aide de différents tests ont permis de montrer les
propriétés antioxydantes, antispasmodiques et anti-inflammatoires de I'infusé. Des chercheurs
ont montré que I’huile essentielle d’Aloysia citriodora posséde une activité antibactérienne
vis-a-vis d’Escherichia coli, de Mycobacterium tuberculosis, de Staphylococcus aureus et

d’Helicobacter pylori (Cheurfa, 2016).

1.3. Modes de préparation des liqueurs

1.3.1. Infusion

C’est la forme de préparation la plus simple, elle se prépare en versant de 1’eau
bouillante sur les parties de plantes fraiches ou séchées et les bien tremper afin d’extraire leurs
principes actifs. En laissant reposer la mixture pendant 5 a 10 minutes. Elle convient pour
I’extraction de parties délicates ou finement hachées des plantes: feuilles, fleurs, graines,
écorces et racines, ayant des constituants volatiles ou thermolabiles comme les huiles
essentielles (Baba-Aissa, 1999; Kraft et Hobbs, 2004).

Pour conserver les infusions, il faut les embouteiller a chaud (a environ 80 °C ou 90-
100°C selon les plantes), elles sont stockées pour quelques jours au froid (Chaboussou et

Chabauty , 201 3).

I.3.2. Décoction
Cette méthode est utilisée lorsque la ou les drogues utilisées sont constituées de
racines, tiges, écorces, graines ou baies ; qui sont les parties les plus coriaces des plantes.

Fractionnées en petits morceaux, les drogues sont placées dans de I’eau fraiche, qui sera
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portée a ébullition. Une fois celle-ci atteinte, il est nécessaire de laisser frémir a petit bouillon
pendant 5 a 20 minutes. La solution obtenue est appelée décocté (Perry, 2013), qui peut étre
stocké a froid quelques semaines dans des pots en verre a 1’obscurité. Il a noter que cette

décoction peut étre poursuivie par une infusion (Chaboussou et Chabauty , 2013).

1.3.3. Macération

La macération consiste a maintenir en contact la drogue avec un solvant a
température ambiante pendant une durée de 30 minutes a 48 heures. Dans le cas des tisanes le
solvant est ’eau. Cette méthode permet une extraction douce des principes actifs, surtout
lorsqu’ils sont thermolabiles (Chabrier, 2010) et elle convient a la plupart des racines,
rhizomes et écorces (Lehmann, 2013). Cette technique est surtout utilisée pour les plantes a
gomme ou a mucilage, un macéré est ainsi obtenu (Perry, 2013). La préparation ne peut étre

stockée car elle risque de se fermenter (Chaboussou et Chabauty , 2013).
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Chapitre 11

I1. Matériel et méthodes

I1.1. Matériel végétal

L’étude est effectuée sur des infusions misent sur le marché Algérien (Tableau IV) et

le choix est porté sur six échantillons (trois verveines et trois thés).

Tableau IV: Liste des échantillons utilisés dans cette étude

Mateériel et méthodes

Marques utilisées
Type
LIPTON menthe Sachet d’infusion
Thé
AKBAR caramel Sachet d’infusion
Camellia sinensis
AKBAR fraise Sachet d’infusion
NACERIA Sachet d’infusion
Verveine
SALOUNA Sachet d’infusion
Aloysia citriodora

AFTIS Sachet d’infusion

I1.2. Préparation des extraits

Les extraits aqueux du thé et de la verveine ont été préparés par la méthode
d’infusion en utilisant deux extractions, la premiere avec I’eau minérale et la deuxieme avec
de I’éthanol 50 %.

L’extraction aqueuse consiste a verser 250 ml (= 1 verre) d’eau minérale bouillie

(100°C) et a ajouter 1 sachet de chaque infusion, le mélange et laissé agir 5 minutes, puis les
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sachets sont retirés et I’infusion est laissé refroidir a température ambiante. Les mémes étapes

ont été suivies pour I’extraction éthanolique (Tableau V), la figure 5 montre la photographie

des infusions préparées.

| 4

L

\oaa - dmelne F1

Figure 5 : Les infusions du thé et verveine

Tableau V : Les parameétres pris en considération lors de I’extraction

Solvant utilisée pour Température du Température du
Temps
extraction solvant avant solvant a
d’infusion
ébullition ébullition
Extraction par I’eau
. . 20°C 100°C 5 minutes
minérale
Extraction par
24°C o i
éthanol 50% 24°C 5 minutes

I1.3. Détermination des parametres physico-chimiques des échantillons
I1.3.1. Détermination de la teneur en cendres

Cette méthode est basée sur la destruction totale de toutes les particules

charbonneuses et a la pesée de la matiere minérale restante.

Les broyats des différents échantillons (2 g) sont mis dans des capsules en porcelaine
(M) qui sont placées dans un four a moufle réglé a 550 + 15 ° C pendant cinq heures jusqu'a

obtention des cendres de couleur grise, claire ou blanchéitre (AFNOR, 1982).
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Les capsules sont pesées apres refroidissement (M;) et la matiére organique est

calculée par la formule suivante :

Mo %=(M;-M,).100/P J

Mp : Matiere organique en pourcentage % ;
M; : Masse des capsules + la masse de la prise d’essai ;
M, : Masse des capsules + cendres ;

P : La masse de la prise d’essai.

La teneur en cendres (cd) est calculée comme suit :

Cd = 100-Mo % J

I1.4. Dosage des composés phénoliques
Dans le but de déterminer qualitativement et quantitativement la teneur en composés
phénoliques (totaux et flavonoides) des différentes infusions de Camellia sinensis et Aloysia

citriodora, deux protocoles ont été suivis.

I1.4.1. Dosage des polyphénols

La teneur en polyphénols totaux des infusions a été effectuée en utilisant le
protocole décrit par George et al. (2005). L'ensemble des composés phénoliques est oxydé
par le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce dernier est constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (H;PW,0.49) et d'acide phosphomolybdique (H;PMo01,04¢) qui est réduit,
lors de l'oxydation des phénols, en mélange d'oxyde bleus de tungsténe (WgO,3) et de
molybdéne (MogO;,3) (Boizot et Charpentier, 2006). La coloration bleue produite est
proportionnelle au taux de polyphénols. L’organigramme du dosage des polyphénols est

présenté dans la figure 6.
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250 ul de chaque , Ajouter 1,25 ml de Folin-
extrait - Ciocalteu (1/10)

Laisser agir 2 minutes a température
ambiante

|

N

Ajouter Iml de carbonate de sodium
(75 g/)

|

v

Agitation et incubation pendant 15 minutes a
une température de 50°C

|

N

Laisser refroidir dans
un bain de glace

|

'

Lire les absorbances a 760 nm dans un
spectrophotometre

Figure 6 : protocole de dosage des polyphénols totaux (George et al., 2005).

Un blanc a été préparé en remplacant I’extrait par le solvant d’extraction (eau
minérale ou éthanol). La teneur en composés phénoliques de chaque extrait est calculée a
partir de la courbe d’étalonnage préparée par 1’acide gallique, elle est exprimée en

milligrammes équivalent d’acide gallique par gramme de mati¢re séche (mg EAG/g MS).
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I1.4.2. Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides des infusions a été déterminée en utilisant la méthode du
chlorure d’aluminium (AICl3) décrite par Quettier-Deleu et al. (2000).

Les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH), libre en position cing,
susceptible de donner en présence du chlorure d’aluminium un complexe jaunatre, par
chélation de I’ion aluminium (Al3+), dont sa concentration est proportionnelle a la quantité de
composés présents dans les extraits (Djeridane et al., 2006). Le protocole de dosage des

flavonoides est présenté dans la figure7.

Iml de chaque Iml d’une solution
extrait z . d’AICI13 (2%) dilué dans
T le méthanol

Incubation pendant 10 minutes
a température ambiante

[ Mesure d’absorbance a 415 nm }

Figure 7 : Protocole de dosage des flavonoides (Quettier-Deleu et al., 2000).

Un blanc a été préparé en remplagant 1’extrait par le solvant d’extraction (eau
minérale ou éthanol).

La teneur en flavonoides de chaque extrait est calculée a partir de la courbe
d’étalonnage établie avec la quercétine, elle est exprimée en milligrammes équivalent

quercétine par gramme de matic¢re seche (mg E .Q/g MS).

IL.5. Activité antioxydante des différents extraits

L’activité antioxydante des extraits a été évaluée par deux tests différents: pouvoir

réducteur et inhibition du radical DPPH®.

=
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I1.5.1. Evaluation de Dactivité anti radicalaire (radical libre DPPH®)

Pour 1’évaluation de 1’activité antiradicalaire des infusions, nous avons utilisé la
méthode du DPPH® 2,2-Diphényil-picrylhydrazyl, qui est un radical relativement stable, dans
ce test, les antioxydants réduisent le 2,2-Diphényil-1-picryl hydrazyl ayant une couleur
violette en un composé de couleur moins intense allant jusqu'a la couleur jaune, 2,2-
Diphényil-1-picryl hydrazine. La couleur est inversement proportionnelle a la capacité des

antioxydants présents dans le milieu (Athamina et al., 2010).

OzN N ——N OgN N—N

1: Diphenylpicrylhydrazyl (radical libre)  2: Diphenylpicrylhydrazine (forme réduite)

Figure 8 : Forme libre et réduite du DPPH® (Molyneux, 2004)

La mesure de I’activité anti radicalaire DPPH® a été effectuée en suivant le protocole de

Brand-Williams et al. (1995).

Un volume de 50 pl de 2 ml de la solution
chaque extrait -~ méthanolique du DPPH®

Incubation a I’obscurité pendant 30
minutes a une température ambiante

L’absorbance est effectuée a 517 nm a
I’aide d’un spectrophotométre

Figure 9: Protocole de mesure de 1’activité anti radicalaire DPPH®
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Un controle est préparé avec un mélange de 50 ul du méthanol et 2 ml du DPPH®. Le

pourcentage d’inhibition du DPPH® des extraits a été calculé en utilisant la formule suivante:

% d’inhibition du DPPH°= [(A controle —A extrait)/A controle] x100 J

A controle : absorbances du control;

A extrait : absorbances de 1I’extrait.

I1.5.2.Pouvoir réducteur

Les extraits qui ont un potentiel réducteur réagissent avec le ferricyanure de
potassium (Fe’*) pour former le ferrocyanure de potassium (Fe*"), qui réagit ensuite avec le
chlorure ferrique (FeCl;) pour donner un complexe ferrique ferreux mesurable a 700 nm
(Jayanthi et Lalitha, 2011). La forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle

au pouvoir réducteur de I’extrait.

Le pouvoir réducteur des infusions de Camellia sinensis et Aloysia citriodora a été
déterminé selon le protocole rapporté par Khaled-Khodja et al. (2014). 1 ml de chaque extrait
est mélangé avec 2,5 ml de solution tampon phosphate (0,2M ; pH=6,6) et 2,5 ml de solution
de ferricyanure de potassium a 1% (K3;Fe(CN) ). Le mélange a été incubé a 50°C pendant 20
min, puis les tubes ont été retirés, ensuite 2,5 ml d’acide trichloracétique a 10% sont ajoutés.
2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de FeCl; a 0,1% sont ajoutés a 2,5 ml du mélange. La

mesurer de 1’absorbance a été réalisée a 700 nm. Un blanc a été préparé en remplacant

I’extrait par le solvant d’extraction (eau minérale et éthanol).

I1.6. Analyse statistique

Une analyse descriptive des résultats est réalisée a l'aide du logiciel
Microsoft Office Excel 2007, afin de déterminer les moyennes, les écarts types et les
coefficients de corrélation. Les résultats sont analysés par un logiciel JMP 7, basé
sur l’analyse de la variance (ANOVA-MANOVA, Tukey-Kramer HSD). Les

différences sont significatives a a. = 0,05.
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II1.1. Détermination des parametres physico-chimiques des échantillons

II1.1.1. Détermination de la teneur en cendres

La détermination de la teneur en cendre des 3 verveines (NACERIA, SALOUNA,
AFTIS) et 3 thés (LIPTON menthe, AKBAR caramel, AKBAR fraise) a donné les résultats

présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau VI : la teneur (%) en cendres des verveines et thé étudiés

Type de plante Marque de la matrice Teneur en cendre %
Thé LIPTON menthe 60,71
Thé Thé AKBAR caramel 5,5 +0,00
Camellia sinensis Thé AKBAR fraise 5,5 £0,00
Verveine SALOUNA 7,25 +0,35
Verveine Verveine NACERIA 6,5+0,71
Aloysia citriodora Verveine AFTIS 10+ 0,71

Le taux de cendres représente, la quantité totale en sels minéraux contenue dans les
échantillons. D’apres la figure 10, illustrant les valeurs obtenues pour les verveines, celles-ci
varient entre 6,5% et 10%. Par contre, les valeurs obtenues pour les thés sont comprises entre
5,5% et 6%. On constate que la verveine a la plus grande teneur en cendres que le thé.

La valeur obtenue par Valez Parraga, (2015) pour les feuilles de la verveine Aloysia
citriodora est de 10,05%, cette derniére est proche de celle rapportée pour la verveine AFTIS
(10%), mais inferieur a celle des verveines SALOUNA et NACERIA qui sont de 7,25% =+

0,35 et 6,5% * 0,71, respectivement.

Le résultat rapporté par Minano (2012) qui est de 7,38%, il est proche de celui trouvé pour la
verveine SALOUNA (7,25%), mais faible comparativement a celui obtenu pour NACERIA
(6,5%).

En ce qui concerne le thé Camellia sinensis, les valeurs trouvées sont proches (5,5% et

6,5%). Ces résultats avoisinent ceux de Jabeen et al , (2015) avec une teneur de 5,5%. Tandis
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que les teneurs trouvées dans la présente étude sont élevées comparées a la valeur rapportée

par Elgailani, (2015) qui est de 5,10%.

Teneur (%) des cendres
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Thé Thé Thé Verveine  Verveine  Verveine
LIPTON AKBAR AKBAR NACERIA SALOUNA AFTIS
menthe caramel fraise
Echantions

Figure 10: Histogramme représentant le pourcentage de la teneur en cendres des infusions

étudiées.

II1.2. Dosage des composés phénoliques

I11.2.1. Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols nous donne une estimation globale de la teneur en
différentes classes des composés phénoliques contenus dans Camellia sinensis et Aloysia
citriodora. Le dosage de ces composés a été réalisé par des réactions chimiques en utilisant le
réactif de Folin —Ciocalteu. Pour calculer les concentrations, nous avons utilisé une courbe
d’étalonnage ou 1’acide gallique est considéré comme standard avec 1’équation : Y = 0,012x
R2=0,999. Les teneurs en polyphénols des liqueurs de Camellia sinensis et Aloysia
citriodora sont exprimées en mg équivalent acide gallique / g de matiere seche (MS) (Tableau

VID).
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Tableau VII : La teneur en polyphénols des infusions (thé et verveine) mg (E.A.G)/g MS

Type d’infusion Extraction par eau minérale Extraction par éthanol
mg (E.A.G)/g s mg (E.A.G)/g ms
Thé LIPTON menthe 122,48°+1,59 194,58 +1,89
Thé AKBAR caramel 89,74°+1,96 131,62° 4,21
Thé AKBAR fraise 81,55°+4,64 113,67 +4,52
Verveine SALOUNA 44,30+0,44 55,64 +2,86
Verveine NACERIA 35,03°+0,13 39,86°+1,51
Verveine AFTIS 11,96'+0,44 22,21740,67

Nous remarquons, d’apreés les résultats du tableau VII, qu’il existe des différences
significatives entre la nature du solvant d’extraction (éthanol et I’eau), pour les deux types de
plantes (Camellia sinensis et Aloysia citriodora) et entre les échantillons eux méme (thé
LIPTON menthe, thé AKBAR caramel, thé AKBAR fraise, verveine NACERIA, verveine
SALOUNA, verveine AFTIS).

Les résultats montrent que les composés phénoliques sont abondants dans les infusions
de Camellia sinensis et Aloysia citriodora. La teneur élevée en polyphénols dans les différents
extraits est liée a la solubilité élevée des phénols dans les solvants polaires (eau et éthanol),
grace a leurs richesse en groupement hydroxyle (Ghedadba et al., 2014). D’aprés le tableau ci-
dessus, nous constatons que la teneur en polyphénols des extraits éthanoliques est supérieure a
celle des extraits aqueux (eau minérale), cela indique que le rendement de I’extraction le plus
élevé est obtenu avec des solvants de polarité inférieure a celle de 1’eau (Ouedraogo et al.,
2015). Ce qui signifie, que le systeme de solvant d’extraction influencerait sur les teneurs en

polyphénols totaux.

D’aprés les résultats de cette étude, Camellia sinensis a donné des teneurs plus
importantes en polyphénols totaux, qui varient de 81,55+4,64 a 122,48+1,59 mg EAG/g MS
avec une différence significative a o = 0,05, par apport a celles trouvées pour Aloysia

citriodora qui varient de 11,96+0,44 a 44,30+0,44 mg EAG/g MS.
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Plusieurs facteurs peuvent influencer la teneur en composés phénoliques, des études récentes
ont montré que les facteurs extrinseques (facteurs géographiques et climatiques), les facteurs
génétiques, mais également le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une

forte influence sur le contenu en composés phénoliques (Cheurfa et Allem, 2016).
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Figure 11 : Histogramme représentant la teneur en polyphénols des extraits aqueux

(Thé et verveine).

Au vu des résultats rapportés dans la figure 11, une concentration tres élevée est

marquée pour le thé LIPTON menthe, qui est nettement le plus riche en polyphénols totaux,
cette concentration atteint 122,48 mg EAG/g MS. Suivie par le thé AKBAR caramel et le thé
AKBAR fraise qui semblent également é&tre riches en polyphénols avec des
concentrations respectives de 89,74 mg EAG/g MS et de 81,55 mg EAG/g MS.
Ces différences de concentrations peuvent étre dues a la faible spécificité du réactif de Folin-
Ciocalteu qui est I’'inconvénient principal du dosage colorimétrique. Le réactif est
extrémement sensible a la réduction de tous les groupes hydroxyles, non seulement ceux des
composés phénoliques, mais également de certains sucres et aromes etc. (Vuorela, 2005 ;
Gomez-Caravaca et al ., 2006).

L’analyse, des résultats représentés sur la figure 11, montre que I’extrait de la verveine
SALOUNA possede une teneur élevée en polyphénols totaux égale a 44,30mg EAG/g MS

par apport a celles des verveines NACERIA et AFTIS, avec des teneurs respectives de 1’ordre
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de 35,03 mg EAG/g MS et 11,96 mg EAG/g MS. Les raisons de cette variabilité peuvent €tre
expliquées par les différences environnementaux (climat et situations géographiques), les

techniques de récoltes, les conditions de séchage, de stockages et de conservation.

Nos résultats, présentés précédemment sur le thé AKBAR, rejoignent ceux de Nor
Qhairul Izzreen et Mohd Fadzelly, (2013), qui ont rapporté un taux de polyphénols dans
I’infusion du thé vert qui est de I’ordre de 80,51mg EAG/g MS. Dans 1’étude de Chan et al.
(2010), ils ont trouvé un taux de polyphénols égal a 141,20 mg EAG/g MS qui est proche de
celui du thé LIPTON. De plus, Bizuayehu et al. (2016) ont trouvé dans 1’extrait de Camellia
sinensis une teneur égale a 31,6 mg EAG/g MS qui est nettement inferieure aux valeurs
trouvées dans la présente étude.

Concernant Aloysia citriodora, Losagni et al. (2014) ont trouvé une teneur en
polyphénols égale a 39,33 mg EAG/g MS qui est proche des teneurs trouvées pour les
verveines SALOUNA et NACERIA, par contre elle est largement supérieure a la valeur

trouvée pour la verveine AFTIS.

I11.2.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé par la méthode colorimétrique décrite par
Quettier-Deleu et al., 2000. Nous avons calculé la teneur en flavonoides des différentes

infusions en utilisant une courbe d’étalonnage (y = 22,699x + 0,1424 R? = 0,996) ou la
quercétine est considérée comme un standard. Les concentrations des infusions sont

exprimées en mg équivalent de quercétine (EQ) par gramme de maticre seche (MS).

Tableau VIII : Teneur en flavonoides des infusions en mg (E.Q)/g MS

Extraction par eau Extraction par éthanol

Type d’infusion

minérale mg(E.Q)/g MS mg/g MS
Thé LIPTON menthe 3,71°+0,21 6,27° +0,20
Thé AKBAR caramel 1,02°40,11 7,07%+0,39
Thé AKBAR fraise 1,55%40,11 8,48 +0,13
Verveine SALOUNA 4,34°+0,32 5,5 14 +0,17
Verveine NACERIA 2,58°+0,03 3,197+0,08
Verveine AFTIS 1,339°+0,19 4,38+0,13
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D’apres les résultats regroupés dans le tableau ci-dessus, nous avons constaté
la présence d’une variabilité des teneurs en flavonoides non seulement entre les deux types de
plantes (Camellia sinensis et Aloysia citriodora), mais aussi des différences significatives par

comparaison aux teneurs obtenues dans les extraits issus d’'une méme plante.
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Figure 12 : Histogramme représentant la teneur en flavonoides des extraits aqueux (thé et

verveine).

Les résultats présentés dans la figure 12, montrent que les concentrations des
flavonoides sont treés proches pour la majorité des extraits, avec une légere différence
enregistrée entre Camellia sinensis et Aloysia citriodora. Les teneurs en flavonoides, des
extraits d’Aloysia citriodora, varient de 1,33 = 0,19 a 4,34 = 0,32mg EQ/ g MS qui sont
supérieures a celles de Camellia sinensis, allant de 1,02 = 0,11 a 3,71 £ 0,21 mg EQ/g MS.
Ces différences de concentrations, entre les deux plantes, montrent que les polyphénols
présents dans la plante de Camellia sinensis ne sont pas tous des flavonoides, il peut y avoir la
présence d’autres polyphénols tel que les tanins (Al-Khateeb et al., 2012).

Ces rapports permettent de conclure que la variation des flavonoides n’est pas relative
a celles des polyphénols. Cela peut étre expliqué par la prépondérance des polyphénols et non
des flavonoides dans Camellia sinensis (Al-Khateeb et al., 2012).

La comparaison des valeurs en flavonoides, des différents extraits de Camellia

sinensis, a montré que le thé LIPTON menthe est plus riche en flavonoides avec une teneur

=l
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égale a 3,71 mg EQ/g MS suivi par le thé AKBAR fraise et AKBAR caramel avec des
concentrations proches 1,55 mg EQ/g MS et 1,02 mg EQ/g MS, respectivement. Ces résultats
sont nettement inferieurs a ceux trouvés par d’autres auteurs: Nor Qhairul Izzreen et Mohd
Fadzelly, (2013) et de El Sheikh et al. (2015) avec des valeurs respectives de 20,90 mg EQ/ g
MS et 22,61 mg EQ/ g MS. En effet, ces chercheurs ont utilisé un procédé extractif différent
de celui utilisé dans le présent travail.

En ce qui concerne Aloysia citriodora, les résultats du dosage des flavonoides illustrés
dans la figure 12 ont permis d’enregistrer une forte teneur pour la verveine SALOUNA avec
4,34 mg EQ/ g MS par rapport aux valeurs trouvées pour les verveines NACERIA et AFTIS
avec des concentrations respectives de 2,58 mg EQ/ g MS et de 1,33 mg EQ/ g MS. Nos
résultats sont comparables a ceux rapportés par Moien et al. (2014 ) (7,01 mg EQ/g MS) et
Cheurfa et Allem, ( 2015) (6,41 mg EQ/g MS).

Les différences entre les échantillons peuvent étre liées aux conditions climatiques (la
température élevée, exposition solaire, sécheresse et salinité), qui stimulent la biosynthése des
métabolites secondaires tel que les flavonoides (Fallah et al ., 2008), la région et la date de la

récolte, la méthode d’extraction et les solvants utilisés (Trichine, 2010).

II1.3. Activité antioxydante des différents extraits
L’activité antioxydante des différents extraits issus des deux plantes étudiées a été
évoluée par deux méthodes différentes, le piégeage du radical libre DPPH® et le pouvoir

réducteur.

II1.3.1.Evaluation de I’activité anti radicalaire (radical libre DPPH°)

L’activité antioxydante des différents extraits de la plante vis-a-vis du radical DPPH® a
été évalué spéctrophotométriquement en 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 (Nur Alam et al., 2013).

Les résultats du piégeage du radical libre DPPH® sont exprimés en pourcentage

d’inhibition du radical libre en fonction des concentrations des extraits (Figure 13).

&
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Figure 13 : Représentations graphiques de 1’évolution du pourcentage d’inhibition du radical

DPPH?" en fonction des concentrations des extraits en ug /ml.

D’apres les résultats obtenus dans les quatre figures ci-dessus, nous avons enregistré
une augmentation des pourcentages d’inhibition de DPPH® en fonction des concentrations des
extraits étudiés.

Apres analyse de nos résultats, nous déduisons que les extraits de Camellia sinensis
sont plus actifs avec une activité anti radicalaire importante par rapport a celles trouvées pour

les extraits d’Aloysia citriodora.
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Cette différence peut étre expliquée par le fait qu’il s’agit non seulement de deux
especes différentes, mais aussi de I’action combinée des différents composés a activité anti
radicalaire qu’elles peuvent contenir (les polyphénols glycosides, les peptides, les acides
organiques.. .) (Ahmed, 2009).

Concernant Camellia sinensis, les résultats présentés sur la figure 13, montre que
I’extrait aqueux de thé LIPTON menthe a donné une activité anti radicalaire importante avec
un pourcentage d’inhibition du DPPH® de 64,5 % a une concentration 200 pg /ml, par rapport
aux deux extraits de thé AKBAR caramel et AKBAR fraise qui ont présenté a la méme
concentration des pourcentages d’inhibition du DPPH® respectifs de 63,42% et 50%.

Quant a Aloysia citriodora c’est la verveine SALOUNA qui a enregistré un taux
d’inhibition du DPPH® élevé par rapport a ceux des verveines NACERIA et AFTIS. Ces
derniers ne sont pas mentionnés sur la figure 13 car les pourcentages d’inhibition du DPPH®

de leurs extraits purs sont tres faibles.

«* Détermination des ICs,

ICso exprime la concentration capable de piéger 50% du radical DPPH. Ce paramétre
est utilisé pour estimer 1’activité antioxydante. Une IC50 faible représente 1’activité anti
radicalaire la plus élevée (Molyneux, 2004). A partir des courbes de la figure 13 nous
pouvons déterminer la valeur d’ICsy de chaque extrait de Camellia sinensis et Aloysia

citriodora. Les valeurs des concentrations des ICsy sont rapportées dans le tableau suivant :

Tableau IX : Valeurs des concentrations d’ICs

Type de plante Type d’infusion Concentration d’ICs

ug /ml

Thé LIPTON menthe 149,91

Thé Thé AKBAR caramel 153,14

Camellia sinensis Thé AKBAR fraise 200

Verveine SALOUNA -
Verveine Verveine NACERIA -
Aloysia citriodora Verveine AFTIS -
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D’apres le tableau ci-dessus, on remarque que 1’extrait aqueux de thé LIPTON menthe
est le plus actif avec un ICsy de I'ordre de 149,91ug / ml, suivi par I’extrait aqueux de thé
AKBAR caramel avec une concentration égale a 153,14 ug / ml. Par contre, I’extrait
aqueux de thé AKBAR fraise a la plus faible activité anti radicalaire avec 200 ug / ml. Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus par Moraes-De-Souza et al., (2007) qui ont
trouvé des valeurs de ICsy de I’ordre de 147,63ug /ml. De plus Gonbad et al., (2015) ont
montré que I’extrait aqueux de thé vert assure une réduction de 50% a la concentration de
215 pg/ml. Tandis que Chan et al. (2006) ont présenté des résultats largement inferieurs a
ceux obtenus dans la présente étude.

Les concentrations minimales inhibitrices n’ont pas été déterminées pour Aloysia
citriodora car aucun extrait aqueux n’a pu atteindre un seuil d’inhibition de 50% des
radicaux, étant donné qu’a la plus forte concentration (extrait pur), le taux d’inhibition ne
dépasse pas 32%.

D’apres les résultats obtenus, la variation du pouvoir antioxydant des différents
extraits pourrait s’expliquer par leur richesse différentielle en polyphénols et plus
particulierement la nature de ces composés. Selon Turkmen et al . (2007) les polyphénols
semblent étre des donateurs efficaces d’hydrogéne au radical DPPH, en raison de leur chimie
structurale idéale.

Selon la bibliographie, les métabolites secondaires en particulier les polyphénols sont
connus par leur effet antioxydant en neutralisant les radicaux libres. D’apres les résultats des
dosages des polyphénols et des flavonoides totaux on peut déduire que le thé vert, (Camellia
sinensis) a un effet anti radicalaire, qui est fort probable li€ a sa richesse en polyphénols et en
flavonoides (Astill et al., 2009). Ces composés sont dotés d’activité antioxydante en libérant
un atome d'hydrogeéne a partir de leur groupement hydroxyle ou bien par leurs propriétés

chélatrices des ions métalliques (Pastre et al., 2005).

I11.3.2.Pouvoir réducteur

Le test du pouvoir réducteur, met en évidence la capacité d’une molécule a réduire un
oxydant en lui cédant un électron, permettant ainsi de bien apprécier 1’activité antioxydante de
I’extrait testé. Ce test est un essai simple et reproductible, il est universel et peut €tre appliqué
aux plantes et aux extraits organiques et aqueux (Bougandoura et Bendimerad, 2012). Les

résultats obtenus pour les extraits des plantes étudiées sont illustrés dans la figure ci-dessous :

&
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Figure 14 : Représentation graphique de 1’évolution des absorbances du pouvoir réducteur

en fonction des concentrations des extraits en pg /ml.

En ce référant aux résultats illustrés sur la figurel4, on remarque que le pouvoir

réducteur, des différents extraits est dose dépendant (concentration dépendante), c’est-a-dire

que la capacité de réduction de fer est proportionnelle a 1’augmentation de la concentration

des extraits.

Les résultats obtenus montrent que les extraits aqueux de Camellia sinensis possédent

un fort pouvoir réducteur, qui varie de 0,26 % 0,01 a 1,51 = 0,01 par rapport aux extraits
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d’Aloysia citriodora qui enregistrent un faible pouvoir réducteur variant de 0,05 + 0,01 a 0,66
+0.04. Ceci peut étre expliqué par la forte teneur en composés phénoliques de Camellia
sinensis contrairement a Aloysia citriodora qui présente une faible teneur en ces composés.
Ces derniers connus pour leur pouvoir réducteur sont appelés réductones, ils sont capables de
réduire le fer ferrique (Fe3+), céder des électrons et transformer les radicaux libres actifs en
des produits stables (Dorman et al., 2004 ; Singh et al., 2006).

Les résultats de I’activité réductrice montrent clairement que 1’extrait aqueux de thé
LIPTON menthe présente le pouvoir de réduire I'ion Fe’* le plus intéressant (le potentiel
antioxydant le plus fort), suivi par I’extrait aqueux du thé AKBAR caramel et en dernier lieu
I’extrait aqueux du thé AKBAR fraise .

Parmi les trois extraits aqueux d’Aloysia citriodora étudiés, la verveine SALOUNA a
enregistré le plus fort pouvoir réducteur, alors que la plus faible valeur est enregistrée pour la
verveine AFTIS.

Le pouvoir réducteur des extraits des deux plantes étudiées est probablement dii 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 (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Ce processus d’autoxydation dépend de multiples parametres tels que la concentration
de I'ion métallique et des polyphénols, la température, le pH et la présence d’agents
complexants (Ghedadba et al., 2015). Quelques études antérieures ont également montré que
le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité

antioxydante potentielle (Jeong et al., 2004).

II1.4. Corrélation entre les composés phénoliques et ’activité antioxydante
Les composés phénoliques présents dans les plantes sont de bons antioxydants
naturels (Wangcharoen et Morasuk, 2007). Afin de confirmer que 1’activité antioxydante des
extraits aqueux de Camellia sinensis et Aloysia citriodora est due a leur richesse en composés
phénoliques, nous avons essayé de trouver une corrélation linéaire entre les valeurs de la
capacité antioxydante et leur contenu en composés phénoliques (polyphénols et flavonoides).
Le coefficient de corrélation est compris entre -1 et 1. Un signe négatif indique qu’il varie en
sens inverse de X. on parle alors d’une corrélation négative. Si le coefficient est proche de 0,
les deux variables sont linéairement indépendantes, tandis qu’une liaison linéaire est d’autant

plus marquée que le coefficient s’approche de 1 ou -1 (Rakotomalala, 2015).
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I11.4.1.Corrélation entre les polyphénols et I’activité anti radicalaire DPPH°
L’activité anti radicalaire est généralement liée a la quantité et a la nature des
composés phénoliques présents dans les extraits. Les résultats de I’analyse de corrélation entre

les polyphénols et I’activité anti radicalaire DPPH® sont présentés sur la figure 15.
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Figure 15 : Corrélation entre la teneur en polyphénols totaux des échantillons du thé et les
échantillons de la verveine et 1’activité anti radicalaire DPPH®.

A: Camellia sinensis B: Aloysia citriodora

D’aprés ces graphes, une corrélation est observée entre la teneur en polyphénols
totaux et I’activité anti radicalaire, avec r = 0,80 pour les échantillons aqueux du Camellia
sinensis. Ce résultat est en accord avec les travaux de Gonbad et al. (2015) et Zeilinski et al .
(2015) avec des coefficients respectifs de r = 0,85 et de r = 0,76. Pour les échantillons aqueux
d’Aloysia citriodora leur coefficient de corrélation est de I’ordre 0,97. Les études de Dadé et
al. (2009) sur la verveine, ont montré que le coefficient de corrélation entre la teneur des
extraits de la verveine en polyphénols et 1’activité antioxydante est fortement significatif.

En effet, cette concordance confirme que I’activité anti radicalaire de Camellia
sinensis et Aloysia citriodora peut €tre due principalement a leur teneur en polyphénols
totaux. Généralement, les polyphénols avec un nombre élevé de groupements hydroxyle
présentent I’activité antioxydante la plus élevée (Heim et al., 2002), qui est due a leur pouvoir
de donner plus d’atomes pour stabiliser les radicaux libres (Torres de pinedo et al., 2007), ce

qui peut étre expliqué en partie par le fait que 1’activité anti-radicalaire est dépendante du

|
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nombre, de la position et de la nature des substituants sur les cycles B et C (groupements

hydroxyles, metoxylés, glycosylés) et le degré de polymérisation (Popovici et al., 2010).

I11.4.2.Corrélation entre les polyphénols et le pouvoir réducteur

Il est intéressant de relier le pouvoir réducteur des extraits a leurs teneurs en
composés phénoliques. Afin d’explorer cette relation, nous avons déterminé la corrélation
entre les teneurs en polyphénols et le pouvoir réducteur des extraits de Camellia sinensis et

Aloysia citriodora.
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Figure 16 : Corrélation entre la teneur en polyphénols totaux des échantillons du thé et les
échantillons de la verveine et le pouvoir réducteur.

A: Camellia sinensis B: Aloysia citriodora

Il existe une bonne corrélation entre le pouvoir réducteur et la teneur en polyphénols
de Camellia sinensis et Aloysia citriodora, avec des coefficients respectifs de r = 0,99 et r =
0,82 (figure 16).

Les études de Anesini et al. (2008) et Zeilinski et al. (2015) sur le thé vert, ont
rapporté un coefficient de corrélation, entre la teneur des extraits de thé vert en polyphénols et
le pouvoir réducteur, qui est égale a r = 0,90. D’autre part, au cours de leur étude menée sur
Aloysia citriodora, Dadé et al. (2009) ont signalé la présence d’une corrélation entre les

polyphénols et pouvoir réducteur.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

La forte corrélation positive constatée entre le pouvoir réducteur et le contenu
phénolique suggere que les composés phénoliques de cette plante sont des constituants qui

contribuent majoritairement a son activité antioxydante.

I11.4.3.Corrélation entre les flavonoides et I’activité anti radicalaire DPPH°
Les résultats de 1’analyse de corrélation entre les flavonoides et 1’activité anti

radicalaire DPPH® sont présentés sur la figure 17.

A B:
80 - 35 -
° r=0,52 °
m | ) 30 -
: " . £
270 | @ 82
= =
S © 20 -
= =
65 -
% 2 15 -
= i =)
E 60 ° < 10 -
T a5 S
< 55 < 5 -
50 T T T 1 0 T T 1
0,70 1,70 2,70 3,70 4,70 0,00 2,00 4,00 6,00
Teneurs en flavonoides mg EQ/g teneurs en flavonoides mg EQ/g

Figure 17: Corrélation entre la teneur en flavonoides des échantillons du thé et les
échantillons de la verveine et I’activité anti radicalaire DPPH®.

A: Camellia sinensis B: Aloysia citriodora

Au vu de ces résultats, une forte corrélation positive a été trouvée pour Aloysia
citriodora, avec un coefficient de 0,99. Nos résultats sont conformes a ceux de Dadé et al.
(2009), qui ont trouvé une corrélation positive (0,86) entre les flavonoides et le pouvoir anti
radicalaire. Les flavonoides sont connus pour leurs nombreuses activités biologiques qui sont
attribuées en partie aux propriétés antioxydantes. Ils sont susceptibles de réagir avec la plupart
des especes réactives oxygénées (Cheurfa, 2015).

Une faible corrélation est observée entre le contenu en flavonoides et le pouvoir anti
radicalaire (r = 0,52) de Camellia sinensis. Le résultat trouvé dans notre étude est inférieur a

celui trouvé par Gonbad et al. (2015) (r = 0,884).
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Chapitre 111 Résultats et discussion

Nous pouvons suggérer d’apres nos résultats, que les flavonoides présents dans nos
extraits ne sont pas dotés d’un important pouvoir antioxydant. Cette activité est peut étre due

a d'autres classes de composés bioactifs y compris les tanins.

I11.4.4.Corrélation entre les flavonoides et le pouvoir réducteur
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Figure 18: Corrélation entre la teneur en flavonoides des échantillons du thé et les
échantillons de la verveine et le pouvoir réducteur.

A: Camellia sinensis B: Aloysia citriodora

Nous avons mis en évidence une corrélation entre la teneur en flavonoides de nos
extraits et leur pouvoir réducteur. D’aprés la figure 18, nous constatons que le pouvoir
réducteur de Camellia sinensis et Aloysia citriodora est en parfaite corrélation avec les
teneurs en flavonoides (r = 0,97). Cela s’explique par un mécanisme de transfert d’électrons
qui augmente la capacité de réagir comme réducteurs.

Le niveau de corrélation entre le contenu phénolique et I'activité antioxydante est un
aspect intéressant, mais il faut prendre en considération que les composés phénoliques
réagissent différemment, selon le nombre de groupes phénoliques et que les composés
phénoliques totaux ne représentent pas nécessairement tous les antioxydants qui peuvent étre

présents dans un extrait brut (Tawaha et al., 2007).
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possede des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers

domaines a savoir I’industrie, la médecine, la pharmacie et 1’agriculture.

Dans le cadre de notre travail, nous nous sommes intéressés a une étude comparative
en composés phénoliques et a I’activité antioxydante des infusions de thé (Camellia sinensis)
et de la verveine (Aloysia citriodora). Les préparations a base de ces deux plantes connues par
leur propriété aromatique et leur gotit appréciables sont largement utilisées en médecine

traditionnelle a travers le monde.

Pour ce faire, 3 marques de thé (LIPTON menthe, AKBAR caramel et AKBAR
fraise) et 3 marques de verveine (SALOUNA, NACERIA ET AFTIS), misent sur le marché
local ont été choisies sur la base de leurs large consommation. La préparation des différents
extraits est réalisée par la méthode d’infusion en utilisant deux solvants d’extraction: 1’eau

minérale et I’éthanol (50%), ce dernier est considéré comme un standard.
De cette étude, nous pouvons ressortir les points suivants :

L’évaluation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu a
révélé la présence de quantités importantes de polyphénols dans les extraits des deux plantes
étudiées. Cependant, les extraits de thé vert sont les plus riches en polyphénols que ceux de la
verveine. L’analyse des résultats de ce dosage a révélé également que I’ extrait du thé LIPTON
menthe est plus riche en ces composés que les deux autres extraits (AKBAR caramel et
AKBAR fraise). Parmi les trois extraits de la verveine testés, il apparait que la verveine
SALOUNA est la plus riche en polyphénols. Ce test phytochimique nous a permis de conclure

que Camellia sinensis et Aloysia citriodora sont une source importante des polyphénols.

En parall¢le, la quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode de
trichlorure d’aluminium. Les résultats obtenus par ce dosage nous ont permis de conclure que
les teneurs en flavonoides sont trés proches pour tous les extraits, avec une légere

augmentation pour la verveine.

L’activité antioxydante a été évaluée par deux tests différents: I’inhibition du

radical DPPH® et le pouvoir réducteur.




Parmi les six échantillons des thés et des verveine testés, I’inhibition du radical
DPPH®, exprimé en terme de concentration inhibitrice de 50% des radicaux (ICsgp), n’a été
évoluée que pour les extraits de thé dont le thé LIPTON menthe représente 1’extrait le plus
actif avec une IC 50% de I’ordre de 149,91ug/ml, suivi par la thé AKBAR caramel et fraise.
Pour les autres extraits de verveine, cette grandeur ne pouvait pas étre atteinte, car a la plus
forte concentration (148 pg /ml), elle n’arrive pas a dépasser les 32% de I’activité de piégeage
du radical DPPH®. D’aprés ces résultats, on peut déduire que le thé vert (Camellia sinensis) a
un effet anti radicalaire qui est fort probable lié a sa richesse en composés phénoliques, tandis

que la verveine présente un pouvoir le plus faible.

Les résultats de I’activité réductrice montrent clairement que les extrais de thé vert
manifestent le pouvoir réducteur le plus élevé par rapport aux extrais de la verveine. L’ extrait
du thé LIPTON menthe présente le potentiel antioxydant le plus fort, tandis que pour la
verveine, le plus grand pouvoir réducteur est enregistré avec l’extrait de la verveine

SALOUNA.

L’analyse de nos résultats, fait ressortir qu’il ya une forte corrélation positive entre le
contenus phénoliques de I’ensemble des extrais testés du thé et de la verveine et leur activité
antioxydante. Cela suggere que les composés phénoliques de ces deux plantes étudiées sont

des constituants qui contribuent majoritairement a leur activité antioxydante.

Globalement, les extraits des deux plantes sélectionnées dans ce travail contiennent
probablement des molécules trés intéressantes qui peuvent étre considérées comme des agents
antioxydants et peuvent étre employées pour des applications thérapeutiques, sachant que les
antioxydants contribuent de maniere tres efficaces a la prévention des maladies telle que les

cancers et les maladies cardiovasculaires.
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Annexe I : La composition chimique de Camellia sinensis

Composés de la feuille

Tableau I : composition chimique de la feuille de thé (Mossion, 2007).

Pourcentage de la matiere

Annexes

de thé seche
Polyphénols 20% a 36%
Flavanols 25%
Acides phénols 3%
Caféine 2 2 4% ou plus
Théophylline 0,02 2 0,04%
Théobromine 0,152 0,2%
Glucides 25%
Protéines 15%
Acides aminés 3a4%
Lipides 2a3%
Minéraux 3a5%
Cellulose 7%
Caroténoides <0,1%
Chlorophylle 0,5%
Composés volatils 0,01 2 0,02%
Cendres 5%

Annexe II : Classe et structures de quelques composés phénoliques

Classe Structure de base
Acides phénoliques C6-C1/C6-C3
Coumarines C6-C3
Flavonoides C6-C3-C6
Stilbénes C6-C2-C6
Lignanes (C6-C3)2
Lignines (C6-C3)n
Tanins (C6-C3-C6) n

Tableau IV : les classes des polyphénols et leurs structures de base (Nagendran, 2006).



Annexe III : Courbes d’étalonnages utilisés
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Figure 1 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux.
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Figure 2 : Courbe d’étalonnage des flavonoides.



Résumé

L’objectif de notre travail est I’évaluation de la composition phytochimique et 1’activité
antioxydante de quelques infusions de thé et de verveine misent sur le marché local. Le
dosage calorimétrique avec le Folin-Ciocalteu des polyphénols témoigne de la présence de
grandes quantités de polyphénols dans tous les extraits de thé et de la verveine étudiés.
L’extrait du thé LIPTON menthe représente 1’extrait le plus riche en ces composés (122,48
mg EAG/g MS) parmi les trois extraits de thé testés (thé AKBAR caramel et thé AKBAR
fraise).Tandis que I’extrait de la verveine SALOUNA révele une teneur la plus élevée en
polyphénols (44,30mg EAG/g) comparée a celle trouvée pour les extraits NACERIA et
SALOUNA. La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode de trichlorure
d’aluminium qui a révele la richesse en flavonoides des extraits de la verveine par rapport a
aux extraits de thé. Des analyses complémentaires ont permis de mettre en évidence les
capacités antioxydantes et anti radicalaires de ces extraits, selon les méthodes de DPPH® et le
pouvoir réducteur. Les résultats de ces travaux nous ont permis d’affirmer que I’ensemble des
extraits de thé présentent une bonne propriété antioxydante par rapport aux extraits de la
verveine. Nous avons enregistré une bonne corrélation entre les composés phénoliques de nos
extraits et de 1’activité antioxydante, cela indique que cette derniére prouvée par les deux tests
utilisés sont assurés, probablement, par les méme molécules bioactives (les polyphénols).

Mots clés : Thé, verveine, physicochimie, polyphénols, flavonoides, activité antioxydante.

Abstract

The objective of our work is to evaluate the phytochemical composition and the antioxidant
activity of some infusions of tea and verbena on the local market. The Folin-ciocalteu
spectrophotometric method of polyphenols demonstrates the presence of large quantities of
polyphenols in all the tea extracts and verbena studied, of which the extract of LIPTON mint
tea represents the richest extract of these compounds (122,48 mg AGE / g) among the three
tea extracts tested (AKBAR caramel tea and AKBAR strawberry tea) . Whereas the extract of
verbena SALOUNA reveals a higher content of polyphenols (44,30mg AGE / g) compared to
that found for extracts NACERIA and SALOUNA. The quantification of flavonoids was
carried out by the aluminum trichloride method which revealed a slight superiority of the
flavonoids levels in verbena extracts compared to those found for tea extracts. The additional
analyses allowed us to highlight the antioxidant and anti free radical capacities of these
extracts, according to the DPPH® and the reducing power .The results of this work allowed us
to state that all the tea extracts have very good antioxidant properties compared to extracts of
verbena. We recorded a positive correlation between the phenolic compounds of our extracts
and the antioxidant activity, which indicates that the latter proved by the two preceding tests
are assured, probably, of the same bioactive molecules (the polyphenols).

Keywords: Tea, verbena, physico-chemical, phenolic compounds, flavonoids, antioxidante

activity.



