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Introduction

INTRODUCTION

Jusqu’au début du XXe siecle, les médicaments utilisés pour le traitement des maladies
¢taient des produits naturels, dérivés ou non de la matiere vivante, le plus souvent des plantes

ou des fragments de plantes séchées mais parfois fraiches (Lullmann et al., 1998).

Les plantes médicinales sont largement étudiées grace a leur capacité de produire

des molécules d'importance thérapeutique (Ghangal et al., 2009). Ces molécules, appelées
principes actifs, agissent directement sur l'organisme (Iserin, 2001).
Les plantes médicinales sont riches en métabolites secondaires (Ghangal et al., 2009)
comme les composés phénoliques qui englobent entre autres les flavonoides, les acides
phénoliques et les tanins (Surveswaran et al., 2007). Ces composés sont dotés de plusieurs
activités thérapeutiques telles que 1’activité antioxydante (Choi et al., 2002).

L'activité¢ antioxydante des composés phénoliques dépend de leur structure, en
particulier le nombre et les positions de groupes d'hydroxyle et la nature des substitutions sur

les anneaux aromatiques (Aberoumand et Deokule, 2008).

L’extraction des principes actifs du matériel végétal est influencée par divers
parametres tels que la polarité du solvant, la procédure d’extraction et la taille des particules a
extraire (Mukhopadhyay et al., 2006).

La technique d’extraction liquide /solide la plus largement utilisée pour 1’extraction des
composés phénoliques est généralement I’extraction par macération. L’extraction par micro-
ondes est une technique qui a été développée pour réduire le volume des solvants nécessaires,
d’améliorer le rendement de la récupération des polyphénoles, de réduire le temps

d’extraction et de diminuer le cofit de I’opération (Shu et al., 2003).

Le but de ce travail consiste en une étude comparative de la composition phénolique et
de P’activité antioxydante de deux extraits des sommités fleuries de Erica multiflora L., 1’'un

obtenu par macération et 1’autre par micro-onde.
Cette ¢tude est divisée en deux parties :

» Une synthése bibliographique comportant des généralités sur la plante, les composés
phénoliques et I’activité antioxydante.
» Une étude expérimentale incluant I’extraction, le dosage des composés phénoliques et

I’évaluation de I’activité antioxydante de 1’extrait. Différentes méthodes ont été utilisées a
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savoir, le pouvoir réducteur au ferrocyanure de potassium et au phosphomolybdate

d’ammonium, et le pouvoir anti radicalaire vis-a-vis du DPPH.
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Synthése bibliographique Généralités sur les plantes

I. Généralités sur les plantes

1.1. Présentation de la famille des éricacées

Le mot bruyere évoque certes quelques especes ornementales d’éricacées qui poussent
sur des terrains en voie d’acidification (Boullard, 1997).

Les Ericacées sont des arbres, arbustes, lianes, rarement saprophytes. Ils ont des
feuilles alternées, parfois opposées ou verticillées, simples, enticres a dentées-serrées, parfois
enroulées, a nervations pennées. Ses fruits sont sous forme de capsule, d’une baie ou d’une

drupe a plusieurs noyaux. (Judd et al., 2002)

I.2. Présentation du genre Erica
Erica est un genre de bruyere, représentant typique de la famille des éricacées.

Le genre Erica. est représenté par plus de 700 especes dans le monde, et principalement

trouvé dans I'Europe, I'Afrique du sud et la méditerranée (Akkol et al., 2008).

1.3. Présentation de I’espéce Erica multiflora

1.3.1.Noms vernaculaires

Les noms vernaculaires de I’espéce Erica multiflora L sont présentés dans le tableau L.

Tableau I : les noms vernaculaires de Erica multiflora L (Quezel ef Santa, 1963).

Langue Noms
Arabe et berbeére Khlanj, ariga, nuwara samal, chendak
Francais Bruyere multiflore
Anglais Mediterrean Heath

1.3.2. Caractéristiques botaniques

Erica multiflora est appelée aussi « Bruyeére a nombreuses fleurs », c’est un sous
arbrisseau a feuillages persistant en forme d’aiguilles (Laura et al, 2003). Chaque

inflorescence se compose d’une a plusieurs centaines de fleurs. La floraison se produit de
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Synthése bibliographique

Généralités sur les plantes

mi-septembre a mi-décembre.

millimetres. (Vila ef Terradas, 1998).

Figure 1 : photographie de Erica multiflora L (Anonyme 1)

1.3.3. Position systématique

Les fruits sont des capsules de plus au moins de 3

La classification botanique d’Erica multiflora L est présentée dans le tableau II

Tableau II : classification de I’espece Erica multiflora L (Guignard, 2001).

Rang taxonomique Nomenclature
Reégne Végétal
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiosperme
Classe Asteridée
Ordre Ericale
Famille Ericacées
Genre Erica
Espece Erica multiflora
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Synthése bibliographique Généralités sur les plantes

1.3.4.Répartition géographique

Erica multiflora est un arbuste a feuilles persistantes qui se produit typiquement sur les
sols calcaires du bassin méditerranéen occidental. La croissance végétative se produit deux
fois par an: au printemps (de mars a juin) et automne (de septembre a novembre) (Vila et

Terradas, 1998).

1.3.5. Composition chimique

L’¢étude phytochimique de Erica multiflora L a montrée qu’elle contient plusieurs
principes actifs tels que les flavonoides, les tanins, les proanthocyanidines, les coumarines, les

et les huiles essenticlles (Akkol, 2007 ; Harnafi et al., 2007).

1.3.6. Usage traditionnel et propriétés thérapeutiques

Erica multiflora est employée souvent a 1'est du Maroc par les sujets hyperlipidémique
comme un outil thérapeutique alternatif pour traiter I’hyperlipidémie et comme un agent

diurétique et antiseptique. (Harnafi et al., 2007)

Erica multiflora est populairement employées en tant qu'antirheumatique, astringent, dans

le traitement des blessures et les morsures de serpent. (Akkol ez al., 2008).
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Synthése bibliographique Généralités sur les polyphénoles

I1. Généralités sur les Polyphénoles

I1.1. Définition

Les « polyphénoles » ou « composés phénoliques » sont des produits du métabolisme
secondaire des plantes (Hennebelle ef al., 2004).

IIs sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques et biochimiques de
la plante, y compris la défense contre les microbes pathogenes et les parasites et la

réparation de blessure. (Lombardo et al., 2012).

La structure de base qui les caractérise est la présence d’un ou de plusieurs noyaux
aromatiques auxquels sont directement liés un ou plusieurs groupements hydroxyles libres ou
engagés dans une autre fonction (éther, ester) (Guignard, 1996 ; Richter, 1993).

Plus de 8000 structures phénoliques sont connues et sent réparties en une dizaine de
classes chimiques, allant de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que
les acides phénoliques a des composés hautement polymérisés comme les tanins (Martin e?

Andriantsitohaina, 2002).

I1.2. Classification des polyphénoles

Les composés phénoliques sont classés selon la présence des différents substituants sur
leur noyaux et selon leurs degré de saturation (Guignard, 1996 ; Richter, 1993).

Ils sont constitués de trois grandes catégories : les acides phénoliques, les flavonoides et

les tanins (Ba et al., 2010).

I1.2.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont constitués de deux sous-groupes, les acides

hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques (Balasundram et al., 2005).
I1.2.1.1. Acides hydroxybenzoiques

Ils sont dérivés de ’acide benzoique et ont une structure de base C6-Cl.1ls existent
fréquemment sous forme d’ester ou de glucosides et peuvent également €tre intégrer dans des

structures complexes comme certains tanins (figure 2) (Macheix et al., 2006).

I1.2.1.2.Acides hydroxycinnamiques
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Synthése bibliographique Généralités sur les polyphénoles

IIs sont dérivés de 1’acide cinnamique et ont une structure de base C6-C3. Les
molécules de base sont les acides coumarique, caféique, férulique et sinapique.
Ces acides sont rarement présents a 1’état libre mais existent généralement sous forme

d’ester ou de glucoside (figure 2) (Macheix et al., 2006).

a COOH COOH
HO OH OH
OH OH

Acide gallique Acide porotocatechique

]
HO A~ COOH
~_ COOH U\’
=
I R o SV
HO Acide commarique cide caféique
CH,O = COOH
DA/ CH,O < COOH
HO
HO
Acide féerulique OCH,

Acide sinapique

Figure 2 : exemple d’acide hydroxybenzoiques (a) et d’acides hydroxycinnamiques (b).

(Balasundram et al., 2005).

11.2.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des constituants importants des fruits, des légumes et
de beaucoup de préparations de fines herbes (McNulty et al., 2009). Ils sont des
pigments polyphénoliques qui contribuent, entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en
jaune ou en blanc (Iserin, 2001). Leurs indications thérapeutiques concernent principalement
les créneaux vasculotrope, veinotropes et protecteurs cappillaires (phlébologie, gynécologie,

ophtalmologie,...) (Anton et wichtl, 2003).
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Synthése bibliographique Généralités sur les polyphénoles

Les flavonoides ont la capacité d'empécher la peroxydation des lipides et d'atténuer

d'autres processus impliquant les especes réactives de l'oxygene (Mellou et al., 2005).

Certains flavonoides ont aussi des propriétés anti-inflammatoires et antivirales, et des

effets protecteurs sur le foie (Iserin, 2001).

Les flavonoides se composent de deux anneaux de benzeéne (A) et (B) qui sont reliés par
un anneau oxygene (C) (Figure3) (Erlund, 2004). IIs sont de structure générale en C15 (C6-
C3-C6) (Macheix et al., 2006).

=
2——‘//1\‘:?:‘ <
a8 B
e —— o - i 5
Q = = e
s - s
= i

Figure 3: structure de base des flavonoides (Araceli et al., 2009).

I1.2.2.1.Classification des flavonoides

Les flavonoides contenant un groupe hydroxyle en position C3 sont classés en tant que
3-hydroxyflavonoides (flavonols, anthocyanidines, leucoanthocyanidines, et catéchine), et
ceux qui en manquent en tant que 3-desoxyflavonoides (flavanones et flavones) (Figure 4).

(Erlund, 2004).

La classification dans les deux familles est basée sur le mode d’hydroxylation ou de
méthylation et par le type du sucre substitué sur le noyau (C) , le degré d’insaturation, la

présence ou absence d’une double liaison C2-C3 et la position du noyau (B) (Markham, 1982;

Tiwari, 2001).

> Flavonols
Les fruits, les légumes et les boissons telles que le thé et le vin rouge sont la source la
plus riche en flavonols (Aisling Aherne et al., 2002).
Les flavonols sont le groupe de composés phénoliques les plus abondants et impliqués
dans plusieurs fonctions physiologiques chez plusieurs végétaux (Merzlyak et al., 2005).
Ces composés possedent deux cycles benzénique liés par une

chaine de trois carbones (C2, C3, C4) (Kim et al., 2000).
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Synthése bibliographique Généralités sur les polyphénoles

> Flavanones
Les flavanones sont les premiers produits de la voie de synthése des flavonoides.
Ils sont caractérisés par 1I’absence de la double liaison entre C2 et C3, et par la présence

d’un centre de chiralit¢ en C2. La plupart des flavanones rencontrées dans la nature ont le

cycle B lié au cycle C en C2 (Chira et al., 2008).

> Flavones

Ce sont une classe de flavonoides caractérisés par la présence d’une double liaison entre
C2 et C3 dans I’hétérocycle du squelette du flavan. Le cycle B est attaché¢ a C2 et

généralement aucun substituant n’est attaché a C3 (Martens et Mithofer, 2005).

o /ﬁ T ) ﬂjj

// . O
T e~ T

/

|
| | =
o “/\g/“'c:-H g/

Flavone Flavonol Flavanone

/-.
fhﬁk ’ﬁ
-~. - J/
-
:“-1-/ H—-/

Flavanol Anthocyanldme

Figure 4: structures de base des principales classes des flavonoides (Balasundram et al.,

2005).

» Anthocyanines
Anthocyanines (Anthos en grec : fleurs et kyanose : bleu), utilisé a 1'origine pour décrire
le pigment bleu de la Centaurea cyanus bleuet, sont un groupe important de pigments
végétaux hydrosolubles (Zhang et Furusaki, 1999).
Ces pigments montrent une coloration rouge typique en solution acide. Selon le degré
d’hydroxylation et de méthylation, la teinte dominante des anthocyanes varie de I’orange au

violet (Malien-Aubert et Amiot-Carlin, 2006).
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Synthése bibliographique Généralités sur les polyphénoles

11.2.3. Tanins

Les tanins sont responsables de 1’astringence de nombreux fruits et [égumes et de leurs
produits dérivés (Macheix et al., 2006).

Les tanins sont un groupe hétérogéne de composés phénoliques de haut poids
moléculaire ayant la capacité de former des complexes avec des protéines (principalement),
polysaccharides (cellulose, hémicellulose, pectine, etc.), alcaloides, acides nucléiques et des
minéraux (Frutos et al., 2004).

La création des complexes protéines-tannins dépend des caractéristiques
biochimiques et physiques des protéines et des tannins, tels que la structure
chimique, la charge de la protéine et son point isoélectrique, et également de la valeur

du pH de la solution (Adamczyk et al, 2011).

11.2.3.1.Classification des tannins

a. Tannins condensés

Ce sont des dimeres, oligomeres et polymeéres de flavan-3-ols qui, lors de
I’hydrolyse acide, produisent des anthocyanes et sont donc appelés

proanthocyanidines (Lampart-szczapa et al., 2003).

b. Tannins hydrolysables

Ce sont des esters d’acide gallique ou ses dérivés, ayant un poids moléculaire moyen

variant de 500 a 3000 Da (Makkar, 2003).

La molécule des tannins hydrolysables contient un hydrate de carbone (généralement le
d-glucose) comme noyau central. Les groupes hydroxyle de ces hydrates de carbone sont

estérifiés avec les groupes phénoliques tels que 'acide gallique (Min et al., 2003).

I1.3.Propriétés des composés phénoliques
Certaines plantes font partie de la pharmacopée traditionnelle asiatique depuis des
siecles, mais ce n’est que récemment que les études scientifiques ont permis de confirmer ces

propriétés médicinales attribuées aux polyphénols (Ghedira, 2005).
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Synthése bibliographique Généralités sur les polyphénoles

I1.3.1.Propriétés physico-chimiques

Les polyphénols sont généralement des composés aromatiques solubles dans les
solvants polaires tels que 1’éthanol, le méthanol, le butanol, 1’acétone, 1’cau (Benkrief et al.,
1990). Les polyphénols moins polaires comme les isoflavones, les flavonones, les flavones et
les flavonols sont plus solubles dans d’autres solvants tels que I’éther et le chloroforme
(Verykokidou — Vitsaropoulou ef Vajias, 1986).

Ces métabolites secondaires sont connus par leurs propriétés a former des complexes
avec certaines molécules organiques et aussi avec certaines macromolécules, c’est le cas de
I’association des tannins avec les protéines pour former des complexes insolubles (Macheix

et al., 2006).

I1.3.2. Propriétés biologiques des polyphénoles

Les composés phénoliques montrent un éventail de propriétés physiologiques
(Aberoumand et Deokule, 2008) dues essentiellement a leur pouvoir antioxydant et a
I’inhibition de certaines enzymes productrices de radicaux libres (Nakayama ,1994; Cos et

al., 1998).

I1.3.2.1. Propriétés anti-inflammatoires

De nombreux travaux démontrent que les polyphénols possédent des propriétés anti
inflammatoires (Da Silva et al., 1994; Galati et al., 1994; Read, 1995).

Les propriétés anti-inflammatoires des composés polyphénoliques peuvent étre dues a
leurs capacités d’inhiber des enzymes impliquées dans les processus inflammatoires (Skerget

et al., 2005).

I1.3.2.2. Propriétés anti-cancérigénes

Les flavonoides et autre phénols peuvent jouer un rdle préventif dans le développement

du cancer (Kihkoen et al, 1999) en inhibant les réactions oxydatives, en bloquant les
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radicaux libres et en empéchant la formation d’ADN anormal (Nissiotis ez Tassoula-
Margari, 2002).

Les composés phénoliques sont impliqués dans ces activités via plusieurs mécanismes
en agissant a différents niveaux des réactions radicalaires. Soit par la chélation des métaux,

ou par inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres (Petti ez Scully, 2009).

11.3.2.3. Propriétés antioxydantes

L’activité antioxydante des composés phénoliques est la mieux connue et provient de
leur haute réactivité. Ils agissent comme donneurs de protons ou d’électrons et piegent les

radicaux libres (Ghedira, 2005).

La structure des composés phénoliques est 1’élément déterminant de leur activité. Pour
les acides phénoliques, I’activité antioxydante augmente proportionnellement avec le degré

d’hydroxylation (Balasundram et al., 2006).
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III. Généralités sur P’activité antioxydante

L'activité¢ antioxydante des composés phénoliques dépend de leur structure, en
particulier du nombre et des positions des groupes hydroxyles ainsi que de la nature des
substitutions sur les cycles aromatiques (Balasundram et al., 2006).

L'activité antioxydante des composés phénoliques est due a leur capacité¢ a piéger les

radicaux libres, de donner les atomes d'hydrogéne ou I'électron (Aberoumand ez Deokule,

2008)

II1.1. Radicaux libres

II1.1.1. Définition

Les radicaux libres sont des atomes, ou un groupe d’atomes, avec un nombre impair
d’¢électrons non appariés sur la couche externe (Pelli ef Lyly, 2003). La tendance des électrons
non appariés a interagir avec les autres molécules ou atomes voisins pour reformer des
liaisons covalentes, procure aux radicaux libres une trés grande instabilit¢ (Cheeseman et

Slater, 1993 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Dans les situations normales, les radicaux libres sont produits en faible quantité qui est
parfaitement maitrisée par des systémes de défense de I’organisme (Favier, 2003). Ils sont
produits en quantité accrue lors de certains processus pathologiques comme les briillures ou
les infections (Pincemail, 1999) et peuvent étre une source de Iésions de ’ADN, des lipides,

des membranes cellulaires et des protéines (Despor et Couratier, 2002).

II1.1.2. Origine
Les radicaux libres peuvent avoir une double origine
I11.1.2. 1.Exogéne

Les radicaux libres peuvent étre d’origine exogene comme les produits des radiations
(rayons X et lumiere (UV) et des polluants de 1'air (N, NO;) (Tessier et Marconnet, 1995).
I11.1.2. 2.Endogéne

Dans ce cas les radicaux libres résulteraient d'un emballement de notre métabolisme au
niveau de la chaine respiratoire, c’est-a-dire au contact entre I’oxygene et certaines protéines
du systéme respiratoire ; une production d’anion superoxydes se produit ainsi lors du

fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale (Goussard, 1999 ; Favier, 2003).
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I11.1.3. Espéces réactives de I’oxygéne (ERO)

L’appellation especes réactives de 1’oxygene (ERO) inclut les radicaux libres issus de
la réduction partielle de I’oxygéne : radical superoxyde (O;°), radical hydroxyle (OH®), ainsi
que certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité est importante comme le
peroxyde d’hydrogéne H,O, qui peut étre généré par des réactions enzymatiques et non
enzymatiques dans la cellule et dans la membrane cellulaire (Gwinner et Grone, 2000).

De part leur nature instable, les ERO sont toxiques. Des dénaturations de protéines, des
inactivations d’enzymes, une oxydation du glucose, des cassures au niveau de ’ADN avec
possibilité de mutation et des processus de peroxydation lipidique peuvent alors apparaitrent
avec des conséquences souvent irréversibles pour la cellule. En raison de leur capacité a
endommager les cellules, les tissus et les organes, les ERO sont impliqués dans un grand

nombre de pathologies, tant aigué€s que chroniques (Hansen et al., 2006).

I11.2. Stress oxydatif

Le stress oxydant représente I’incapacité pour [’organisme a se défendre contre
I’agression des espéces réactives oxygénées (ERO), en raison de 1’existence d’un déséquilibre
entre la production de ces substances et la capacité de défense des antioxydants (Koechlin-
Ramonatxo, 2006). Le stress oxydant, principale cause initiale de plusieurs maladies, cancer,
diab¢te, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier,

2003).

I11.3. Antioxydants
I11.3.1. Définition

Un antioxydant est une substance qui est capable de ralentir ou d’inhiber 1’oxydation
d’un substrat, tout en étant présent a faible concentration par rapport a ce substrat oxydable
(Deaton et Marlin, 2003 ; Jin Heo et al., 2007).

I11.3.2. Classification des antioxydants
Les antioxydants peuvent étre répartis en deux classes :
I11.3.2.1. Antioxydants endogénes

Les antioxydants endogenes sont des enzymes dont les plus connues sont produites dans

le corps humain (Mates, 2000).
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Cette ligne de défense est constituée de trois enzymes. Il s’agit de la super oxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) (Ivanova et Ivanov,
2000).

e La superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase ou SOD est une enzyme qui exerce une action cellulaire
protectrice en catalysant la réaction de dismutation de 1’anion superoxyde en peroxyde

d’hydrogene (McCord et Fridovich, 1969).

- + SOD
200 +2H ———H 0. +O0
2 272 2
e La Catalase
C’est une enzyme qui existe en forte concentration dans le foie et les globules rouges.
Son rdle est d’accélérer la réaction spontanée qui transforme 1’eau oxygénée en eau et en

dioxygene et d’éviter ainsi la formation de radical hydroxyle (Cheeseman et Slater, 1993)

2HO »H O+0
2 2 2 2

¢ Glutathion peroxydase (GPX)

Cette enzyme catalyse la réduction du peroxyde d'hydrogéne en eau ou les peroxydes
organiques a leurs alcools stables correspondants en oxydant le glutathion réduit (GSH) pour
donner sa forme oxydée (GSSG), tandis que la glutathion réductase (GRD) a pour role de
régénérer le GSH a partir du GSSG tout en utilisant le NADPH comme un cofacteur (Ré et
al., 2005 ; Rocher et al., 2006)

H,0,+ 2 GSH . = 2 H,0 + GSSG
GPx, GSH

ROOH+2GSH €/ = DROH+H,0 + GSSG

I11.3.2.2. Antioxydants naturels

Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures
que I’organisme puise par I’alimentation. Les principaux antioxydants naturels sont 1’acide
ascorbique, les tocophérols ainsi que le B-caroténe et pour la plupart sont des composés

phénoliques (Bossokpi, 2003).
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Ces composés pouvant étre des substances lipo ou hydrosolubles, vont piéger les ERO

sous une forme peu réactive (piégeurs de radicaux libres ou scavenger) (Ré et al., 2005).

v’ Acide ascorbique

La vitamine C est une vitamine hydrosoluble qui n’est pas synthétisée par 1’organisme
humain et doit étre apportée par 1’alimentation. Elle intervient dans la formation du tissu
conjonctif, des os, des dents, et dans I'assimilation du fer et des acides aminés (Wang et al,
2000). L’action de la vitamine C est trés controversée quand a son effet protecteur ou
activateur face a la toxicité de I’oxygene. Selon le pH et la présence de métaux de transition,
la vitamine C peut prendre une forme réduite ou oxydée. Le passage de ’'une a I’autre se fait
par l’intermédiaire d’un radical libre, le radical ascorbyle, et en présence de

glutathion/glutathion-réductase (Gardés et al., 2003).

ASCH + GS » ASC + GSH

v" Vitamines E (tocophérol)

Les tocophérols sont une classe de composés phénoliques de nature lipophile qui sont
localisés surtout dans la membrane externe des mitochondries et dans celle du réticulum
endoplasmique. Le tocophérol majeur retrouvé dans les tissus humains est I’a-tocophérol (Lee

et al., 2003).

Le rdle essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux peroxyles lipidiques (ROO.)
qui propagent les chaines de peroxydation. La partie active de la molécule étant la fonction
phénol réductrice (a-TH), celle-ci perd facilement un atome d’hydrogéne et se transforme en
radical a-tocophérol (a-T), tandis que le radical peroxyle est réduit en une molécule

d’hydroperoxyle (Gardés et al., 2003).

ROO + o-TH »ROOH + a-T
v' Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments liposolubles synthétisés par les plantes et les
microorganismes et présents dans beaucoup d’aliments particulicrement dans les fruits et
légumes (El-Agamey et al., 2004).

Ils sont trés nombreux et représentent la principale source alimentaire de rétinol en plus
de leur activité¢ de provitamine A, les caroténoides posseédent une forte activité antioxydante,

notamment le B-caroténe. Ces molécules sont des piégeurs efficaces des molécnles d’oxvoene
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I
singulet Oz’ fournissant ainsi une protection contre les 1ésions de la peau induites par les

rayons ultraviolets (lee et al., 2003; Gardés et al., 2003).

v' Sélénium

Le sélénium est un oligoélément essentiel pour la santé, en particulier I'immunité, les
fonctions reproductrices des animaux, et la protection du corps contre le stress oxydant,
puisque c’est un composant des séléno-protéines, y compris des séléno-enzymes telles que la
glutathion peroxydase. L'insuffisance de sélénium dans le régime alimentaire a été liée a
plusieurs maladies a savoir, la maladie cardiaque coronaire, les infections de la grippe,
I'hypertension, 1'épilepsie, la progression rapide du SIDA, la leucémie et d’autres cancers

(Sanchez et al., 2010).
v Composés phénoliques

» Flavonoides

Les flavonoides sont une classe de composés phénoliques présentant des propriétés
antioxydantes et chélatrices de métaux. Leurs effets cardioprotecteurs proviennent de la
capacité d’empécher la peroxydation des lipides et la formation des radicaux libres (Heim e?
al., 2002). En plus, il a été rapporté que les flavonoides inhibent plusieurs enzymes telles que
la cyclo-oxygénase et la lipo-oxygénase, enzymes liées aux inflammations (Nagao et al.,
1999).

» Tanins

Les tanins sont un groupe hétérogéne de composés phénoliques de haut poids
moléculaire ayant la capacité¢ de former des complexes avec les protéines (principalement),
polysaccharides, les alcaloides, les acides nucléiques et les minéraux (Frutos ef al., 2004 ;
Cheynier et Sarni-Manchado,2006).

De nombreux tanins, particulicrement des tanins hydrolysables, inhibent la
peroxydation des lipides. In vitro, ils sont montrés étre des piégeurs de radicaux et des
inhibiteurs de la formation de 1’ion superoxyde (Bruneton, 1999).

» Anthocyanes

IIs sont un groupe important de pigments végétaux hydrosolubles (Zhang ef Furusaki,

1999). Le pouvoir antioxydant des anthocyanes dépend du nombre et de ’arrangement des

groupements hydroxyles, de I’ampleur des conjugaisons structurales et Aoalement de la
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présence des substituants donneurs et accepteurs d’électrons dans la structure globale

(Lapornik et al., 2005).

> Coumarines

Les coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de
capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. Les conditions structurales requises

pour I’activité antiperoxydante des coumarines sont similaires a celles signalées pour les

flavonoides (Bossokpi, 2003).
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IV. Matériel et méthodes
IV.1. Matériel

IV.1.1. Description du matériel végétal

Ce sont les sommités fleuries de 1’espéce Erica multiflora L qui ont fait 1’objet de cette
¢tude. Les fleurs de Erica multiflora sont blanchatres ou rose trés foncées et sont groupées dans

des inflorescences situées a la position terminale des branches (figure 5).

Figure 5 : photographie de Erica multiflora L.

IV.1.2. Site de récolte de la plante

L’échantillon a été récolté au 9 novembre 2010. La récolte a été faite dans la région d’Aite-
Guendouze (Commune de Boukhelifa) située a quelques Kilométres de la ville de Bejaia. 1l a

¢été récolté dans un endroit propre et loin de la pollution.

Apres nettoyage, s€chage, broyage et tamisage, les poudres dont le diametre est inférieur

a 125 um ont subi deux types d’extraction.

IV.2. Méthodes
IV.2. 1.Extraction

L’extraction des composés phénoliques a partir de la matiere végétale dépend de leur
structure chimique, de la méthode d’extraction, de la granulométrie de la poudre et du type de
solvant utilisé (Vercauteren et al., 1996).

Cette étape consiste a extraire le maximum de molécules contenues dans toutes les

parties de la plante en utilisant des solvants.
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Les solvants jouent un role capital dans I’extraction des composés phénoliques en

assurant le transfert de phase du produit a extraire (Vercauteren, 1996).

Il faut également tenir compte des propriétés physiques déterminant la capacité du
solvant a pénétrer dans une matrice poreuse. Il s’agit du pouvoir extractant qui est défini par la
capacité du solvant a pénétrer et a diffuser dans la structure végétale de telle sorte qu’il

rencontre et entraine les molécules cibles (Ben Amor, 2008).
IV.2.1.1. Extraction par micro-onde

Les premiers travaux utilisant les micro-ondes pour extraire des composés organiques ont
été¢ publiés par Ganzler et al., (1986). Depuis cette date, I’extraction végétale assistée par

micro-ondes a été le fruit de nombreuses recherches (Lucchesi, 2005).
a. Définition
L’extraction par microonde est une technique qui a été développée pour réduire

le volume des solvants utilisés, améliorer le rendement de la récupération des

polyphénols et pour réduire le temps et le colt de 1’extraction (shu et al., 2003).

b. Principe d’extraction par micro-onde

Dans le but d’étudier les dommages cellulaires qui sont produit lors de
I’extraction par micro-onde, Mandal et Mandal (2010) ont examiné par microscope
¢lectronique les échantillons de feuilles de Gymmnema sylvestre avant et apres
extraction aux micro-ondes. Les changements observés ne différent pas
considérablement entre les deux échantillons. Cependant, la surface des échantillons
traités par micro-onde ¢été trés endommagée suivie d’un élargissement des pores
cellulaires. Par conséquent, le traitement aux micro-ondes affecte la structure des

cellules par 1’¢lévation de la température et I’augmentation interne de la pression.

Selon Mandal et al. (2007) le matériel végétal utilisé pour 1’extraction contient
de I’eau et comme 1’énergie de micro-onde est absorbée et par la suite transformée
en chaleur, I’eau s’évapore et cela génére une pression a l’intérieur des parois
cellulaires. Cette derniére qui entraine la rupture des cellules et la sortie des

composés phénoliques dans le solvant.
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¢. Procédés d’extraction

Le procédé d’extraction par macération est comme suit:

» Sgde la poudre de la plante sont ajoutés a 100 mL d’eau distillée ;

» Le mélange est soumis a une agitation mécanique a I’aide d’un agitateur magnétique
pendant 24 heures, a la température ambiante et a 1’abri de la lumicre afin d’éviter les
phénomenes d’oxydation;

> la solution macérée est ensuite filtrée sous vide ;

» le filtrat obtenu est conservé dans un réfrigérateur pour une utilisation ultérieure.

Le procédé d’extraction par micro-onde est comme suit:

5g de la poudre de la plante sont ajoutés a 100 ml d’eau distillée ;
chauffer le produit a 1’aide d’un four a micro onde pendant 4 min ;
refroidir directement ;

La solution est ensuite filtrée sous vide ;

Y V. V V V

Le filtrat obtenu est conservé dans un réfrigérateur pour une utilisation ultérieure.

IV.2.2. Dosage phytochimique
IV.2. 2.1. Dosage des polyphénols totaux
e Principe

La méthode analytique utilisée pour le dosage des phénols totaux est celle de Folin

Ciocalteu.

Le réactif de Folin Ciocalteu est constitu¢ d’un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW,040) et d’acide phosphomolybdique (H;PMO;,04). Lors de I’oxydation, il est réduit
en un mélange d’oxyde bleu de tungstene(WgO,3) et de molybdéne(MogO,3;) (Ribéreau-
Gayon, 1968). La coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents

dans I’extrait analys¢ (Madi, 2010).

e Mode opératoire

La concentration des composés phénoliques totaux dans 1’extrait est déterminée selon la

méthode décrite par Bramorski et al., (2010) comme suit :
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» 100 pL de chaque extrait est mélangé a 2 mL d’eau distillée, puis S00uL du réactif de

Folin-Ciocalteu est ajouté;

» laisser réagir pendant deux minutes, puis ajouter 1.5 mL de la solution de
monocarbonate de sodium (20%).

» incuber a I’obscurité pendant deux heures a la température ambiante ;

» lire les absorbances au spectrophotométre (de marque SpectroScan 50) a 765 nm.

La concentration des composés phénoliques totaux est déterminée en se référant a la

courbe d’étalonnage réalisée avec 1’acide gallique (annexe L.1).

IV.2. 2.2. Dosage des flavonoides

e Principe

Les flavonoides contiennent certains groupements structuraux susceptibles de former par
chélation des complexes jaunatres avec les métaux notamment le fer et I’aluminium (figure 6).
L’ion métallique intervenant dans la formation de ces complexes, sous forme de M, s’uni a
deux oxygénes de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons (figure 4)

(Ribereau Gayon, 1968).

-

OH O

Figure 6 : mécanisme de réaction du chlorure d’aluminium avec les flavonoides (Ribereau-

Gayon, 1968).

e Mode opératoire
La teneur en flavonoides de I’extrait étudié est évaluée selon la méthode décrite par

Djeridane et ses collaborateurs (2006).

» 1 mL de chaque solution d’extrait a été ajouté a un volume égal d’une solution

méthanolique de chlorure d’aluminium (2%), le mélange a été vigoureusement agité ;
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» 1’absorbance est lue a 430 nm aprés 15 minutes d’incubation a la température ambiante.

La concentration en flavonoides est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage

réalisée avec la quercétine (annexe 1.2).

1V.2.2.3. Dosage des tanins totaux
e Principe

Les tanins ont la propriété de précipiter les protéines. La combinaison entre les tanins et
les protéines se fait par I’intermédiaire de liaisons hydrogéne entre les groupements OH et NH,

des protéines, et les groupements hydroxyles des tanins (Guignard, 2001).

La protéine solubilisée a son pH isoélectrique se lie aux tanins de 1'échantillon, formant
ainsi un complexe protéine-tanins qui est simple a précipiter. Il est alors possible de déterminer
la quantité¢ de tanins précipités en ajoutant au culot une solution de chlorure ferrique (FeCls;)

(Harbertson et al., 2010).

Avec cette méthode, les tanins donnent des précipités bleu noir ou brun verdatre
(Bruneton, 1999). L’intensité de la couleur est proportionnelle a la teneur en tanins dans

I'échantillon (Harbertson et al., 2010).

e Mode opératoire

L’estimation quantitative des tanins contenus dans les deux extraits est réalisée par la
méthode de Hagerman et Butler (1978) qui repose sur la formation d’un complexe tanins-

BSA. Elle est décrite comme suit :

» 0.5 mL de DPextrait est ajoutée a 0.5 mL de la solution de BSA, apres agitation et
incubation de 24 heures a 4°C, le mélange est centrifugé a 14000 tours / minutes
pendant 15minutes ;

» le surnagent est ensuite jeté et le précipité est dissout dans 2 mL de la solution
SDS/TEA ;

» 0.5 mL de chlorure ferrique (FeCls) est ajouté ;

» lalecture de I’absorbance est effectuée au spectrophotométre a 510 nm.
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La quantification des tanins est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage

réalisée avec 1’acide tannique.
IV .2.3. Détermination de P’activité antioxydante

Trois tests ont été utilisés pour 1’évaluation de D’activité antioxydante de I’extrait
d’Erica multiflora a savoir : le test au DPPH, et le pouvoir réducteur au phosphomolybdate

d’ammonium et au ferricyanure de potassium.

IV.2.3.1. Test au DPPH
e Principe

Cette méthode est basée sur le piégeage du radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) par les antioxydants. Quand une solution de DPPH est mélangée avec une substance
qui peut donner un atome d'hydrogéne, il y aura conversion du radical a la forme réduite

(Sharif Ali et al., 2008).

La solution alcoolique de DPPH® est d’une couleur violette foncée, qui disparait en
présence du piégeur du radical dans le systeme réactif, et quand I'¢lectron impair de 1'azote
dans le DPPH est appareillé¢ (Jing Deng et al., 2011).

L’efficacité d’un antioxydant peut étre définie par sa capacité a fixer des radicaux

libres, et a arréter ainsi la propagation de la réaction en chaine (Molyneux, 2004).

e Mode opératoire

Le protocole d’évaluation de 1’activité antioxydante par le test au DPPH est donné selon

Bougatef et al.,(2009) comme suit :

» 0,15 mL de la solution de DPPH® est ajouté a 1 mL de chaque mélange cau-extrait a
différentes concentrations ;

» 1mL de méthanol est ajouté;

» le mélange est ensuite soumis a une agitation au vortex, puis mis a incubation pendant
30 minutes a I’obscurité a la température ambiante;

> lire les absorbances a 517 nm.

1V.2.3.2. Pouvoir réducteur
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a. Pouvoir réducteur au phosphomolybdate d’ammonium

e Principe

La méthode utilisant le phosphomolybdate d’ammonium est un test antioxydant
important basé sur la réduction de Mo™en Mo ™ par un composé antioxydant. Ceci conduit 4 la
formation d’un complexe de phosphate / Mo~ de couleur verte avec une absorption maximale a

695nm (Nagavani et al., 2010 ; Stancheva et al., 2011).

e Mode opératoire

La méthode adoptée pour I’évaluation du pouvoir réducteur au phosphomolybdate
d’ammonium est décrite par Silici ef al. (2010) selon le protocole suivant :
> les tubes a essai préparés contiennent 0.2 mL de I’extrait de la plante et 2 mL du
solvant réactif (un mélange d’acide sulfurique a 0,6 M, de phosphate de sodium a 28
mM et de molybdate d’ammonium a 4 mM) ;
» apres agitation au vortex, les mélanges sont mis a incubation pendant 90 minutes a
une température de 90° C ;

» [D’absorbance est lue a4 695 nm contre un blanc.

b. Pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium

e Principe

Le pouvoir réducteur des deux extraits a ét¢ mesuré par la méthode d’Oyaizu (1986)
(Benhammou et al., 2009), selon laquelle la réduction de Fe’ “en Fe? " a 6té déterminée en
mesurant I'absorbance du complexe bleu.

La réduction de 1’ion Fe** est toujours utilisée comme indicateur des substrats donneurs
d’¢électrons (Fereira et al., 2007). La présence de réducteurs dans les extraits cause la réduction
du complexe Fe** /ferricyanure en fer ferreux (Ferreira et al., 2007).

e  Mode opératoire

Le protocole de détermination du pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium est
décrit d’aprées Benhammou et al. (2009) comme suit :

» 1mL de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) est ajouté a un volume de 0.5 mL de

chaque extrait, puis 1mL de ferricyanure de potassium (1%) est ajout¢;
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Partie pratique Materiels et méthodes

» apres agitation, les mélanges sont incubés a 50°C pendant 20 minutes, puis 1mL
d’acide trichloracétique (1%) est ajouté;

» apres une centrifugation de 10 minutes a 3000 tours/minutes, 1 mL du surnagent a
¢été transféré dans un tube a essai et additionné de 1 mL d’eau distillée et de 0.2 mL
de la solution de chlorure ferrique (0,1%) ;

» D’absorbance a été lue a 700 nm.
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Partie pratique Résultats et discussion

V. Résultats et discussion
V.1. Analyses phytochimiques

V.1.1. Teneur en polyphénols totaux

Apres I’ajout du réactif de Folin-Ciocalteu et du monocarbonate de sodium aux
extraits, une couleur bleu est obtenue dont 1’intensité varie en fonction de la teneur de ces

composés dans les extraits.

La valeur moyenne de la teneur en polyphénols totaux est déterminée en mg

d’équivalent d’acide gallique par g de matiere séche (tableau IIT).

Tableau III : résultats du dosage des polyphénols totaux.

Concentration en mg d’équivalent d’acide gallique / g de MS
Extrait obtenu par macération Extrait obtenu par micro-onde
Essai 1 10,60 13,52
Essai 2 10,93 13,38
Essai 3 10,80 14,11
Moyenne 10,78 £ 0,17 13,67 £ 0,39

D’apres les résultats obtenus, la teneur moyenne en polyphénols totaux de 1’extrait
obtenu par micro-onde est de 13,67 £ 0,39 mg d’EAG par g de MS, elle est plus ¢élevée que
celle de I’extrait obtenu par macération qui est de 10,78 £ 0,17 mg d’EAG par g de MS.

Selon les travaux effectués par Harnafi et ses collaborateurs (2007) sur les fleurs
séches de Erica multiflora L, 1’extrait obtenu par infusion présente une teneur en polyphénols
totaux de 104.66 £ 1.15 mg d’EAG / g de MS. Ce résultat est largement plus ¢€levé par
rapport a celui trouvé dans ce présent travail .Ceci pourrait étre du a la différence dans la

méthode d’extraction, la région de la de récolte et a la période de la récolte de la plante.

Sutivisedsak et al .(2010) ont montré dans une étude réalisée sur les haricots, que les
teneurs en composés phénoliques obtenues apreés extraction au micro-ondes a 100°C étaient

deux fois a trois fois supérieure a celles obtenues par des méthodes conventionnelles a la
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Partie pratique Résultats et discussion

méme température en utilisant I’eau comme solvant d’extraction. Selon, Inglett ez al. (2010)
les radiation du micro-onde peuvent détruire les structures cellulaires plus efficacement que la
chaleur du bain Marie et libéré ainsi plus de composés phénoliques. Alors que dans une
extraction liquide/solide conventionnelle le processus est un peu différent, le solvant diffuse

dans les cellules et les composés phénoliques sont extraits par solubilisation.

Cependant, il existe une autre théorie concernant le mécanisme d’extraction des
composés phénoliques par micro-ondes. Cette théorie rapportée par Chen et al. (2007) stipule
que 1’¢lévation de la température diminue la tension superficielle et la viscosité du solvant ce
qui améliore sa pénétration dans la matrice. De plus, la capacité du solvant a solubiliser les

analytes est augmentée par 1’¢élévation de la température.

V.1.2. Teneur en flavonoides

Aprées I’ajout de AICI; aux deux extraits, une couleur jaune verdatre est obtenue dont
I’intensité varie en fonction de la concentration de I’extrait en flavonoides. Cette coloration
est due a la formation d’un complexe qui résulte de la fixation des ions (AI’") aux

groupements hydroxyles des flavonoides, selon la réaction suivante
Flavonoides + Métaux — Complexe jaunatre
Les résultats obtenus sont portés dans le tableau I'V.

Tableau IV : résultats du dosage des flavonoides

Concentration en ug d'EQ / g de MS

Extrait obtenu par macération Extrait obtenu par micro-onde
Essai 1 8.6 10
Essai 2 8.8 10
Essai 3 8.6 10
Moyenne 8.6 £ 0.01 10 £ 0,00

Les résultats du dosage des flavonoides de 1’extrait obtenu par macération est de 8.6 +
0.01 ug d’EQ /g de MS qui est inférieur a celui de I’extrait obtenu par micro-onde qui est de

10 £ 0,00 ug ’EQ /g de MS.
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Partie pratique Résultats et discussion

La teneur moyenne en flavonoides obtenu pour les deux extraits est inférieure a celle
trouvée par Harnafi et ses collaborateurs (2007), qui est de 0,13 £ 0,01 mg d’EQ/g de MS.
Cela pourrait étre attribué entre autre a la différence dans le mode d’extraction, la région et la

saison de la récolte de la plante, et a 1’age de la plante.
V.1.3. Teneur en tanins totaux

L’ajout du chlorure ferrique qui réagit avec les tanins donnent des précipités de
couleur bleus noir ou brun verdatre. Son intensité varie en fonction de la concentration de

I’extrait en tanins.
Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau V.

Tableau V : résultats du dosage des tanins totaux

Concentration en mg EAT / g de MS

Extrait obtenu par Macération | Extrait obtenu par Micro-onde
Essai 1 129,44 163,89
Essai 2 118,33 159,44
Essai 3 121,67 164,44
Moyenne 123,14 £5,70 162,6 £2,74

D’apres les résultats obtenus, la teneur moyenne en tanins totaux dans 1’extrait obtenu
par micro-onde est de 162,6 = 2,74 mg d’équivalent acide tannique/g de matiére séche qui
est plus importante que celle de I’extrait obtenu par macération qui est de 123,14 + 5,70 mg

d’équivalent acide tannique/g de matiere séche.

Selon une ¢tude menée par Harnafi et ses collaborateurs (2007), la teneur moyenne en
tanins de Erica multiflora L est évaluée a 51,33 + 6,36 mg d’EAT/g de MS. Cette teneur est
inférieure a celle trouvée dans ce travail et cette différence pourrait étre due a la saison et la

région de la récolte.
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Partie pratique Résultats et discussion

V.2. Activité antioxydante

V.2.1. Pouvoir réducteur

V.2.1.1. Pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium

La couleur jaune du milieu réactionnel vire vers une couleur verte dont I’intensité

dépend du pouvoir réducteur de chaque extrait.

La présence des antioxydants dans 1’échantillon testé entraine la réduction du complexe

+ +
Fe’'en Fe?'.

Les résultats du test du pouvoir réducteur par le ferricyanure de potassium sont

présentés dans la figure 7.
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Figure 7 : représentation graphique du pouvoir réducteur au ferricyanure de potassium pour les

deux extraits.

D’aprés la courbe représentée dans la figure 7, plus la concentration de I’extrait

augmente, plus I’absorbance augmente. Par conséquent, I’augmentation du pouvoir réducteur.

Le pouvoir réducteur de 1’extrait obtenu par micro-onde est légérement plus élevé en
comparaison avec celui de I’extrait obtenu par macération. Donc les antioxydants extraits par
la méthode de micro-onde exercent une activité antioxydante 1égerement plus élevée que celle

de I’extrait obtenu par macération.

Selon Ferreira et al. (2007), le pouvoir réducteur est souvent employé pour évaluer

la capacité d’un antioxydant a céder un atome d’hydrogene ou un électron. Plusieurs études
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Partie pratique Résultats et discussion

ont montré une corrélation directe entre 1’activité antioxydante et le pouvoir réducteur de

certains composés bioactifs.

Les résultats obtenus montrent que ’activité antioxydante des extraits des sommités
fleuries augmente avec 1’augmentation de la puissance du micro-ondes puis diminue
légerement apres 225 W. Cette diminution est due a une oxydation ou a une destruction des
composés phénoliques par la chaleur générée par la puissance élevée des micro-ondes. Selon
Inglett et al. (2010), les extractions par micro-ondes a des températures élevées augmentent
en général les teneurs en composés phénoliques mais pas nécessairement [’activité
antioxydante des extraits. Lyazid et al. (2007) ont démontré par une étude sur 22 composés
phénoliques exposés a des radiations du micro-ondes une faible destruction de ces composés
jusqu’a 125°C, une dégradation de 5 a 39% a 150°C et une dégradation des deux tiers a

175°C.
La valeur ICs a été déterminée pour chaque méthode d’extraction (annexe II.1).
Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau VI.

Tableau VI : résultats des ICsy (mg/mL) du pouvoir réducteur par le ferricyanure de

potassium.

Extrait obtenu par Macération Extrait obtenu par Micro-onde

ICs¢ (mg/mL) 10,527 7,992

D’aprés Saheedeh ef al. (2007), il existe une relation entre 1’activité réductrice de 1’ion
Fe’" et la teneur en polyphénols totaux ; 1’extrait contenant la plus grande quantité en

polyphénols totaux a le meilleur pouvoir réducteur.

V.2.1.2. pouvoir réducteur au phosphomolybdate d’ammonium

La couleur de I’extrait vire vers une couleur vert claire apres 1’ajout du molybdate

d’ammonium et I’intensité de cette couleur dépend de la concentration de 1’extrait.

Ce test donne un apergu sur la capacité des molécules antioxydantes contenues dans les

. ror \ ’ . + +5.
extraits végétaux a réduire le Mo en Mo™
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Les résultats du test du pouvoir réducteur par le molybdate d’ammonium sont

présentés dans la figure8.
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Figure n° 8: représentation graphique du pouvoir réducteur par le molybdate d’ammonium.

Cette figure montre qu’au fur et a mesure que la concentration de 1’extrait augmente,
I’absorbance augmente et donc le pouvoir de réduire le molybdate sous sa forme Mo®" en

5+ .
forme Mo’ augmente aussi.

D’apres la figure 8, 1’extrait obtenu par micro-onde présente un pouvoir réducteur plus

¢levé que celui obtenu par macération.

La valeur de ICsg a été évaluée pour chaque méthode d’extraction (Annexe IL.2) ; et les

résultats obtenus sont rapportés dans le tableau VII

Tableau VII : résultats des Csy (mg/mL) pour le test au phosphomolybdate d’ammonium.

Extrait obtenu par Macération | Extrait obtenu par Micro-onde

ICs¢ (mg/mL) 1,283 0,950

Les résultats des ICsy) obtenus révelent que le pouvoir réducteur du molybdate

d’ammonium le plus important est observé avec 1’extrait obtenu par micro-onde.
V.2.2. Test au DPPH

En présence d’antioxydants, la couleur du DPPH change du violet vers le jaune. Le radical

DPPH est pié¢gé et son absorbance diminue une fois qu’il rencontre un substrat donneur de(H)
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Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition du DPPH en fonction de la

concentration (figure9).
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Figure n°9 : représentation graphique du pourcentage d’inhibition du DPPH

La figurel0 montre que 1’augmentation de la concentration de chacun des extraits
engendre une augmentation du pourcentage d’inhibition du DPPH et que 1’activité inhibitrice

du radical DPPH est similaire pour les deux extraits.

La valeur ICsy a été déterminée pour chaque méthode d’extraction (Annexe IL.3), et
elle est définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de
I’activit¢ du DPPH (Bougatef ef al., 2009). Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau
VIIL

Tableau VIII : résultats des ICsy (mg/mL) pour le test au DPPH.

Extrait obtenu par Macération | Extrait obtenu par Micro-onde

ICsp (mg/mL) 7,43640 7,79820

D’aprés Bougatef er al. (2009), une faible valeur d’EC50 indique une grande capacité
d’inhibition du radical DPPH.

D’apres les résultats présentés dans la figure 10, ’extrait obtenu par macération présente

presque le méme pouvoir anti radicalaire comparé a celui obtenu par micro-onde
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Conclusion et perspectives

Le travail réalisé avait pour objectif le dosage des composés phénoliques et 1’étude de
I’activité antioxydante de deux extraits de Erica multiflora L, I'un obtenu par macération et
I’autre par micro-onde.

Les valeurs du dosage des composés phénoliques montrent que les deux extraits
contiennent respectivement des teneurs de 13.6720.39 mg d’équivalent d’acide gallique par
g de matiére séche et 10.78%£0.17 mg d’équivalent d’acide gallique par g de matiére séche
en polyphénols totaux, 10.17£0.14 ug d’ d’équivalent quercétine /g de matiére séche et
8.64 ug d’équivalent quercétine /g de matiére séche en flavonoides et 162.592+2.740 mg
d’équivalent d’ acide tannique/g de matiére seche et 123.146%5.7mg d’équivalent d'

acide tannique / g de matiére seche en tanins totaux.

L’étude de Dactivité antioxydante par le pouvoir réducteur au ferricyanure de
potassium et au phosphomolybdate d’ammonium a confirmé que I’extrait obtenu par micro-

onde a un pouvoir réducteur important en le comparant a celui obtenu par macération.

En revanche, D’activité antioxydante par le test au DPPH révele que les deux extraits

possédent une activité antiradicalaire similaire.

Ce travail reste préliminaire, donc il est souhaitable de :

v’ Généraliser I’étude sur d’autres composés phénoliques.

<

Elaborer une étude statistique pour une interprétation plus objective.

v’ faire des recherches approfondies (par le fractionnement afin de déterminer les
composés responsables de 1’activité antioxydante).

v' réaliser des études sur d’autres parties de la plante.

v’ déterminer d’autres activités des extraits a savoir I’activité antiinflammatoire.

v' Caractérisation des composés phénoliques par des techniques avancées (HPLC).
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Annexes

Annexes I : Les courbes d’étalonnage

1-Courbe d’étalonnage du dosage des polyphénols totaux
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Annexe II : Les courbes représentantes les ECs

II.1.Représentation d’EC 50 pour le pouvoir réducteur au ferricyanure de

potassium
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Annexes

IL1.2. Représentation d’ECsy du pouvoir réducteur au phosphomolybdate

d’ammonium

I1.2.1. Extrait d’Erica multiflora par macération
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I1.3. Représentation d’ECsy du DPPH

I1.3.1. Extrait d’Erica multiflora par macération
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Liste des réactifs

Réactifs

Solutions préparés

Chlorure ferrique (0,1%)
PM=270,33 g/mol

Peser 0,1 g de FeCl; .6H,O
Ajusté jusqu’a 100 mL d’eau distillée.

Monocarbonate de sodium (20%)

PM=105,99 g /mol.

Peser 20 g
Ajusté jusqu’a 100 mL d’eau distillée.

Chlorure de potassium (pH=1)
PM=74,54 g/mol, molarité=0,025 M

Peser 0,18635 g de KC1
Ajusté jusqu’a 100 mL d’eau distillée.

Acétate de sodium (pH=4,5)
PM=82,03 g /mol, molarité=0,4 M.

Peser 3,2812 g de CH3COONa
Ajusté jusqu’a 100 mL d’eau distillée.

Réactif molybdate : mélange de :

Acide sulfurique
(PM=98,07 g/mol; M=0,6 M)
Phosphate de sodium
(PM=156,01 g/mol ; molarité=28 mM)
Molybdate d’ammonium

(PM=1235,86 g/mol; molarité=4 mM)

3,313 mL d’H,SO4

0,4368 g de H,NaO4P.2 H,O

0,4943 g de H2 4MO7N6024 4 Hzo

Mélanger le tous puis Ajusté jusqu’a 100 mL

d’eau distillée.

Tampon phosphate (0.2 M, pH=6,6)

1,1 15 g de szPO4.
1,809 g de K H,PO4.
Ajouter 100 mL d’eau distillée

Ferricyanure de potassium

PM=329,39 g/mol,

lg de K3F€(CN)6
Ajouter 100 mL d’eau distillée.
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Acide trichloracétique TCA (1%)
PM=163,39 g/mol

1g de TCA (CCI;COOH)
100 mL d’eau distillée.

Chlorure d’aluminium (pH=1)
PM=241,43 g/mol

Peser 1 g d’AlCl;5.6H,0

Ajuster avec 50 mL de méthanol

Dodecyl sodium sulfate/triethanolamide

(SDS/TEA) (5%), pH=9,4

5 g de C12H23NastO4
5 mL de TEA
Ajouter 100 mL d’eau distillée.

Chlorure ferrique

PM=270,33 g/mol

0,05 g de FeCls;
Ajouter 50 mL d’eau distillée

Tampon A

Solution de BSA

1,122 mL d’acide acétique glacial, ajouté 100
mL d’eau distillée

1,6 g de NaOH, ajouter 20mL d’eau distillée
0,994 g de NaCl, ajuster avec la solution de
NaOH jusqu’a un pH=4,9

1 mg de BSA

10 mL de Tampon A

DPPH

Peser 0,0197 g de DPPH
Ajouter 50 mL de méthanol
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Résumé

Erica multiflora L fait partie de la grande famille des plantes médicinales largement
utilis¢é en médecine traditionnelle. Leur multiple propriét¢ pharmacologique est due a leur
richesse en substances actives qu’il renferme. Ce travail a porté sur 1’é¢tude phytochimique et
I’évaluation de I’activité antioxydante de deux extraits de la plante, ['un obtenu par
macération et 1’autre par micro-onde. Les résultats du dosages des composés phénoliques de
I’extrait ont montré que 1’espeéce Erica multiflora riche en tannins totaux avec des teneurs
del162.592 mg d’EAT / g de MS par micro-onde et123.146 mg d’EAT / g de MS par
maceération, suivi des poly phénols totaux avec des teneurs de 13.672 mg d’EC/g de MS par
micro-onde et10.778 mg d’EC/g de MS et elle contienne des teneurs faible en flavonoides
0.01017 mg d’EQ/g de MS par micro-onde et 0.00864 mg d’EQ/g de MS par macération.

L’¢évaluation du pouvoir réducteur par la méthode au ferricyanure de potassium et au
molybdate d’ammonium, a révélé que 1’extrait d’Erica multiflora a une activité antioxydante
meilleure avec la méthode d’extraction par micro-onde, par contre I’activité inhibitrice du
radical DPPH est presque similaire par les deux méthodes d’extraction.

Mots clés : Erica multiflora, pouvoir réducteur, DPPH, composés phénoliques.

Abstract

Erica multiflora L belonged to the big family of the medicinal plants largely used in
traditional medicine. Their multiple pharmacological property is due to their wealth of active
substances which it contains. This work concerned the phytochimic study and the evaluation
of the antioxydant activity of two extracts of the plant, one obtained by maceration and the
other by microwave. The results of proportionings of the phenolic compounds of the extract
showed that the species of Erica multiflora is rich in total tannins with contents de162.592 mg
of EAT/g of dry mater per microwave et123.146 mg of EAT/g of dry mater by maceration,
follow-up of the total phenols with contents of 13.672 mg of EC/g of dry mater by
microwave et10.778 mg of EC/g of dry mater and it contains contents weak of flavonoides
0.01017 mg of EQ/g of dry mater by microwave and 0.00864 mg of EQ/g of dry mater by
maceration.

The evaluation of the reducing power by the phosphomolybdate of ammonium and
ferricyanure of potassium, revealed that the extract of Erica multiflora has a better
antioxydant activity with the method of extraction per microwave, on the other hand the
inhibiting activity of radical DPPH is almost similar by the two methods of extraction.

Key words: Erica multiflora, reducing power, DPPH Phytochimique, phenolic compounds.
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