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I. Introduction géneérale

De tous les temps, les plantes ont occupé une place prépondérante dans la vie de
I'nomme. Toutes les civilisations connues ont utilisé les plantes soit sauvages soit cultivees
pour se nourrir, se défendre, et se Vvétir ou se soigner. Ces utilisations se sont diversifiées au

fil des temps pour s‘adapter aux besoins [1] .

L’homme pour ce protégé contre toute agression fait appel quotidiennement a ses systémes
de défense interne notamment son systeme immunitaire. Mais parfois ces systéemes de
défense ne s’encourent pas capable a se défendre tout seul pour cela I’homme utilise des
ressources thérapeutiques que parmi eux en cite les ressources végétales qui sont des entités
vivantes ayant la capacité de produire une grande diversité de substances ne participant pas
a leur métabolisme de base, mais représentant plutdét des produits du métabolisme
secondaire comme, les polyphénols, les huiles essentielles, les alcaloides...etc. Qui aide les

systemes de défense interne [2].

Initialement dénommés « tanin végétal », les polyphénols n’ont été définis qu’au début des
années 1980 pour caractériser une classe de plusieurs milliers de molécules bioactives
présentes dans les plantes, aux structures trés hétérogénes ayant pour point commun la
présence d’au moins un noyau aromatique (groupement phénol) sur lequel sont présents

plusieurs groupements hydroxyles ( OH) [3] .

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux. Ils appartiennent a™ leur
métabolisme secondaire et participent a leur défense contre les agressions
environnementales. Ce sont des phytomicronutriments et généralement des pigments
responsables des teintes automnales des feuilles et des couleurs des fleurs et fruits (jaune,
orange, rouge). C’est une classe constituée d’environ 8 000 composes, divisés en plusieurs
catégories qui sont les acides phénoliques, les flavonoides, les tanins issus de la
polymeérisation des flavonoides, les lignanes qui, avec les isoflavones, sont nommees phyto-

oestrogénes [4] .

Les éventuels bénéfices que pourraient apporter a la santé humaine les polyphénols
intéressent plusieurs domaines : thérapeutiques, produits pharmaceutique des médicaments
utilise contre les maladies liées au stress oxydant telles que les maladies cardiovasculaires,

les maladies cerebrovasculaires, les maladies metaboliques et le cancer, cosmétique




(maquillages; gommage minceur) et agroalimentaires comme conservateurs et colorant
[5,6].

Dans le présent travail nous s’intéressons aux polyphénols existant dans les feuilles et les
fruits de L'Arbousier (Arbutus unedo).Le travail est structuré en trois parties :

La premier partie consiste a I’extraction des polyphénols par des solvants de polarité
différentes puis 1’analyse quantitative du contenu en polyphénols et en flavonoides des
différents extraits aqueux et organiques des fruits et des feuille de I'Arbousier.

La seconde partie étudie I’activité antioxydante des extraits par des différentes méthodes.

La troisieme partie du mémoire sera consacrée a la présentation de 1I’ensemble des résultats

obtenus et aux discussions qui en découlent.




1. Matériels et méthodes
11.1. Matériels
11.1.1. Matiere végetal

La matiére végétale qui a fait ’objet de ce travail est constituée de la partie aérienne
(feuilles et fruits) de la plante de L’ Arbousier (Arbutus unedo L).
Les échantillons ont été récoltés dans la localité de 1’ouest Algérien au mois d’Octobre
2014. La plante étudiée est séchée a 1’abri de la lumiere pendant 1 mois. Le tableau suivant

présente les différentes caractéristiques de la plante étudiée.

Tableau 1 : Caractérisation de la plante étudiée

Description Photos

e Noms vernaculaires :

Anglais : Arbutus, Cane Apples, Irish Strawberry Tree, Killarney
Strawberry Tree, Strawberry Madrone, Strawberry Tree

Francais : Arbousier, Arbousier Commun, Fraisier

Arbre : Outlub<lké | Ticisnou (Algerie ) [7] .

e Description botanique :

Arbutus unedo L. est un arbuste a feuilles persistantes qui a une /
distribution circumméditerranéenne, étant trouvé en Europe
occidentale, centrale et australe, au nord-est de I'Afrique (hors
Egypte et la Libye) et les iles Canaries et en Asie occidentale.
Arbutus unedo pousse a 9-12 m de haut, L'écorce est fissurée et il
se détache en petits flocons, principalement brun terne. Les
feuilles sont alternes, simples, oblancéolées, sombre vert, coriace
et ont une marge dentelée, généralement 2-3 fois plus longues que
larges, glabres avec un pétiole de 10 mm ou moins. Les fleurs,
avec des lobes recourbés, sont en forme de cloche, 8-9 mm de
long, blanc, et souvent rose péle. Les fleurs sont une source
importante de nectar et de pollen pour les abeilles.

Les fruits sont globuleux, rouge orangé a maturité, de plus en plus
jusqu'a 2 cm de diameétre, sont récupérés avec conique papilles et
mature a l'automne .ils prennent environ 12 mois pour mdrir; par
conséquent, l'arbre porte les fruits et les fleurs matures en méme
temps. Le processus de floraison et de fructification se étend de ‘
Octobre a Février [8] . Les feuilles




e Classification botanique :

Régne : Plantae- Plantes.
Sous-regne : Tracheobionta-plantesvasculaires.
Super division : Spermatophyta-Seed plants.
Division : Magnoliophyta-Les plantes a fleurs.
Classe : Magnoliopsida-dicotylédones.
Sous-classe : Dilleniidaea.

Famille : Ericaceae-famille Heath.

Genre : ArbutusL.-madrone.

X : Les fleurs
Espéce :Arbutus unedo L.arbousier [9,10].

e Utilisations :

les fruits de I’Arbutus unedo.L ont une certaine importance dans
I'agriculture locale les communautés ou ils sont utilisés pour la
production des boissons alcoolisées, les confitures, et les gelées
marmelades. A. unedo est utilisée dans la cuisine pour faire
ressortir le gout dans un plat ou de la compléter, les fruits de
I'arbousier (Arbutus unedo L.) sont consommés principalement
comme des produit transformés ils peuvent étre une bonne source
d'antioxydants si consommé des fruits frais. Ils contiennent une
gamme d'antioxydant large et excellent composants, y compris

des composés phénoliques (par exemple les anthocyanes, les

dérivés de I'acide gallique, flavonoides et tanins), la vitamine C, la
vitamine E et les caroténoides suggérant un potentiel a valeur
élevé en tant que "la nourriture de promotion de la santé" [7] .

11.1.2. Réactifs

Les produis chimiques utilisés dans ce travail ont une haute qualité (Annexel), la liste
des marques des produits est comme suit :
Sigma — Aldrich Biochem Prolabo
Laboratory reagents Merck Riedel-de Haen

Fluka




11.2. Méthodes

L’ensemble des méthodes expérimentales que nous avons mené dans ce travail se

structure comme illustré 1’organigramme ci-apres :

Matiére végétal

!

Extraction par
macération

!

Extraits phénoliques

Dosage des
phénols totaux

Dosage des
flavonoides

v

Etude de ’activité antioxydante

Test de Test de pouvoir ,
DPPH réducteur (FRAP) Test "ABTS
> Corrélation €

Figure 1 : Organigramme expliquant les différentes étapes dans ce travail




11.2.1. Extraction des composés phénoliques

Une quantité de 5 g de poudre fine de la matiére végétal secs ont été macérer dans un
mélange hydro-alcoolique (Méthanol/eau 80/20 : v/v), (Ethanol /eau 50/50: v /v ) et
(Acétone /eau 70/30 :v/v) pendant 72 heures, dans I'obscurité, a température ambiante sous
agitation , le Macerat a été filtré a travers un papier filtre pour obtenir un extrait clair, et on
a évapore le solvant sous vide a une température de 40°C. Apreés traitement a I’hexane afin
d'éliminer toutes traces de composes apolaires (pigments, lipides, etc.), la phase aqueuse est
extraite a I’acétate d'éthyle, La phase organique obtenue est évaporé sous vide a 40°C. Le
résidu est repris dans 10 ml d’éthanol et conserver au réfrigérateur jusqu’a le temps
d’analyse. la phase aqueuse sera aussi conservée pour I’analyse. La série d’extraction
permet d’obtenir six extraits : I’extrait hydro-méthanoique, 1’extrait hydro-Ethanoique et
I’extrait  hydro-acétonoique plus les trois fractions aqueuses de chaque solvant.
L’organigramme suivant explique les différentes étapes d’extraction des composés

phénoliques :




5 g de poudre

Les feuilles Les fruits

Macération dans 100ml Macération dans 100ml Macération dans 100ml
(Methanol/ eau) (Ethanol/ eau) (Acétone / eau)
(8/2: VIV) 72" (5/5: VI\) 72" (713: VIV) 72
Filtration
Filtrat

H’ Vaporisation du solvant
organique sous vide 40 C°
Fraction agqueuse

v

Dilipidation avec ’hexane 3 fois | === Elimination de la fraction
& hexanique

Fraction agqueuse

{

Extraction lig-liq avec ’acétate
d’éthyle 3 fois

v

Fractions d’acétate d’éthyle

Vaporisation du I’acétate d’éthyle
Sous vide a 40°C

Résidus phénoliques

Figure 2 : Protocole expérimental d’extraction des composées phénoliques




11.2.2. Dosage des phénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode adaptée par Singleton
et Ross en 1965 avec le réactif de Folin—Ciocalteu [11]. Le réactif est constitué d'un mélange
d'acide phosphotungstique, H3sPW;2,04, et I'acide phosphomolybdique, H3PMo01,040, qui
apres oxydation des phénols, est réduit en un melange d'oxydes bleus de tungsténe, WgO,3,
et de molybdéne, MogO,3. La coloration bleue produite possede une absorption maximale
dans la région de 750 nm et est proportionnelle a la quantité totale de composes phénoliques
initialement présentes [12].

250 pul d’extrait dilué été mélangés avec 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (10%) dilué dans
I’eau, aprés agitation pendant 3 min, 0,8 ml de carbonate de sodium (7,5%) est ajouté a
I’ensemble. Les échantillons ont été incubés a température ambiante pendant 30 minutes.
L’absorbance est mesuré a 760 a 1'aide d’un spectrophotométre UV (SP-3000 nano) contre
un blanc. L’acide gallique est utilis¢ comme standard pour tracer la courbe d’étalonnage .La
teneur totale en polyphénol a été exprimée en mg d'équivalent acide gallique par gramme de

matiére végétal seche.

11.2.3. Dosage des flavonoides

La concentration des flavonoides a été déterminée en utilisant une méthode
chlorométrique [13]. La méthode repose sur le principe du dosage direct par le chlorure de
I’aluminium. En effet, les flavonoides possédent un groupement hydroxyle libre en
positon 5 susceptible de donner (en présence de chlorure d’aluminium), un complexe
jaunatre par chélation de 1’ion Al’. La coloration jaune produite est proportionnelle a la
quantité des flavonoides présente dans I’extrait [14] .

Briévement, un millilitre d’extrait dilué dans 1’¢thanol est ajouté a 1 ml d’AlCl; 2%. Aprés
15 minutes de réaction, ’absorbance est lue a 430 nm. La courbe d’étalonnage est effectuée
par la rutine, préparée dans I’éthanol, a différentes concentrations, dans les mémes
conditions et les mémes étapes du dosage. Les résultats sont ainsi exprimés en mg
d’équivalent de rutine par 1g du poids sec de la matiere vegetal. Toutes les mesures sont

répétées 3 fois [15].




11.2.4. Estimation du pouvoir antioxydant

Afin d’évaluer I’activité antioxydante des extraits phénoliques des feuilles et des fruits
de I’Arbutus unedo L, trois tests in vitro ont été utilisés : le test, du pouvoir réducteur
FRAP (Ferric reducing antioxidant power), de DPPH et d’ABTS.

11.2.4.1. Test du pouvoir réducteur (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur des échantillons a été¢ déterminé selon le procédé d’Oyaizu, 1986 ;

dont le principe de ce test est basé sur la réaction chimique suivante [15] :

Fe (1) —> Fe (Il

[Fe(CN)e +6° —+——— [Fe(CN)e]*

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de

Fe**/ complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en
mesurant et en surveillant I’augmentation de la densité de la couleure bleu dans le milieu
réactionnel & 700 nm. En d’autre terme, le systéme FeCls/ KsFe(CN)g confére a la méthode
la sensibilité pour la détermination « semiquantitaive » des concentrations des polyphénols,

qui participent a la réaction rédox [16] .

Pour réaliser ce test, on ajoute 0,5 ml du tampon phosphate (0,2 M, PH 6,6) a 25 pl
d’extrait, et de 0,5 ml du ferrycianide K3Fe(CNg) 1 %. Ce mélange est incuber 20 min au
bain-marie a 50°C , aprés I’incubation on additionne 0,5ml de I’acide trichloracétique TCA
10% pour stopper la réaction, Ce volume (1,75 ml ) a été mélangé avec 1,75 ml de I’eau
distillée et de 0,5 ml de FeCl; 0,1% , ’absorbance est lue a 700 nm, contre un blanc sans
I’antioxydant [17] .

Egalement nous avons comparé le pouvoir antioxydant de nos extrais a la vitamine C
comme antioxydante synthétique dont I’absorbance a ét¢ mesuré dans les mémes
conditions que les échantillons. Une augmentation de I’absorbance correspond a une

augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés [11].



http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89lectron
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ferrocyanure

11.2.4.2. Test de DPPH

L'activité antioxydante est tributaire de la mobilit¢ de I'atome d'hydrogéne du
groupement hydroxyle des composeés phénoliques. En présence d'un radical libre,2,2-
diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH") ; I'atome H est transféré sur ce dernier alors transformé
en une molécule stable DPPH (Figure 3), ceci provoque une diminution de la concentration
du radical libre et également I'absorbance au cours du temps de réaction jusqu'a

I'épuisement de la capacité d'antioxydant donneur d'hydrogéne [18] .

NO, NO,

Antioxydant
NO, N'—N » NO, NH—N

H
NO, NO,

Figure 3: Réduction de radical libre DPPH en présence d’antioxydant

Le DPPH présente une coloration violette sombre mais lorsqu'il est piégé par des
substances antioxydantes sa couleur vire vers le jaune pale, le virage vers cette coloration et
I'intensité de cette coloration dépend de la nature, la concentration et la puissance de la
substance anti-radicalaire [19].

Pour réaliser ce test, un volume de 50 pl des divers concentrations préparées de chaque
extraits a éte mélangé avec 1950 pl de solution méthanoiques de DPPH (60umol /1), le
mélange a été secoué vigoureusement et incubé a l'obscurité pendant 30 minutes .La
réduction du radical DPPH a été mesurée en surveillant en continu la diminution de

I’absorption a 517 nm contre un blanc contenant la solution de DPPH et du solvant.

La capacité a piéger le radical libre DPPH a été calculé comme pourcentage d’inhibition

| % utilisant I'équation suivante :

10




ADPPH -

As
1% = [ ]*100

. ApppH
Ou:
As : est I'absorbance de I'extrait de I'échantillon lorsque la solution a été ajoutée.

ApppH : est 1’absorbance de la solution DPPH.

La concentration en extrait fournissant 50% d'inhibition (ICso) a été calculée a partir du
graphe pourcentage d’effet de balayage en fonction de la concentration en extrait [20].

Nous avons comparé le pouvoir antioxydant de nos extrais a la vitamine C et au BHA
comme des antioxydants naturels et synthétiques.

11.2.4. 3. Test I’ABTS

La méthode de radicale ABTS est I'un des tests les plus utilisés pour la détermination
de la concentration des radicaux libres. Il est basé sur la neutralisation d'un radical - cation

résultant de la mono électronique oxydation du chromophore synthétique 2,2'- azino-bis (3

- éthylbenzothiazoline -6- sulfonique acide) : ABTS® (Annexe 2)
ABTS" =—> ABTS ' +e

Cette réaction est suivie spectrophotométriquement par la variation du
spectre d'absorption .Les résultats obtenus sont généralement recalculés a la concentration
de Trolox , et sont décrites comme "Trolox équivalente antioxydante capacité” (TEAC)
[21] .

Le procédé utilisé etait tel que décrit par Re et al. (1999), basé sur la capacité d'un
échantillon & inhiber le radical cationique ABTS" * par rapport a un antioxydant de référence
(Trolox). Le radical cationique ABTS' * est générée par une réaction chimique avec le

persulfate de potassium (KS,0s) [22] .

Pour pouvoir générer le radical cationique ABTS’ * nous avons préparé une solution

aqueuse de persulfate de potassium K,S,0g (2,45 mM) et a partir de cette solution on

prépare la solution ABTS (7 mM) qui présente une coloration bleu-vert correspondant a la

formation du radical cationique ABTS' ™.
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Ce mélange a été incubé a I'obscurité pendant 12 a 16 heures. La solution obtenue est diluée
avec 1’éthanol pour obtenir une absorbance de 0,700. L’ABTS absorbe a 734 nm et lors
qu’il est réduit, il vire du vert foncé au vert clair. Le pouvoir antioxydant d’un échantillon

sera proportionnel a la variation de la couleur du radical [23] .

I11. Résultats et discussions

I11.1. Extraction des composés phénoliques

L’extraction des polyphénols a partir de la poudre de feuilles ou des fruits séchée
d’Arbutus unedo L a permet d’obtenir des teneurs, aspects et couleurs différents consignes

dans le tableau 2.

Tableau 2: Aspect, couleur et rendement d’extraction des composés phénoliques

Les feuilles Les fruits
Aspect Rendement | Couleur Aspect Rendement Couleur
% %

EtOH/eau | Visqueux 13,50 Vert Visqueux 11,50 Orange
5/5 : viv d’olive
MeOH/eau | Visqueux 8,20 Marron Visqueux 17,50 Orange
8/2 :viv claire
AcOleau Visqueux 3,60 Marron Visqueux 4,30 Orange
7/3 :viv foncé

Cependant, le rendement est comparable selon les deux parties feuilles et fruits, mais selon
le solvant de macération 1’éthanol a enregistré le rendement le plus important pour les
feuilles, suivis de méthanol puis 1’acétone. Alors que pour les fruits, le méthanol qui a

enregistré le rendement le plus important suivis d’éthanol puis 1’acétone.

111.1.1. Quantification des phénols totaux

L’analyse quantitative des phénols totaux des extraits phénoliques a été réalisée en
adaptant la méme procédure utilisée pour effectuer la courbe d’étalonnage (Figure 4), en
remplacant I’acide gallique par D’extrait dilué. La quantit¢ des phénols totaux dans nos
échantillons est exprimée en milligrammes par un gramme de la matiere végétale seche
équivalent en acide galliqgue (mg EAG/g). Les résultats obtenus sont présentés dans les

tableaux 3 et 4.
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1,2 -

0,8 -

0,6 -

Absorbance a 760nm

0,2 -

0,02

0,04

0,06

0,08

Concentration (mg/ml)

0,1

Figure 4 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

Tableau 3 : Teneurs des phénols totaux dans les extraits phénoliques des fractions organiques

Les fractions organiques

Les feuilles Les fruits

Solvants

de EtOH/eau MeOH/eau AcOleau EtOH/eau | MeOH/eau | AcO/eau
macération 5/5 : viv 8/2 : viv 713 : viv 5/5 : viv 8/2 : viv 713 : viv
Teneur en

phénols 207,34+0,04 | 182,07+0,16 | 173,90 +0,06 | 15,86+0,13 13,55+0,25 8,09 +0,02
totaux
(mgEAG/Q)

Pour les deux parties de la plante d’Arbutus unedo L étudiée nous avons remarqué une

variabilité des teneurs en phénols totaux. La teneur la plus élevée est constatée dans les

feuilles, elle est de I’ordre de 207,34 £ 0,04 mg /g suivi par les fruits avec une teneur de

15,86 = 0,1 3mg /g. on remarque aussi que les extraits éthanoiques et méthanoiques ont une

teneur en phénols totaux élevé que les extraits acétonoique.

L’ensemble de ces résultats importants reflétent les données trouvées dans le tableau 2 ou

nous avons enregistré des rendements élevés des extraits méthanoiques et éthanoiques

(essentiellement pour les feuilles) ce qui prouve la richesse de cette partie de la plante en

polyphénols totaux.
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Tableau 4 : Teneurs des phénols totaux dans les extraits phénoliques des fractions aqueuses

Les fractions aqueuses

Les feuilles Les fruits
Solvants
de EtOH/eau MeOH/eau AcOleau EtOH/eau | MeOH/eau AcOleau

macération 5/5 : viv 8/2 : viv 713 : viv 5/5 : viv 8/2 : viv 713 : viv
Teneur en

phénols 82,41 +0,67 | 163,50 +0,48 | 76,31 +0,56 | 7,29 +0,05 | 11,54 +0,10 | 13,04 + 0,47

totaux

(MgEAG/Qg)

Les fractions

aqueuses des feuilles

enregistrés aussi des teneurs en polyphénols

importantes par rapport aux fruits, et cela montre ca richesse en polyphénols, et qui appelle

a I'étude de ces fractions sans les négliger.

111.1.2. Estimation de la teneur des flavonoides totaux

La teneur des flavonoides totaux dans nos échantillons a été déterminée a partir d’une

courbe d’étalonnage de la rutine (Figure 5).

Absorbance a 430 nm

1,2 ~

0,8 -

0,6 -

0,2 -

R?=0,995

0,02

0,04

0,06

0,08

Concentration (mg/ml)

0,1 0,12

Figure 5 : Courbe d’étalonnage de la rutine

Les résultats obtenus exprimés en milligrammes par gramme de la matiere séche en

équivalent de la rutine, ainsi que en flavonoides par apport aux teneurs en phénols totaux,

sont regroupés dans les tableaux 5 et 6.
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Tableau 5 : Teneurs et pourcentages des flavonoides totaux des fractions organiques

Les fractions organiques

Les feuilles Les fruits

Solvants EtOH/eau MeOH/eau AcOleau EtOH/eau MeOH/eau AcOl/eau
de 5/5 : viv 8/2 1 viv 713 :viv 5/5 : viv 8/2 1 viv 713 :viv

macération

Teneur en
Flavonoides | 68,46 +0,37 | 55,32+ 0,60 | 56,78 +0,34 | 0,48 + 0,02 0,40 £ 0,02 0,59 + 0,05

totaux
(mg/g)

Pourcentage | 33,02+0,18 | 30,38 +0,31 | 32,65+0,20 | 3,04+0,15 |299+0,21 | 7,33%+0,67
(%)

D’apres le tableau 5, nous avons observé des teneurs variables en flavonoides dans les

deux parties feuilles et fruits, et des teneurs rapprochées selon les trois fractions organiques.
Tableau 6 : Teneurs et pourcentages des flavonoides totaux des fractions aqueuses

Les fractions aqueuses

Les feuilles Les fruits

Solvants EtOH/eau MeOH/eau AcOleau EtOH/eau MeOH/eau AcOl/eau
de 5/5 : viv 8/2 :viv 713 :viv 5/5 :viv 8/2 :viv 713 :viv

macération

Teneur en
Flavonoides | 1,55+0,13 | 2,21 + 0,05 1,57 £ 0,26 1,21 +0,01 0,93+0,07 | 0,95+ 0,009

totaux
(mg/g)

Pourcentage | 1,88+0,16 | 1,35+0,03 | 2,05+0,35 | 16,68+0,17 | 807+0,70 | 7,32+0,19
(%)

Pour les fractions aqueuses on observe des teneurs trés faibles en flavonoides totaux pour
les feuilles, En revanche les fractions aqueuses des fruits ont enregistrés des teneurs en
flavonoides totaux élevés par rapport a leurs fractions organiques.

La comparaison entre la teneur des flavonoides et phénols totaux dans chaque extrait, nous
a permis de dire que la variation des quantités des flavonoides est relative a celle des

phénols totaux c’est—a-dire elles varient dans le méme sens, cela peut étre expliqué par la
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composition de chaque extrait de méme types de polyphénols mais avec des quantités
difféerentes. Si on parle des pourcentages des flavonoides par rapport aux teneurs en phénols
totaux, ces pourcentages ne varient pas dans le méme sens avec la teneur en flavonoides.
Par conséquent, on peut conclure que la quantité de différents composés phénoliques est un
caractéere spécifique pour chaque partie de la plante, Elle est aussi influencée par la capacité

de chaque solvant d’extraire le maximum de cesS composés selon leur polariteé.

I11.2. Evaluation de P’activité antioxydante
111.2.1. Test de pouvoir réducteur

L’activité antioxydante des extraits de la plante étudiée a été évaluée en utilisant la
méthode de FRAP (Ferric reducing antioxidant power). ce test est universel et peut étre
appliqué aussi bien chez les plantes que les plasmas et dans les extraits organiques et
aqueux [16] .

Au cours de ce test, Le pouvoir réducteur est probablement dd a la présence de groupement
hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneurs d’électrons.
Par conséquent, les antioxydants peuvent étre considérés comme des réducteurs et in
activateurs des oxydants [24] .

De la fin, plus d'attention a été concentrée sur la détermination de la capacité antioxydante
totale des composés en utilisant L’activité antioxydante de la vitamine C en termes
d’équivalence.

Donc, a partir d’une courbe d’étalonnage de la vitamine C (Figure 6), nous avons calculé le
paramétre VCEAC.

0,7 -
0,6 - R?2=0,992
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -

Absorbance a 700 nm

0,1 -

O T T T T T T 1
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007

Concentration (mg/ml)

Figure 6 : Courbe d’étalonnage de la vitamine C
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Le VCEAC est définie comme la capacité antioxydante équivalente a la concentration de la
vitamine C (mg/mL) [25].

Nous avons évalué le pouvoir réducteur des extraits phénoliques et celui de BHA par
rapport l'acide ascorbique en calculant les rapports Ki/K, tel que Ki représente les pentes
des courbes des extraits et de BHA, alors que K est la pente de la courbe d'étalonnage de la
vitamine C . Plus la valeur de VCEAC est importante, plus le pouvoir antioxydant des

extraits est important [26].

Le tableau 7 présente le pouvoir réducteur des extraits organiques et aqueux pour les deux
parties de la plante étudié. De méme celle de BHA choisis comme antioxydants standard

dans ce test.

Tableau 7: Valeurs de VCEAC des extraits phénoliques des deux parties de la plante
étudiée et de BHA.

Valeurs de VCEAC

Fractions organiques Fraction aqueuses

Solvants EtOH/eau | MeOH/eau | AcOl/eau EtOH/eau | MeOH/eau | AcOleau
de 5/5 :viv 8/2 :viv 713 :viv 5/5 : viv 8/2 :viv 713 viv
macération

Les fevilles | 1,01+010 |084+005 | 044001 | 015+0,003 |043+001 | 0,13+ 0,006

Les fruits | 0,07 +0,006 | 0,05+ 0,003 | 0,04 0,001 | 0,030,002 | 0,04+0,001 | 0,050,001

BHA 1,44 £ 0,04

D’apreés ces valeurs, on constate que les extraits des feuilles possedent une bonne action
vis-a-vis Fe** présent dans la solution testée, et elle se rapproche beaucoup a I’action de
BHA comme antioxydant synthétique, par contre les extraits des fruits enregistrés une
action réductrice du Fe®* trés faible. Elles sont de méme impuissantes par rapport aux

fractions aqueuses des feuilles. Cette déférence peut étre attribuée a la présence de certaines
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molécules individuelles dont leurs structures ne correspondent pas aux structures
pheénoliques responsables de cette activité.

D’un autre coté, les valeurs VCEAC les plus élevee sont observées pour les extraits
éthanoiques et méthanoiques, tandis que, les extraits acétoniques donnent un statut
réducteur faible. Cependant, nous avons constaté que 1’extraction par macération avec des
solvants tres polaires donne des resultats plus intéressants.

Afin de confirmer que I’activité antyoxydante des extraits d’Arbutus unedo L issue de leurs
richesses en composés phénoliques, nous avons essayé de trouver des corrélations linéaires
entre les valeurs de capacité antioxydante VCEAC de nos extraits avec leurs contenue en

polyphénols totaux et flavonoides totaux. (Figure7).

, Feuilles . Feuilles
1,2 + ’ 2
’ 2 _ R*=0,712
1 R?=0,813 o 1 R
(§) 4 * *
- 0,8 k&) 0,8
3 0,6 - 3 0,6
> 04 *» > 04 ¥ ¢
0,2 - 0,2 ]’\
0 ; ; . 0 - . .
0 100 200 300 0 50 100
polyphénoles totau (mg EAG /g) Flavonoides totaux (mg/g)
Fruits 0.08 Fruits
0,08 - ’ 7
R2=0,830 ¢ * R2=0,452
g 0% 27—
24
< w
w 0,04 ¢ ¢ 0 0,04 - \
g > ’
0,02 - 0,02
O T 1 O T T 1
0 10 20 0 0,5 1 1,5
polyphénoles totaux (mg EAG/g) Flavonoides totaux (mg/g)

Figure 7 : Corrélations entre les valeurs de VCEAC des extraits avec leurs contenue en polyphénols
totaux et flavonoides totaux

D’apres ces tracés, une corrélation significative est observée entre la teneur en polyphénols

totaux et Iactivité antioxydante de réduction du fer avec R? = 0,813 et R?*= 0,830 pour les

feuilles et les fruits respectivement, entre autre les corrélations entre la teneur en

flavonoides totaux et I’activité antioxydante des feuilles et des fruits sont par ordre
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R?= 0,710 et R’= 0,452. Alors cette coordinance confirme que l’activité antioxydante de
réduire le fer est due principalement a la teneur élevé en polyphénols totaux dans les
feuilles et les fruits. Cette activité est fortement dépendante a la présence des flavonoides
totaux pour les feuilles, mais pour les fruits, I’explication qui peut étre retenue dans la
diminution du coefficient de corrélation selon les flavonoides, est que cette activité

antioxydante est lié a la présence des autres composés telle que les alcaloides, les tanins ...

111.2.2. Test de DPPH

Dans notre travail nous avons étudié I’activité antioxydante des différents extraits de la
plante étudiée afin de préjuger et localiser la fraction la plus active.
Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle avec
présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPH en sa
forme non radicalaire. A partir de ces courbes nous pouvons calculer la valeur d’1Cso de
chaque extrait. Les résultats obtenus a partir de ce test sont regroupés dans des tableaux (8,
9, et 10).

111.2.2.1. Extrait méthanoique :

L’extrait méthanoique des feuilles a montré un pouvoir de piégeage du radical DPPH’
plus important par rapport a I’extrait méthanoique des fruits, ceci est démontré par I’allure
des graphes qui trace une courbe exponentielle avec la présence d’une phase stationnaire

qui définit la réduction presque totale du DPPH’ en sa forme non radicalaire (Figure 8).
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Figure 8 : % | pppy = T (C) pour les extraits méthanoiques et ces fraction aqueuses des deux parties
étudiées d 'ArbutusUnedo. L

Le tableau suivant présente les valeurs des 1Cso trouvées pour les extraits méthanoiques des

deux parties de la plante comparé a la vitamine C et BHA comme standards.

Tableau 8 : Valeurs des ICsq trouvées pour les extraits méthanoiques des deux parties de la

plante
1Cso (ug/ml)
Les feuilles Les fruits
Fraction organique 2,55+0,10 32,07 £0,42
Fraction aqueuse 4,46 £ 0,07 44,23 + 0,24
Vitamine C 0,15 + 0,004
BHA 1,68 0,65




Les valeurs de ICs0% sont de I’ordre de 2,55ug/ml et de 32,07 ug/ml pour I’extrait
méthanoique des feuilles et des fruits respectivement, et pour les fractions aqueuses, la
fraction des feuilles a enregistré un 1C50% = 4,46 ug/ml suivit par la fraction des fruits avec
un 1C50% = 44,23 pg/ml.

On comparant ces valeurs obtenues par les extraits phénoliques avec les standards, BHA et
la vitamine C, on trouve que ces extraits ont une activité anti radicalaire puissante mais ils

sont moins actifs que la vitamine C (la plus puissante).

111.2.2.2. Extrait éthanoique :

La fraction éthanoique des feuilles a montré une activité tres élevée de piégeage du
radical DPPH" par rapport & I’extrait brut des fruits. L’inhibition du DPPH" est presque

compléte a partir de faible concentration. Cela est confirmé par ’allure du graphe qui
assure la présence d’une phase stationnaire (Annexe 3).
Le tableau suivant présente les valeurs des I1Cso trouvées pour les extraits éthanoiques des

deux parties de la plante comparé a la vitamine C et BHA comme standards.

Tableau 9 : Valeurs des ICsq trouvées pour les extraits éthanoiques des deux parties de la

plante
1Cso (ug/ml)
Les feuilles Les fruits
Fraction organique 2,10+0,29 43,41 + 0,42
Fraction aqueuse 13,10 £ 0,12 76,36 + 0,27
Vitamine C 0,15 + 0,004
BHA 1,68 £ 0,65

Pour les fractions éthanoique, le meilleur résultat obtenu est celui de la fraction éthanoique
des feuilles qui a donné un ICso = 2,10 ug/ml. En ce qui concerne la fraction éthanoique des
fruits et les deux fractions aqueuses (feuilles et fruits) nous constatons une activité faible.
Malgre que I’activité des extraits éthanoiques soit inférieure a celle des standards, on peut

dire que les feuilles possédent une excellente activité anti radicalaire.
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111.2.2.3. Extrait acétonoique:

L’extrait acétonoique des feuilles a montré une activité de piégeage du radical DPPH’

intéressante par rapport aux fruits, ceci est démontré par I’allure du graphe qui trace une

courbe exponentielle avec la présence d’une phase stationnaire qui définit la réduction

presque totale du DPPH" en sa forme non radicalaire (Annexe 3).

Tableau 10 : Valeurs des ICso trouvées pour les extraits acétonoiques des deux parties de

la plante
1Cs0 (ug/ml)
Les feuilles Les fruits
Fraction organique 4,81+ 0,47 55,19 + 0,20
Fraction aqueuse 12,65 + 0,43 38,46 + 0,37
Vitamine C 0,15 + 0,004
BHA 1,68 +0,65

Les valeurs d’ICsq sont de I’ordre de 4,81pg/ml et de 55,19 ug/ml pour I’extrait acetonoique
des feuilles et des fruits respectivement.
Pour la fraction aqueuse acétonoique des fruits, les résultats obtenus révélent une activité

plus puissante que la fraction organique avec un ICsy = 38,46pug/ml.

En analysant I’ensemble des résultats obtenus et sachant que le paramétre ICsp est
inversement proportionnel a 1’activité antioxydante, on peut constater que le pouvoir anti
radicalaire des extraits phénoliques des feuilles est plus important que celle des fruits et
que les extraits des fractions éthanoiques et méthanoiques ont un pouvoir anti radicalaire
important par rapport au extraits acétonoiques. Ceci confirme les résultats obtenus
précédemment par le test de pouvoir réducteur de fer.

On Comparant ces valeurs obtenus par les extraits phénoliques avec les standard, BHA et la
vitamine C, on trouve que ces extraits ont une activité anti radicalaire importante mais ils

sont moins actif que la vitamine C qui reste la plus puissante par un 1Cs = 0,15 pg/ml.
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Nous avons essayé de trouver une corrélation linéaire entre la présence des composés

phénoliques et ’activité antiradicalaire DPPH de nos extraits et une corrélation entre les

deux tests in vitro FRAP et DPPH (Figure 9 et 10).
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Figure 9 : Corrélations entre les valeurs ICs, des extraits avec leurs contenue en polyphénols
totaux et flavonoides totaux
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Figure 10 : Corrélation entre la capacité antiradicalaire DPPH et I’antioxydante FRAP
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D’apres ces tracés, une corrélation significative est observée entre la teneur en polyphénols
totaux contenu dans les extraits des deux partie de la plante étudiées (feuilles et fruits) et
I’activité antiradicalaire, mesurée par la méthode du test DPPH, ceci indique que le
piégeage des radicaux libre est due a la présence des polyphénols totaux mais pas
forcement les flavonoides, ces derniers ont enregistrés des coefficients de corrélation
faibles vis-a-vis le radical DPPH.

Si nous prenons en compte la corrélation entre 1’activité antiradicalaire DPPH et ’activité
antioxydante FRAP, on remarque qu’il y @ une bonne convenance entre les deux méthodes
pour les feuilles R?= 0,79, par contre aucune corrélation est remarquable pour les fruits cela
peut étre expligué comme suit: les composés phénoliques responsables au pouvoir
réducteur sont différents au composés phénolique piégeant des radicaux libre. De plus les
fruits renferment certaines molécules comme les sucres qui peuvent étre prennent en

considération dans 1’activité antiradicalaire.

I11.2.3. Test d’ABTS

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique
ABTS™ de coloration bleu-verte en le transformant en ABTS" incolore, par piégeage d’un
proton par I’antioxydant.

Nous avons déterminé pour chaque extrait le pourcentage d’inhibition de I’ ABTS' *

Calculé selon la formule ci-dessous :

A _
1% = [%] + 100
0

Ay: est I’absorbance de la solution ABTS.
As : est I'absorbance de I'extrait de I'échantillon lorsque la solution a été ajoutée.

Une comparaison est faite avec la capacité du Trolox a capturer ABTS. Cette derniere est
exprimée en équivalent Trolox (TEAC), le TEAC est eégale a la concentration millimolaire
d'une solution de Trolox ayant la capacité équivalente d’antioxydant a une solution de 1mM
de la substance a étudiée. Tel qu'il est utilisé par Rice-Evans et Miller (1997), le TEAC
reflete la capacité relative d’un antioxydants donneur d'hydrogéne pour piéger le radical
cation ABTS comparée a celle du Trolox [27] .

La droite % | = f (C) est tracée pour chaque extrait afin de déterminer le TEAC. La pente

de cette droite est extraite et rapportée a la pente de la droite de référence du Trolox
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(Figurell). Ainsi, toutes

composeés [28] .
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de Trolox

les valeurs supérieures a un indiquent une grande capacité de ces

Le tableau suivant présente le pouvoir anti radicalaire (TEAC) des extraits organiques et

aqueux pour les deux parties de la plante étudiée. De méme, celle de vitamine C, choisis

comme antioxydants standard dans ce test.

Tableau 11: Valeurs de TEAC des extraits phénoliques des deux parties de la plante

étudiée, et de vitamine C

Valeurs de TEAC
Fractions organiques Fraction aqueuses
Solvants EtOH/eau | MeOH/eau | AcOl/eau EtOH/eau | MeOH/eau | AcO/eau
de 5/5 : viv 8/2 : viv 713 :viv 5/5 : viv 8/2 : viv 713 :viv

macération
Les feuilles | 0,44+004 | 038+001 | 034+001 | 0,15+0,001 | 0,340,004 | 0,13+ 0,004

Les fruits 0,05+0,001 | 0,06 +£0,006 | 0,01+0,006 | 0,03+0,001 | 0,05+0,001 | 0,07 +0,003
Vitamine C 0,82 + 0,04
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A la lumiére de ces résultats, une étude comparative par la méthode TEAC indique que les
feuilles possédent une activité anti radicalaire supérieure que les fruits. Ceci est en accord
avec leur haute teneur phénolique.

D’un autre coté les valeurs TEAC les plus importantes sont enregistrées par les extraits
éthanoiques et méthanoiques, Ceci montre le fort potentiel des solvants polaires a extraire

le maximum des composés phénoliques, ces derniers sont les responsables de piegé le
- - o 4+ +
radical cation ABTS ~ en donnant des protons H .

On comparant ces résultats avec celle obtenue par de la vitamine C, on trouve que nos
extraits sont moins actif que la vitamine C qui posséde une action anti radicalaire puissante
(TEAC =0,82).

La différence d’activité antioxydante observée entre nos extraits et le standard utilisé,
pourra étre expliquée par le fait que 1’antioxydant de référence est un agent pur qui peut

agir directement et avec leur concentration totale sur la réaction radicalaire.

Par contre, les extraits testés sont des mélanges qui renferment plusieurs molécules dont
certaines sont inactives et leurs actions antiradicalair sont été mesurées par rapport a la
concentration totale du mélange qui prend en considération toutes les substances actives et
non actives. Egalement nous avons représenté l’activité antiradicalaire mesurée par la
méthode TEAC en fonction de la teneur en polyphénols et en flavonoides totaux de plus
nous avons cherché la présence d’une corrélation linéaire entre les deux tests in vitro FRAP

et ABTS (Figure 12 et 13).
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Figurel2 : Corrélations entre les valeurs TEAC des extraits avec leurs contenue en polyphénols
totaux et flavonoides totaux.
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Figure 13 : Corrélation entre la capacité antiradicalaire ABTS et I’antioxydante FRAP.

D’apres ces tracés des corrélations obtenus des deux parties de 1’ Arbousier, on remarque
qu’il y a une forte corrélation entre la teneur en polyphénols totaux et 1’activité anti
radicalaire mesuré par la méthode TEAC pour les extrais des feuilles, avec un coefficient
R?= 0,99 et il est clair que cette activité ne due pas principalement a la présence des
flavonoides. En revanche la corrélation en fonction des polyphénols des extrais des fruits
est trés faible. Et elle est nulle en fonction des teneurs en flavonoides.

La Mise en évidence des corrélations entre la méthode ABTS et FRAP, indique qu’il y a
une proportion directe entre ces deux méthodes selon les feuilles R?= 0,84, mais selon les
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fruits cette corrélation est presque nul .Ceci indique que les feuilles possédent des
composés phénoliques (flavonoides) adaptés a I’action antioxydante et antiradicalaire,

simultanément, par contre les fruits manquant ces composés.
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V. Conclusion générale

Ce travail est basé sur I’étude comparative des différents parties d’arbousier (feuilles
et fruits) de région ouest algérien, on fonction d’extraction par macération on utilisant des
systemes de solvants a des polarités différentes afin de déterminer le pouvoir antioxydant
de chaque extrait.

L’extraction des composés polyphénoliques est une étape cruciale pour la valorisation de
ces principes actifs, elle dépend du solvant approprié qui préservent leurs propriétes
biologiques.

L’extraction des composés phénoliques des déférentes parties de la plante a été effectuée
par une macération dans des mélanges hydro alcooliques. De cette étude, il ressort que la
macération par EtOH/eau (5/5) et par MeOH/eau (8/2) sont les meilleures techniques
d’extraction des polyphénols totaux.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la méthode
de Folin-Ciocalteu révele la présence des quantités importantes en polyphénols. Dont le
rendement le plus remarquable est celui d’extrait éthanoique des feuilles (207,34 £ 0,04 mg

EAG/g).

De méme nous avons dosé les flavonoides par la méthode d’AlCl;3 qui nous méne a
conclure que cette plante contient une quantité considérable de flavonoides surtouts pour
feuilles.

Concernant I’activité antioxydante, nous avons étudié le pouvoir antioxydant de tous les
extraits des deux parties de la plante par trois tests : ’estimation du pouvoir réducteur de
fer, I’analyse par le radical stable DPPH et le radical cationique ABTS™".

Nous avons constaté pour I’activité antioxydante par la méthode FRAP, que les extraits des
feuilles ont une capacité de réduire le fer tres importante par rapport aux fruits et qui
augmente en fonction de la concentration.

Cependant, pour le piégeage du radical libre DPPH" et en comparant les 1Cso des différents
extraits testés par rapport a celle de I’acide ascorbique, nous avons remarqué une activité
antiradicalaire trés importante des fractions organiques des feuilles comparativement a les
fruits et essentiellement la fraction éthanoique (ICsp =2,10 = 0,29 mg/ml) mais elle est
inférieure & la capacité du piégeage du radical DPPH’ de la vitamine C (IC50=0,15 + 0,004
mg/ml). Il en est de méme pour les fractions aqueuses des feuilles, qui représentent une

activité antiradicalaire presque similaire et intéressante.
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Pour le test a I’ABTS, les feuilles montrent des valeurs trés importantes par rapport aux

fruits.

D’apres tous les tracés de corrélation obtenus des différentes fractions organiques et
aqueuses des deux parties étudiées, on conclut qu’il y a une forte corrélation entre les trois
testes antioxidants pour les feuilles ce qui confirme les propriétés puissantes que possedent
les polyphénols a réduire le fer et a piéger les radicaux libres. Entre autre, les composés
phénoliques des fruits possedent une forte action réductrice et une faible action

antiradicalaire.

Selon les résultats obtenus dans cette étude, il est indiqué clairement que les extraits de
I'Arbutuse unedo ont de bonnes activités antioxydante et capacité de piégeage des radicaux
libres pour les différents systemes antioxydants in vitro, en particulier I’extrait phénoliques
des feuilles. Cette analyse trouve une importante application dans [l'industrie

pharmaceutique comme elle peut trouver aussi une application dans I'industrie alimentaire.
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Annexe 1 : Réactifs utilisé dans ce travail

Produits

carbonate de sodium

Sodium dihydrogeanorthophosphate

Di-Sodium hydrogenphosphat
Acide gallique
Acide ascorbique

Methanol absolue
Ethanol absolue 99,8%
Acetone

Rutine

DPPH : 2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl

BHA
ABTS
Hexane

Reactif de follin Ciocalteu
Acétate d’éthyle

chlorure de fer(l111)

Persulfat de potassium

trichlorure d’aluminium hydraté

Ferricyanure de potassium

Acide trichloracétique TCA
Trolox

Marque

BIOCHEM

SIGMA-ALDRICH

PROLABO

RIEDEL-DE HAEN®

MERCK

LABORATORY REAGENTS

FLUKA
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Annexe 2 : Structure des réactifs utilisés dans ce travail
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Annexe 3 : Activité antioxydante des différents extraits mesurés par le test du
DPPH
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Résumé

Dans le cadre des études portant sur la recherche d'antioxydants naturels, la présente étude a été effectuée

sur une plante medicinale de la région de I’ouest Algérien: Arbutus unedo L. et cela dans le but d'évaluer
I'activité antioxydante de leurs composés phénolique.
Nous avons fait une comparaison entre le contenu de polyphénols totaux, les concentrations de flavonoides
et I’activité antioxydante des trois fractions différentes (méthanoique, éthanoique, acétonoique) des parties
aériennes d’Arbutus unedo : feuilles et fruits. De cette étude, il ressort que la macération par EtOH/eau (5/5)
et par MetOH (8/2) sont les meilleures techniques d’extraction des polyphénols totaux. L’estimation
quantitative des phénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et les flavonoides par la méthode d’AlCl; a
montré la richesse des feuilles d’Arbousier aux phénols totaux et flavonoides par rapport aux fruits.
L activité antioxydante des différents extraits a été évaluée par trois méthodes : la réduction du fer, le
piégeage du radical libre DPPH et le piégeage du radical cation ABTS . L’extrait éthanoique des feuilles a
montré le potentiel antyoxidant le plus €levé selon les trois tests in vitro. Les résultats mettent en évidence
que extrait des feuilles a manifesté une action adapté a reduire le fer et a piégée les radicaux libre
simultanément. En revanche I'extrait des fruits a présenté une faible action antiradicalaire.

Mots-clés: Arbousiers, activité antioxydante, phénols, flavonoides, FRAP, DPPH, ABTS.

Abstract

As part of studies on the search for natural antioxidants , the present study was carried out on medicinal
plants of the area of the Algerian west: Arbutus unedo L. and that with an aim of evaluating the antioxydant
activity of their compounds phenolic. We made a comparison between the total polyphenol contents, the
concentrations of flavonoides and the antioxydant activity of the three fractions different (methanoic,
ethanoic, acetonoic) from the air parts of Arbutus unedo L: sheets and fruits. From this study, it comes out
that maceration by EtOH/water (5/5) and by MeOH/water (8/2) are the best techniques of extraction of total
polyphenols. The quantitative estimate of total phenols by the method of Folin-Ciocalteu and the flavonoides
by the method of AICI; showed the richness of the sheets of Arbutus in total phenols and flavonoides
compared to the fruits. The antioxydant activity of the various extracts was evaluated by three methods:
Ferric reducing antioxidant power, trapping of free radical DPPH and trapping of the radical cation ABTS ™.
The éthanoique extract of the sheets showed the highest potential antyoxidant according to the three in vitro
tests. The results highlight that the extract of the sheets expressed an action adapted to reduce iron and
trapped the radicals free simultaneously. On the other hand the extract of the fruits presented a weak action
antiradicalaire

Key words : Arbutus, antioxydant activity, phenols, flavonoides, FRAP, DPPH, ABTS.
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