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Introduction

Au travers des ages, I’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de base
: nourriture, abris, vétements et également pour ses besoins médicaux. L’utilisation thérapeutique
des vertus des plantes pour le traitement des maladies de I’homme est trés ancienne et évolue avec
I’histoire de I’humanité (Eddouks et al., 2007).

Bien qu’une grande partie du XXeéme siecle ait été consacrée a la mise au point de molécules de
synthése, la recherche de nouveaux agents pharmacologiques actifs via le screening de sources
naturelles a résulté dans la découverte d’un grand nombre de médicaments utiles qui commencent a
jouer un role majeur dans le traitement de nombreuses maladies humaines (Bidie et al., 2011;
Eddouks et al., 2007).

IL est aujourd’hui largement reconnu que le monde végétal constitue la source majeure de
médicaments, grace a son richesse en produits dits du métabolisme secondaire, celui-ci produit des
molécules variées permettant aux plantes de contrdler leur environnement animal et végetal. De
nombreuses recherches ont montré les propriétés biologiques diverses de ces composés
particulierement des composés phénoliques (Materska et Perucka, 2005). La structure chimique
de ces substances leur confére une capacité trés développée a se fixer sur toutes sortes de molécules,

essentiellement les protéines, et inhiber le processus oxydatif (Cowan, 1999).

Au bout des derniéres années, les antioxydants commerciaux utilisés étaient des
antioxydants synthétiques tels que le butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne (BHT), le
tertiobutylhydroquinone (TBHQ) et le propylgallate (PG) ; mais ils ont été suspectés de posséder
une certaine toxicité et qu’ils étaient responsables de dommages causés dans le foie et de
carcinogenese. De ce fait, 'importance des antioxydants s’est focalisée sur le développement de la
recherche et I’isolation des antioxydants naturels a partir des végétaux et cela pour remplacer ceux
qui sont synthetiques (Gharby et al., 2014 ). L’étude des activités biologiques des extraits des
plantes est donc d’un grand intérét pour le traitement de diverses maladies et pour la valorisation de
la médecine traditionnelle.

Les composés phénoliques, d’'un nombre important de métabolites secondaires végétaux sont
connus par leur large gamme d’activités biologiques, y compris les propriétés antioxydantes, et

interaction polyphénols/protéines (Gharby et al., 2014 ).
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Dans cette perspective, deux plantes médicinale de la région de Jijel ont été choisies (Mentha
rotundifolia et Urtica dioica), pour leur vertus thérapeutiques dans le but d’évaluer in vitro leur
activité antioxydante et leur capacité a fixer les protéines ; dont I’Ovalbumine a été choisie comme
protéine modele pour étudier cette interaction.

Au cours du présent travail, nous nous sommes intéressés dans un premier temps a une étude
bibliographique, relative aux composés phénoliques, aux plantes étudiées et leurs propriétés
biologiques, la deuxiéme partie est consacrée a 1’étude expérimentale, qui porte sur le dosage des
composes phénoliques (polyphénols, flavonoides et tannins), extraits par le méthanol a partir des
deux eéchantillons, et I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits phénoliques, et de

I’interaction extraits phénoliques/Ovalbumine.
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I.1. Généralités

Le terme« polyphénols» est fréqguemment utilisé dans le langage courant et méme dans des
articles scientifiques ou de vulgarisation pour désigner I'ensemble des composés phénoliques des
vegétaux. En fait, il devrait étre réservé aux seules molécules présentant plusieurs fonctions phénols
ce qui exclurait alors les monophénols, pourtant abondants et importants chez les végétaux. Donc la
désignation générale «composés phénoliques» concerne a la fois les mono, les di et les polyphénols
dont les molécules contiennent respectivement une, deux ou plusieurs fonctions phénoliques, qui
dérivent de la biogenese de I'acide chikimique et/ou l'acétate et qui ne contiennent pas de l'azote
(Macheix, 2005).

Les composés phénoliques (8000 molécules connues) sont une des principales classes de
métabolites secondaires des plantes. Leurs structures et fonctions sont trés diverses. Ils possedent,
au minimum, un cycle aromatique portant un a plusieurs groupes hydroxyles. Les acides
phénoliques représentent les formes les plus simples et les tanins les formes les plus polymérisées
de plus de 30000 Dalton. Les principaux polyphénols présents dans les fruits sont les acides-
phénols (dérivés de 1’acide benzoique ou cinnamique), les stilbénoides et les flavonoides, dont les
tanins condensés (Mehinagic et al., 2011). Ces métabolites secondaires jouent un réle important
dans la physiologie de la plante. Ils interviennent dans 1’augmentation de la rigidité des parois et la
conduction de séve brute a I’intérieure. Ils jouent un role dans la formation des pollens et la

pigmentation (Macheix, 2005).

1.2. Répartition et la localisation

Le niveau d’accumulation des composés phénoliques dans les différents tissus et organes de
la plante apparait toujours comme la résultante entre leur biosynthese et leur utilisation ou leur
dégradation.
A T’échelle tissulaire, la répartition des différents composés phénoliques est trés inégale. Les
anthocyanes et les pigments de type flavonols son généralement présents dans les couches
cellulaires externes des organes végétaux en particulier au niveau de 1I’épiderme des fruits et des
feuilles. Certains fruits comme les fraises montrent cependant une accumulation des anthocyanes

dans les tissus profonds (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

A 1échelle cellulaire, la répartition des composés phénoliques est trés caractéristique. Ils
s’accumulent principalement dans deux sites: d’une part la paroi cellulaire ou sont présents les
lignines, d’autre part, la vacuole ou sont stockés les phénols solubles (anthocyanes, flavonols, tanins

...). Certain flavonoides (quercétine, kaempférol) pourraient également étre présents au niveau du
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noyau et de la membrane plasmique mais toujours a tres faible concentration (Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).

La répartition subcellulaire des composés phénoliques n’est modifie que lorsque des
perturbations membranaires interviennent soit au cours de certaines évolutions physiologiques soit a
la suite de divers traitements. La bonne connaissance de la répartition des composés phénoliques
dans différents tissus et organes végétaux est souvent essentielle pour orienté utilisation que

I’homme souhaite a faire (Sarni-Manchado et Cheynie, 2006).

1.3. Classification des composes phenoliques

Plusieurs milliers de composés phénoliques ont été caractérisés jusqu’aujourd’hui chez les
végétaux (Tableau 1) est par ailleurs, toujours difficile d’utiliser une nomenclature simple et
homogeéne pour les composés phénoliques. La nomenclature chimique précise étant difficile a
suivre pour des non spécialistes, mais on peut utiliser des termes d’usage courant dont 1’origine se
référe souvent a la plante a partie de laquelle la molécule a été isolée pour la premiére fois (Sarni-
Manchado et Cheynier, 2006).

Tableau I: Les principales classes des composés phénoliques (Macheix, 2005)

Squelette Classe Exemple Origine
carboné
C6 Phénols simples Catéchole
C6-C1 Acide hydroxbenzoique p-Hydroxybenzoique Epice, fraise
C6-C3 Acide hydroxycinnamique | Acide caféique, | Pomme de terre,
férulique pomme
C6-C2-C6 Stilbénes Resvératrol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides
e Flavonols Kaempférole , Fruit,  légumes
e Anthocyanes Cyanidine Fleurs
e Flavanols Catéchine Pomme, raisin
e Flavanones Naringénine Citrus
e Isoflavonoides Diadzéine Soja,
(C6-C3)2 Ligananes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Liginines Bois
(C15)n Tannins Raisin rouge
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1.3.1. Les formes les plus simples
1.3.1.1. Les acides phénoliques

Les formes les plus simples présentent des structures chimiques allant du simple phénol en
C6 aux flavonoides C15. Elles sont présentes sous forme soluble dans la vacuole On distingue deux
principales classes d'acides phénoliques; les dérivés de I'acide benzoique et les dérivés de l'acide
cinnamique. (Macheix, 2005).
A. Les dérivés de I’acide benzoique

Ces dérivés ont une formule de base de type C6-C1 (Figure 1). lls sont particulierement
représentés chez les Gymnospermes et les Angiospermes d’ou ils sont souvent libérés apres
hydrolyse alcaline du matériel végétale, en particulier de lignines et de certains tannins (Macheix,
2005).
B. Les dérives de I’acide cinnamique

C’est une classe trés importante dont la structure de base est C6-C3 (Figure 1). Le degré de
hydroxylation de cycle benzoique et son modification par des réactions secondaires sont un élément
important de la réactivité chimique de ces molécules. Ces acides sont rarement présents a 1’état
libre. IIs sont en général combinés a d’autres molécules organiques. Les liaisons impliquent souvent
la fonction carboxylique conduisant alors a des esters (avec le glucose ou avec les différent alcools-
acides) ou a des phénolamides (avec des mono ou des diamines: tyramine, putrescine,
spermidine...) (Macheix, 2005).

OH 0 0

U\\'l/

HO \ / OH HO~— OH
HO ; OH

OH H,CO HO

Gallic acid Ferulic acid Caffeic acid

Figure 1: Exemple d’acide hydroxybenzoique (acide gallique) et d’acides hydroxycinnamiques
(Dai et al., 2010)

1.3.1.2. Les stilbénes

Ces composes phénoliques posseédent deux noyaux benzéniques séparés par un pont éthane
ou éthéne (Figure 2). Généralement, ils peuvent étre libres ou hétérosidiques, et parfois
polymériques. lls sont présents dans de nombreuses familles des végétaux supérieurs (Bruneton,
1993).
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Roeswveratrol: B 1= 1

Figure 2 : Exemple de structure chimique des stilbenes (Dai et al., 2010)

1.3.1.3. Les coumarines
Elles tirent leur nom de “coumarou”, nom vernaculaire de la féve tonka, d’ou fut isolées, en
1820. Les coumarines (Figure 3) sont des 2H-benzoyopyran-2-ones que 1’on peut considérer-en
premiére approximation comme étant les lactones des acides o-hydroxy-Z-cinnamique. Toutes les
coumarines sont substituées par un hydroxyle (Bruneton, 1993).
< o
= = SH SH

oH

coumarin 4 -hydroxXxycoumarin bishydroxoyc ounarnrn
(dicoumaral )

Figure 3: Exemples des structures chimiques des coumarines (Jain et Joshi, 2012)

1.3.1.4. Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables des
colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005).
Les flavonoides sont retrouvés également dans plusieurs plantes médicinales. Des remédes a base
de plantes renfermant des flavonoides ont été (et sont) utilisés en médecine traditionnelle (Ghedira,
2005). Tous les flavonoides contiennent quinze atomes de carbone dans leur structure basique
(Figure 4) : deux cycles aromatiques a six atomes de carbones liés avec une unité de trois carbones
C6-C3-C6: qui peut ou non étre une partie d'un troisieme cycle C (Tapas et al., 2008).

Figure 4: Structure de base des flavonoides (Ghedira, 2005)
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Les flavonoides sont classes selon le nombre, la position et la nature des substitutions
(hydroxylation mythoxylation, glycosylation et autre) sur les deux cycles aromatiques A et B
(Heim et al., 2002). On distingue:
A. Les flavones

Le flavones (Figure 5) sont des composes libres qui entrent dans la composition des

substances farineuses produites par la primevére farineuse (Primula farinosa) (Richter, 1993).

Apigenin: R, R = R_—COHl, K. — R, —E
Lutconin: R, — R, R, — R. = OFH. R_— I}

Figure 5 : Deux exemples des structures chimiques des flavones (Dai et al., 2010)

B. Les flavonones
Les composés de ce groupe (Figure 6) ont une double liaison de moins que les flavones dans
leur hétérocycle (Richter, 1993).

= — =
[ =T = e
[= 1o E—"
Hoesporetim: I, — CrFH . R, L E
Pdanrimgzesmim: |l!. 1. & L S |

Figure 6 : Deux exemples des structures chimiques des flavones (Dai et al., 2010)
C. Les flavonols

Ce sont des dérivés des flavones par I’addition d’un nouveau groupe hydroxyle en position 3
(Figure 7) (Richter, 1993).

O
= (=]

Cruneroctim s 1R — [ e E - !{I = 4. FR_— H

Pl wioctin: R, — R;_— B, = FK,— R_,=— Ol

Figure 7: Deux exemples des structures chimiques des flavonols. (Dai et al., 2010)
D. Les anthocyanidines
Ce sont des pigments vacuolaires rouges ou bleus de tous les végétaux (Figure 8) (Richter,

1993). lIs sont responsables des couleurs rouges, violettes et bleues dans les fruits, les légumes, les
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fleurs et les graines. Ils jouent aussi un réle important dans la physiologie végétale comme

attracteurs des insectes et dans la dispersion des graines (Tsao, 2010).

HEK s
o \\l

| A

o —

Delphinidin: R, = R, = OFHl
Cyanidin: R OH. R_—=H

Figure 8: Deux exemples des structures chimiques des anthocyanes (Dai et al., 2010)

E. Les chalcones (aurones)

Les chalcones, dépourvues de I’hétérocycle central, sont caractérisées par la présence d’un
chainon tricarboné cétonique. Si les substitutions sur le cycle A sont les plus souvent identiques a
celles des autre flavonoides, le cycle B est assez fréquemment non substitué (Figure 9). Les aurones

sont caractérisées par une structure de 2-benzylidénecoumaranon (Bruneton, 1993).

S |
— |
L]
Figure 9 : Structure chimique de chalcon (De Rijke et al., 2006)

F. Isoflavones
Trouvés dans le soja, ont une activité antioxydante nettement plus faible que celle de la

quercétine. Plus de 90% des isoflavones sont sous forme glycosylée, mais ce sont les formes

aglycones qui ont I’activités antioxydante la plus forte (Figure 10) (sarni-Manchado et Cheynier,

2006).

Casmmastcsim: BR_— K. — K’ — FHI

Iasdeacim: I, — K, — (01, B=_— 11

FigurelO : Deux exemples de structure chimique des isoflavones (Dai et al., 2010)
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1.3.2. Les formes condensée
1.3.2.1. Les lignanes

La famille de lignanes est un grand groupe des molécules naturellement abondantes qui
peuvent étre trouvés dans les pléthores des plantes. Les lignanes ont été définies en 1936 comme
dimeéres des phénylpropanoides ou deux unités de phénylpropane C6-C3 sont liées par leur carbone
8. (Sainvitu et al., 2012).
1.3.2.2. Les lignines

En se déposant au niveau des parois cellulaires secondaires leur conférent une haut
résistance a la traction et a la préssion grace a leur propre élasticité du point du vue chimique, les
lignines sont des mélanges de polyméres amorphes de trois constituants fondamentaux : les alcool
hydroxycinnamilique (p-coumarique), coniférylique et sinapylique (Figure 11) (Richter, 1993).

Alcool p coumaryligque | | Alcool coniférvligue | | Alcool sinapwvligue

CHOH CHOH CHOH

OCH HoCO OCHS

oM o OH

Figure 11 : Principaux constituants de la lignine (Sainvitu et al., 2012)

1.3.2.3. Les tanins

Les tanins végétaux sont des composes phénoliques solubles dans 1’eau. 1ls sont aptes a la
préparation du cuir et donnent les réactions classiques des phénols. En outre, ils ont certaines
propriétés spéciales telles que ’aptitude a la précipitation des alcaloides, de la gélatine et des autres

protéines. Selon la nature des assemblages moléculaires, les tanins sont classés en deux groupes:

A. Les tanins hydrolysables

Constitués par une molécule glucidique sur laquelle est estérifié de 1’acide gallique ou un de ces
dérivés (acide éllagique, acide m-digallique) d’ou le nom de pyrogalliques et d’éllagitanins qu’on
leur donne quelquefois (Figure 12). lls sont facilement hydrolysés par voie chimique ou
enzymatique. Les tanins galliques et ellagiques sont caractéristiques des angiospermes

dicotylédones (Sereme et al., 2010).
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Figure 12: Exemples de structures de tanins hydrolysables (Sereme et al., 2010)

B. Les tanins condensés ou proanthocyanidols

Résultent de la polymérisation de molécules élémentaires de flavanes (flavanes ol-3, flavane
ol-4, flavane diol —3,4) (Figure 13). lls sont désignés aussi sous le nom de tanins « catéchiques ».

Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes de végétaux,
Gymnospermes et fougeres compris (Sereme et al., 2010).

Polymeére proanthocyanidolique

Chlorure de pélargonidine

1) (2)
Figure 13: Exemple de structure de tanin condensé (1) et d’anthocyane (2) (Sereme et al., 2010)

1.4. La biosynthese des polyphénols

Les composés phénoliques sont issus par deux grandes voies métaboliques

. la voie de
I'acide shikimique et la voie de 1’acétate/malonate.

10
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1.4.1. La voie de I'acide shikimique

C’est la voie la plus importante pour la biosynthése des composés aromatiques dans les
plantes et les micro-organismes, y compris les acides aminés aromatiques : la phénylalanine, la
tyrosine et le tryptophane. Ces derniers sont des métabolites primaires qui servent de précurseurs
pour de nombreux métabolites secondaires tels que les flavonoides, les acides phénoliques, et les
alcaloides. La plupart de ces métabolites ayant des propriétés antioxydantes (Bruneton, 1993).
La premiére réaction est la condensation du phosphoénolpyruvate (PEP) avec 1’érythrose-4-
phosphate pour former un composé en C7, le 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate
(DAHP). Cette réaction est catalysée par I’enzyme DAHP synthase. La cyclisation du DAHP en 3-
déhydroquinate par 1’enzyme déhydroquinate synthase est une réaction complexe qui met en jeu
une condensation aldolique intramoléculaire intervenant aprés 1’élimination de phosphate.
La déhydratation du 3-déhydro-quinate est catalysée par une enzyme 3-déhydroquinase qui, en
formant transitoirement une base de Schiff entre un résidu lysine et le carbonyle du 3-
déhydroquinate induit une élimination d’eau (Bruneton, 1993).
C’est apres la réduction du 3-déhydroshikimate par I’enzyme shikimate oxydoréductase et la
phosphorylation du shikimate par I’enzyme shikimat kinase que se produit la condensation avec une
nouvelle molécule de phosphoénolpyruvate (PEP) par I’enzyme 5- énopyruvylshikimate 3-
phosphate (EPSP) synthase pour former un éther d’énol le 5- énopyruvylshikimate 3-phosphate
(EPSP) . Ce dernier conduit, via une trans 1,4 — élimination inhabituelle, au chorismate. Cette
réaction est catalysé par I’enzyme chorismate synthase (Bruneton, 1993).
L’acide chorismique occupe une position clé dans la biosynthése des acides aminés aromatiques: le
tryptophane, la phénylalanine et la tyrosine. Le réarrangement de 1’acide chorismique en acide
préphénique est catalysée par I’enzyme la chorismate mutase. L’amination réductrice de 1’acide
préphénéque conduit a 1’acide arogénique catalysé par le préphénate aminotransférase ensuite la
décarboxylation et I’aromatisation par I’enzyme arogénate déhydratase convertit ’acide arogénique
en phénylalanine, tandis que ’enzyme arogénate déshydrogénase génére la tyrosine (Figure 14)
(Brnueton, 1993).

11
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Figure 14: La voie de I’acide shikimique (Boubekri, 2004)

L’élimination d’ammoniac a partir de la phénylalanine conduit a I’acide (E) — cinnamique
(trans- cinnamique) (Bruneton, 1993). Ce dernier est le précurseur immédiat des phénols. La
séquence biosynthétique qui suite dénommée séquence phénylpropanoides, permet la formation des
principaux acides hydroxycinnamiques
En fait, les formes métaboliquement actives des acides hydroxycinnamiques sont leurs esters avec
le coenzyme A qui permettent alors d’accéder aux principales classes de composés phénoliques

(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

1.4.2. La voie acétate —-matonate
Cette voie de biosynthése consiste a former des noyaux aromatique par la condensation des

unités acétate pour la formation de 1’acide polycétonique, qui s’effectue leur cyclisation a travers la

12
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voie de synthese des acides gras qui allonger le complexe acyl-CoA par des unités en C2 fournit par
décarboxylation de malonyl-CoA. Le cycle A de la structure flavane est construit sur ce principe, il
est ensuite complété a I’aide de dérivés de I’acide cinnamique, par un hétérocycle central, puis par
un second cycle aromatique (cycle B) (Richter, 1993).

Ainsi les deux voies responsables de la biosynthese des composés phénoliques se rejoignent,
formant un nceud important dans le réseau du métabolisme secondaire des plantes supérieures

(Richter, 1993).

1.5. Propriétés biologiques des composes phenoliques
1.5.1. Activité antioxydante

Les composés phénoliques peuvent agir comme des antioxydants de différentes manieres.
Dans les systemes utilisant 1’oxydation des métaux de transition tels que le cuivre et le fer, ils
peuvent chélater ces ions métalliques, qui sont des initiateurs des réactions de fenton pouvant
générer de fortes concentrations de radical hydroxyle (Naimi et al., 2015).

Toute fois, 1’activité antioxydante la plus importante est liée a la capacité antiradicalaire, en
brisant la chaine des réactions déclenchées par les radicaux libres. La propriété antioxydante des
polyphénols est associée a leur capacité a former des liaisons hydrogene intramoléculaires entre le
groupe hydroxyle et les radicaux phénoxylique. Des études similaires sur les flavonoides ont déja
montré que le degré de ’activité antioxydante est corrélée au nombre de groupes hydroxyles. Le
nombre de groupes hydroxyles et leurs positions sur le cycle aromatique sont déterminants pour
I’activité des flavonoides et des polyphénols (Nijveldt et al., 2001; Naimi et al., 2015; Benlemlih
et Ghanam, 2012).

1.5.1.1. Définition d’un antioxydant

Un antioxydante peut étre défini comme étant toute substance qui, lorsqu’elle est présente a
de faibles concentrations par rapport a ceux d’un substrat oxydable, retarde considérablement ou
empéche I’oxydation de ce substrat (Figurel6) (Ladoh Yemeda et al., 1997; Benlemlih et
Ghanam, 2012).

13
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(@) (b)
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Figure 16. E’quilibre entre la formation et 1’élimination des espéces oxygénes et azotées hautement

réactives, (a) cas normal et (b) en cas de stress oxydatif (Benlemlih et Ghanam, 2012)

1.5.1.2. Modes d’action des composés phénoliques

Les composés phénoliques exercent une activité antioxydante via plusieurs mécanismes: le
piégeage direct des especes réactives de 1’oxygene (ERO), P’inhibition des enzymes génératrices
d’EOR, la chélation des ions de métaux de transitions responsables de la production des ERO et
I’induction de la biosynthése d’enzymes antioxydantes (Heim et al., 2002).
A. Piégeage des radicaux libres

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de
déterminer les éléments majeurs de 1’activité antioxydante. A cause de leur faible potentiel redox,
les polyphénols (Ar-OH) sont capables de réduire rapidement les radicaux libres oxydants comme
le superoxyde, les peroxyles (ROQv), les alkoxyles (RO¢) et I’hydroxyle par transfert d’hydrogene
(Popovici et al., 2009; Benlemlih et Ghanam, 2012)

Ar-OH + X* — Ar-0* + XH

Ou
Xe : Représente I’'une des ERO mentionnées ci-dessus ;
Ar-Oe: radical aryloxyle qui, s’il s’agit d’un noyau catéchol, peut réagir avec un autre radical pour

former une o-quinone plus stable (Figure 17).

Figure 17 : Piégeage des ERO (X¢) par un noyau catéchol (Fiorucci et al., 2007)
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En outre, le radical aryloxyle peut interagir avec 1’oxygéne pour donner une quinone et un
anion superoxyde. Cette réaction est responsable d’un effet prooxydant indésirable des flavonoides.
Ainsi, la capacité antioxydante des polyphénols dépend non seulement du potentiel redox du couple
Ar-O¢/Ar OH mais aussi de la réactivité du radical Ar-O+ (Fiorucci et al., 2007).

B. Chélation des ions métalliques

Les polyphénols contribuent a I’inhibition de la formation des radicaux libres par la
chélation de métaux de transition tels que le fer (Fe®*) et le cuivre (Cu*), qui sont essentiels pour de
nombreuses fonctions physiologiques. Ils entrent notamment dans la composition des
hémoprotéines et de cofacteurs d’enzymes du systéme de défense antioxydant (Fe** pour la catalase
et Cu” pour la superoxyde dismutase). Cependant, ils peuvent aussi étre responsables de la
production du radical OHe par la réduction de H,O- lors de la réaction de Fenton.

H,0;+ Fe** (Cu") ———> 'OH + OH + Fe™ (Cu?)

En outre, I’autoxydation des ions Fe?" et Cu' est une source de O2e- et de H,0,. Ainsi,
complexer les ions du fer et du cuivre sous une forme qui bloque leur activité redox est un
mécanisme d’action antioxydante. Les polyphénols abondants dans 1’alimentation, notamment les
flavonoides, séquestrent ces ions métalliques au niveau de différents sites (Figure 18) (Delattre et
al., 2003; Dai et Mumper, 2010).
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Figure 18 : Sites de chélation des ions métalliques par les flavonoides (Dai et Mumper, 2010)

C. Inhibition enzymatique

Les flavonoides sont responsables de I’inhibition de trés nombreuses enzymes, qui sont
impliquées directement dans le stresse oxydatif cellulaire, exemple de la gluthathione S-tranférase,
les lipoxygénases, la xanthine oxydase, et les nitriqgue oxyde syntheéases (NOS). Les modes
d’inhibition peuvent étre différents selon le flavonoide et I’enzyme étudiés (Macheix et al., 2005;
Ghedira, 2005).
.5.2. Interaction composé phénoliques-protéines
Le noyau phénolique est une unité structurale trés favorable a I’interaction avec les protéines

(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). La plupart des propriétés biologiques des tannins sont liees
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au pouvoir qu’ils ont de former des complexes avec les macromolécules, en en particulier avec les
protéines (enzymes digestives et autres, protéines fongiques ou virales) (Bruneton, 1993).

Les tannins sont aussi considérés comme étant des protecteurs des végétaux conter les
herbivores (Macheix et al., 2005; Barbehenn et al., 2007) et les attaques microbiennes
(Mahboubi et Kazempour, 2011). Ce role est attribué a leur propriété astringente et a leur capacité
de précipiter les protéines et d’inhiber les enzymes gastro-intestinales (Hagerman et Butler, 1981;
Berbehenn et al., 2007).

Cependant, d’autres recherches ont montré que les protéines salivaires (PRPs) et (HRPs)
réagissent fortement avec les tannins (sensation d’astringence), ce qui peut protéger les protéines
diététiques et digestives d’interagir avec les tannins et permettre la biodisponibilité des aliments et
leur absorption au niveau de I’intestin (Dinnella et al., 2009; Macheix et al., 2005; McRae et
Kennedy, 2011; Hagerman et Butler, 1981; Bennick, 2002).

Des études sur des animaux ont montré que certain nombre d'effets biologiques néfastes des
tanins sur les animaux. Les tannins dans 1’alimentation des animaux d’expérience conduisent a la
diminution de la croissance de la prise de poids, et a la diminution de 1’absorption du calcium, ce
qui peut affecter le métabolisme de 1’0s. Les tannins peuvent aussi perturber 1’absorption du Fer, cet
effet peut étre lié a la présence des groupes galloyls (Yan et Bennick, 1995; Bennick, 2002;
Aguilar-Zarate et al., 2014).

Les études de biodisponibilité ont mis en évidence la présence dans le plasma sanguin de
faibles concentrations de formes conjuguées de polyphénols d’alimentation. Dans le cas des
flavonols, ces formes circulantes sont liés a la sérum albumine alors que dans le cas de la catéchine,
une interaction avec la partie protéiques (Apo A-1) des lipoprotéines de haute densité (HDL)
semble plus probable. Ces interactions pourraient moduler la biodisponibilité des polyphénols.

L’action pharmacologique des composés phénoliques, particuliérement les tannins, est
associee a leur capacité a se lier aux protéines, ce qui peut conduire a I’inhibition d’activités
enzymatiques (galactosidases, peroxydases, lipoxygénase, glucosidases) qui interviennent dans la
production des radicaux libres (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006; Bruneton, 1993; Macheix et
al., 2005).

1 .5.2.1. Principe de complexation et liaisons intervenantes

Le mécanisme de complexation semble étre un phénoméne de surface (Bruneton, 1993). La
précipitation s’effectue en deux temps : protéine et polyphénols (tannins) s’associent d’abord pour
former des complexes solubles qui peuvent ensuite s’agréger et précipiter. Deux situation sont

envisageables : si la concentration des protéines est faible, les tannins se fixent en formant une
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monocouche autour de chaque molécule, si la concentration €levé, les tannins peuvent se fixer sur
plusieurs protéines a la fois en forme un réseau.

Les principaux mécanismes d’action entre les tannins et les protéines sont au nombre de
trois. Les liaisons tannins-protéines débutent par des interactions hydrophobes entre les deux
molécules, rapidement complétées par un réseau de liaison hydrogene et par des liaisons ioniques.
Le complexe ainsi formé précipite lorsqu’il est suffisamment hydrophobe (Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).

Liaison hydrogénes enter les groupements phénols des tannins et différents groupes récepteurs (-
NH-, -CO-,-OH) des protéines ou d’autres polymeres;

Liaisons ioniques entre des groupements anioniques, constitués par certains cycles benzoiques des
tannins, et des groupes cationiques des protéines;

Interaction hydrophobes, provenant enter le groupement latéral (pyrrolidine) de la proline et les
cycles aromatiques des polyphénols (Bruneton, 1993; Macheix et al., 2005).

1.5.3. Autres activités de composés phénoliques

Les composés phénoliques jouent un rdle important dans la santé humaine en raison de leurs
activités pharmacologiques diverses (Tableau Il) comme anti-inflammatoires, anti allergiques,
antimicrobiens, antivirales, anticancéreux, cardioprotectives et vasodilatoires (Ladoh Yemeda et
al., 1997). lls participent & la lutte contre le vieillissement cutané en tant que molécules anti
radicalaires (Macheix et al., 2005).

Tableau I1: Propriétés biologiques des quelques polyphénols dans 1’organisme (Macheix et
al., 2005; Brunteon, 1993; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)

Polyphénols Activités biologiques

Flavonoides Anti tumorale, anti parasitaires ,vas
dilatoires ,antibactériennes ,anti
carcinogenes ,anti inflammatoires ,
antivirale Antioxydante anti allergiques ,

Lignanes Anti inflammatoires ,
Tannins Antioxydante
Coumarines Anti inflammatoires, protectrice

vasculaires anti inflammatoires, anti
parasitaires
Phénols simples Effet stabilisantes sur le collagéne
,antioxydante ,anti tumorales
,antifongiuges et anti inflammatoires
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11.1. L’espéce Mentha rotundifolia
11.1.1. Le nom et ’origine

Mentha rotundifolia, dont le nom vernaculaire est « timarssat » en langue arabe, est un
hybride de Mentha longifolia et de Mentha suaveolens (Brada et al., 2007) alors que pour d’autres
auteurs Mentha rotundifolia et Mentha suaveolens correspondent a la méme espéce (Bozovi¢ et al.,

2015).

11.1.2. Description botanique de la plante

Mentha rotundifolia est une espece de plantes aromatiques, trés répandue dans la
nature.C’est une plante herbacée, vivace atteignant 60 cm de hauteur (Brada et al., 2007). Ses
feuilles sont duveteuses argentées rappelant la forme de celles du pommier. Ses fleurs sont petites
avec une couleur, blanche ou rose, regroupées en épi terminal continu formé de glomérules dense
trés rapproché (Figure 19) (Sell et al., 2002).

Figure 19 : Mentha rotundifolia

11.1.3. Distribution
Cette espece est principalement distribuée dans les zones humides et pres des cours d'eau en
basse et moyenne montagne (EI Arch et al., 2003) et les zones tempérées septentrionales (Europe,

Afrigue du Nord, Asie occidentale et Amérique du nord) (Sell et al., 2002).
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11.1.4. Systéematique
La systématique Mentha rotundifolia est la suivante (Skaria et al., 2007)

Regne : Plantae

Division Embryophyta
Subdivision : Angiosperme
Classe : Dicotyledonae
Famille  : Lamiaceae

Genre : Mentha

Espéce : Mentha rotundifolia

11.1.5. Données phytochimiques

Les études concernant la composition chimique de Mentha rotundifolia  montrent
I’existence vraisemblable de deux chémotype 1’un est I’oxyde de pipéritone (Figure 20.1), et le
second le pipériténone (Figure 20.2), Ce chémotype tres particulier est rapportée pour la premiére

fois chez I’espéce Mentha rotundifolia (Brada et al., 2007).

1) )
Figure 20 : L’oxyde de pipériténone (1) et I’oxyde de pipéritone (2) (Bozovi¢ et al., 2015).

11.1.6. Utilisation thérapeutique et propriétes pharmacologiques

Mentha rotundifolia est trés utilisée en médecine traditionnelle. Le décocté des feuilles,
associées a la marjolaine (Origanum majorana), a la menthe verte (Mentha viridis) et au fenouil
(Foeniculum vulgare), ensuite mélangée avec une cuillere de miel, est tres apprécié dans le
traitement des maux de gorge (El Azzouzi et Zidane, 2015) et contre les ballonnements et la fiévre,

ainsi que comme antiseptique (Kothe et Hans, 2007).
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Ses feuilles sont aussi utilisé pour le traitement des douleurs gastriques, des diarrhées, des
refroidissements et des affections respiratoires. Cette espece est utilisée pour soulager les douleurs

dentaires et contre les affections gastriques et pulmonaires (Lieutaghi, 1996).

La présence de proxyde de pipériténone (monoterpéne oxygené) a des effets biologiques tres
intéressants : il présente des effets cardiovasculaires (activité hypotensive, vasodilatateur,
bradycardie), une activité sur les centres nerveux sympathiques (relaxant, stimulant, dépressant),
des propriétés antibactériennes et antifongiques, et agit aussi comme agent retardant la reproduction

du vecteur de malaria Anopheles stephensis (Brada et al., 2007).

I.2. L’espéces Urtica dioica
1.2.1. Nom et origine

La grande ortie (Urtica dioica) est encore appelée ortie dioique ou ortie commune, aussi
Azegtouf (nom berbere). Le terme Urtica tire son nom du latin uro ou urere qui signifie « je brale»,
allusion a ses poils urticants dont le contact est tres irritant. Le terme dioica vient de dioique, ce qui
signifie que les fleurs males et les fleurs femelles se trouvent sur des pieds séparés (Delille, 2007;
Beloued, 2005; Kothe et Hans, 2007).

Cette espéce est présente dans presque toutes les régions du monde: I'Europe, I'Afrique du
Nord, L’Asie ainsi qu'en Amérique du Nord et du Sud et aussi en Afrique., L'Ortie est une plante
inféodée au voisinage des habitations et les décombres et lieux incultes. On la rencontre dans les

haies, au bord ses chemins, dans les champs et les jardins (Delille, 2007; Beloued, 2005).

Figure 21: L’espéce Urtica dioica (Daoudi et al., 2015)
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1.2.2. Description botanique de la plante

Urtica dioica est une plante herbacée, vivace, d’un vert sombre, a tiges robustes dressées
quadrangulaire, rameuses et trés fibreuses de 50 & 120 cm (Delille, 2007; Beloued, 2005). Les
feuilles sont opposees, de couleur vert foncée, a dents pointues, plus longues que larges a dents
triangulaires. Elles sont portées par un pétiole égalant la moitié du limbe, a deux stipules linéaires-
lancéolées; de 4 a 12mm de long. Les fleurs de cette plante sont dioiques, parfois monoiques, en
grappes rameuses bien plus longue que le pétiole. Les fructiféeres sont pendantes, périanthes
pubescentes. Elles possedent des graines ovées de 1 a 2 mm de long sur 0,75 mm de large, obtus
brun olive, trés finement ponctuée (Figure 21) (Delille, 2007; Beloued, 2005).

1.2.3. Distribution de la plante.
L’ortie est une plante cosmopolite que I’on trouve dans les régions tempérées humiferes et 1égeres
du monde entier (Asgarpanah et Mohajerani, 2012). Elle est distribuée dans le Nord, et le Nord-
Ouest. C’est une plante rudérale ce qui signifie qu’elle apprécie les endroits pollués qu’elle se
charge d’assainir. En tant que plante nitrophile, elle suit la culture humaine et pousse
particulierement bien sur les sols contaminés par les engrais et les excréments des hommes ou des
animaux. On la trouve plus rarement dans les régions de nature vierge. Elles ne se développent pas
en atmosphére marine (Taylor, 2009).

On Algérie l'ortie est repartie dans les ravins frais des montagnes bien arrosés .Aussi on
trouve dans les stations riches en nitrate : Djurdjura, Atlas Blida, Miliana...etc. La floraison de cette
espéce étendus a partir du mois d’Avril jusqu’a Septembre (Beloued, 2005).

1.2.4. Systématique
La systématique d’'Urtica dioica est la suivante (Beloued, 2005; Asgarpanah et
Mohajerani, 2012).

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe X Magnoliopsida

Sous classe : Rosideae dialycarpellées
Ordre : Urticales

Famille : Urticaceae

Genre : Urtica

Espéce : Urtica dioica.
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1.2.5. Données phytochimiques

Des études effectuees sur Urtica dioica ont démontré que celle-ci est riche en flavonoides
sous forme de 3-glucosides et 3-rutinosides. Elle contient du quercétol, du kaempférol (Figure 22)
et de I’isorhamnétol. Cette plante renferme plus de 20% d’éléments minéraux constitués de calcium,
de potassium et de I’acide silicate partiellement soluble (1 a 4%) et renferme aussi de 1’acide
caféique et ses esters, de 1’acide caffeoyl-malique (1,6%) de I’acide chlorogénique, scopolétol et
sistostérol, de 3-hydroxy-a-ionol, des glycoprotéines, des lipides, des sucres, des acides aminés
libres, des traces de nicotine. De faibles quantités d’acétylcholine, d’histamine, de sérotonine (5-
hydroxytryptamine) et d’acide formique sont aussi présentes dans les poils urticants. La présence de
leucotriénes est controversée. Le taux de chlorophylle ne semble pas plus élevé que celui des
feuilles d’autres drogues (environ 2,7 %). La présence de «glucokinines», prétendues responsables

de I’activité «antidiabétique», n’a jamais été démontrée (Bruneton, 2009; Crémer et al., 2010).

Les feuilles d’Urtica dioica referment aussi des tanins, des glucoquinines, et les vitamines A et C
en trace (Beloued, 2005; Hajhashemi et Klooshani, 2013). On note aussi la présence de stérols:
sitostérol libre et 3-O-glucosylé, 7R-hydroxysitostérols et leur glucosides, et palmitate du 3-O-

glucosyl sitostérol (Bruneton, 2009).

OH O

kaempferol quercétol

Figure 22 : Quercétol, du kaempférol et de leurs glucosides en 3 (Bruneton, 2009).
1.2.6 Utilisation thérapeutique et propriétés pharmacologiques

L’utilisation de Dortie est multiple. On I’emploie en agriculture, en alimentation, en
cosmétique, en teinturerie, dans I’industrie du textile et a des fins médicinales (Asgarpanah et
Mohajerani, 2012).
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Plusieurs propriétés médicinales lui sont attribuées : adaptogéne, nutritive, astringente, tonique,
antiasthmatique, stimulante et dépurative. Les feuilles d’ortie sont riches en fer et en oligo-
éléments. On la conseille en usage interne, soit en infusion, en teinture, en capsules ou sous forme
de jus frais pour tonifier et redonner de 1’énergie, contre 1’inflammation des voies urinaires, en
traitement ou en prévention des calculs rénaux, contre I’anémie, I’insuffisance cardiaque et le
rhume des foins. L’ortie est aussi utilisée par voie externe pour traiter les entorses, la tendinite et la
névralgie, ainsi que pour soulager les douleurs arthritiques et rhumatismales. On la retrouve dans
certains produits pour traiter les maladies de peau comme I’eczéma, le psoriasis, I’acné et les
infections. L’ortie seule ou en association avec d’autres plantes entre dans la composition de
plusieurs produits pharmaceutiques. Par ailleurs, depuis le début des années 1980, la racine d’ortie

est utilisée pour traiter I’hyperplasie bénigne de la prostate (Delille, 2007; Beloued, 2005).

L’ortie est également utilisée dans plusieurs cosmétiques comme les shampoings, car on lui
attribue la capacité de stimuler la croissance des cheveux. En cuisine, les jeunes feuilles sont
excellentes cuites, en potage, en salade ou comme légume. Elles perdent d’ailleurs leur propriété
urticante lorsqu’elles sont cuites, séchées ou transformées. Auparavant, 1’ortie était utilisée comme
colorant naturel vert en raison de sa haute teneur en chlorophylle et ses fibres servaient a la
fabrication de papier. Pendant quelque deux mille ans, I’ortie a été exploitée en Norveége et en cosse

pour ses fibres qui servaient au tissage de vétements (Delille, 2007; Beloued, 2005).

Au jardin, I’ortie est considérée comme une plante essentielle. On 1’utilise en purin comme
tonique universel, en pulvérisation foliaire sur les plantes. Le purin d’ortie a aussi 1’avantage de
renforcer les défenses naturelles des plantes et d’avoir un certain effet répulsif sur les insectes et les
maladies. Ajoutée au compost sous forme de préparat, 1’ortie a pour effet d’aider le processus de
décomposition. Plantée prés de ’angélique, de la valériane, de la sauge ou de la menthe, I’ortie
aurait le pouvoir d’augmenter leur contenu en huiles essentielles et en principes actifs (Asgarpanah
et Mohajerani, 2012; Delille, 2007; Beloued, 2005).

Un certain nombre de constituants chimiques tels que les flavonoides, les tanins et les stérols
ont été isolées a partir de différentes parties de la plante. D'apres les études pharmaceutiques
actuelles, des applications pharmaceutiques supplémentaires de U. dioica ont été révélé elle a un
pouvoir antioxydant, anti-inflammatoire, antiulcéreux, antiviraux, anticancéreuse, antibactérien

(Asgarpanah et Mohajerani, 2012; Bruneton, 2009).
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I. Matériel et Méthode
I.1. Matériel végétal
Deux plantes médicinales a savoir Urtica dioica et Mentha rotundifolia ont fait 1’objet de
notre étude. Leur sélection s’est faite sur la base de leur trés grande présence et tres large utilisation
traditionnelle dans les régions méditerranéennes et plus particulierement en Algérie (Beloued,
1998; Ernest, 2000; Damien et al., 2003). La récolte de ces plantes a été effectuée au niveau de la
Wilaya de Jijel (Figure 23), en deuxiéme semaine d’avril pour Urtica dioica dans la région de

Taher, et la premiére semaine de septembre pour Menta rotundifolia dans la région de Jijel (Tableau

11).

Tableau I11: les espéces végétales utilisées dans 1’expérimentation.
Nom botanique Famille Région de récolte Période de récolte
Urtica dioica Urticaceae Taher La deuxiéme semaine d’avril 2016
Mentha rotundifolia Lamiaceae Jijel La premiére semaine de septembre 2015
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1.2. Préparation des extraits
1.2.1. Séchage

Aprés avoir été bien nettoyés et débarrassés des particules et de la poussiére, les feuilles des
deux plantes étudiées ont été séchées dans une étuve de type Memmert, & une température de 40°C
pendant une semaine.
Le séchage a une importance majeure pour I’extraction des composés phénoliques, car les cellules
végetatives contiennent des enzymes susceptibles de provoquer des modifications dans la
composition phénolique de la plante. Cet inconvénient peut étre éliminé par un séchage rapide du
matériel végeétal, aussitot apres sa récolte (Ribérau-Gayon, 1968).
1.2.2. Broyage

Les échantillons séchés ont été broyés a I’aide d’un broyeur électrique de type Sub
permettant d’obtenir des poudres tres fines. Plus le diamétre de la poudre est petit, plus la surface
d’échange entre celle-ci et le solvant d’extraction est grand ; donc le rendement d’extraction est
meilleur (Diallo, 2004).
1.2.3. Tamisage

Une fois broyées, les poudres obtenues ont été tamisées a 1’aide d’un tamis de type AFNOR-
ASTM dont le diametre des pores est inférieur a 100 um. Les poudres ainsi obtenues ont été
conservées dans des flacons en verre, bien hermétique, a 1’abri de la lumiére (Ribérau-Gayon,
1968).
1.2.4. Extraction des composés phénoliques

Plusieurs solvants organiques peuvent étre utilisés pour [’extraction des composeés
phénoliques. Le méthanol s’avére le meilleur solvant, car il permet d’obtenir un meilleur rendement
d’extraction et il possede I’avantage d’étre plus facile a éliminer (Ribérau-Gayon, 1968 ; Owen et
Johns, 1999).
D'apres Owen et Johns, (1999), le procédé général d’extraction a été réalisé selon les étapes
suivantes :
1.2.4.1. Macération

50 g de la poudre de chacune des deux échantillons ont été ajustés a 500 ml avec du
méthanol 80%. Les mélanges ainsi obtenus sont soumis a une agitation, a 1’aide d’un agitateur
magnétique de type Heidolph (figure 24) pendant 48 h a une température ambiante et a I’abri de la
lumiére afin d’éviter les phénomeénes d’oxydations.

L’agitation permet le maintien des particules en suspension et I’homogénéité des milieux.
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Figure 24 : Macération sous agitation magnetique

1.2.4.2. Filtration et decantation
Aprés macération, les deux solutions des deux plantes ont été filtrées a 1’aide de papier

Whatman N°3 (figure 25). Chaque filtrat obtenu a été ajusté avec 100 ml d’hexane. Les mélanges

ont été par la suite décantés (figure 26) pour recueillir la phase méthanoligue.

Figure 25 : La filtration a I’aide du papier ~ Figure 26 : Délipidation et décantation
Whatman N°3 des extraits

1.2.4.3. Evaporation

Les phases méthanoliques de chaque échantillon ont été évaporées a I’aide d’un rotavapeur
de type Heidolph (figure 27) puis, ont été séchées a 1’étuve a 40°C jusqu'a ce que le méthanol soit
totalement évaporé. Chaque extrait a par la suite été repris avec la concentration désirée.

Les extraits bruts végétaux ainsi constitués sont conservés au réfrigérateur jusqu’a leur utilisation

pour les différents tests (Voir annexe 1 pour plus détaille).

Figure 27 : Evaporation des extraits phénoliques
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1.2.5. Détermination du rendement d’extraction

Le rendement des extraits méthanoliques est le rapport entre le poids de I'extrait sec et le poids de la
plante en poudre utilisée (Owen et Johns, 1999). Il est exprimé en pourcentage selon la formule
suivante :

| Rendement d’extraction (%) = Ps / Pp x 100 !
Ou :
Ps : Poids de I'extrait sec en gramme (Q) ;

Py : Poids de la poudre en gramme (g).

1.2.6. Dosage des polyphénols

Les polyphénols ont été déterminés spéctrophotométriquement par la méthode de Folin
Ciocalteu (Heilerova et al., 2003). 0,2 ml de I'extrait méthanolique dilué (250 pg/ml) ont été
additionnés avec 1,5 ml du réactif de Folin Ciocalteu (1/10). Le mélange est laissé reposer 5
minutes a l'obscurité. Par la suite, 1,5 ml de la solution Na,CO3 (7,5%) a été ajouté a I'ensemble.
Aprés 90 minutes d'incubation a 23°C, I'absorbance a été mesurée a 750 nm contre un blanc sans
extrait (\Voire annexes 2).
La quantification des polyphénols a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire
(Y = a X + b) réalisée par un extrait étalon, I'acide gallique a différentes concentrations dans les
mémes conditions que I'échantillon. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide
gallique par gramme d’extrait brute (mg EAG/g EB).
1.2.7. Dosage des flavonoides

La méthode au AICI; a été employée pour la détermination de la teneur des extraits en
flavonoides (Huang et al., 2004).
Un millilitre et demi (1,5ml) de I'extrait phénolique (2mg/ml) a été ajouté a un volume égal d’une
solution de 2% AICl;. Le mélange a été vigoureusement agité, et I’absorbance a été lue a 430 nm,
apres 30 minutes d'incubation a température ambiante (\Voire annexe 2).
Une courbe d'étalonnage (Y = a X + b) réalisée par la quercétine a différentes concentrations
pratiquée dans les mémes conditions opératoires que les échantillons a servis pour la quantification
des flavonoides. La teneur en flavonoides a été exprimée en en milligramme équivalent quercétine

par gramme d’extrait brute (mg EQ/g EB).

27



Partie pratique Matériel et méthodes

1.2.8 Dosage des tannins

Le dosage des tanins a été réalisé selon la méthode de Hagerman et Butler (1978). Ce dosage
est basé sur la formation des complexes tannins/protéines peuvant étre dosés en utilisant le chlorure
ferrique, qui forme avec eux un complexe donnant une coloration violette, mesurable par
spectrophotométrie a 510 nm.
Briévement, un volume de 2 ml de BSA (1mg/ml) préparé dans le tampon acétate (pH 5; 0,20 M)
est mélangé avec 1 ml de I’extrait a Img/ml. Aprés 24h d’incubation a 4°C, les solutions ont été
centrifugées a 5000 rpm pendant 20 min a 1’aide d’une centrifugeuse (Bioblockscientific, Italiy). Le
précipité debarrassé du surnageant est ensuite solubilisé et hydrolyse avec 4 ml de SDS/TEA et le
mélange est agité vigoureusement par le vortex (Heidolph, Germany). Enfin, 1 ml de FeCl3 (0,01M)
préparé dans HCI 0,01 M, a été ajouté pour donner, avec les tannins, une couleur pourpre pendant
15 min de contact.
Les absorbances a la longueur d’onde de 510 nm (Voire annexe 3) sont traduites en milligramme
équivalent acide tannique par gramme d’extrait brute (mg EAT/g EB) a partir de la courbe

d’étalonnage établie avec 1’acide tannique.

1.3. Evaluation des activités biologiques des extraits phénoliques des plantes étudiées
1.3.1.Evaluation de I’activité antioxydante des différents extraits

Les méthodes évaluant 1’activité antioxydante ont connu un intérét important vue la
recherche des substances antioxydantes naturelles. Les activités étudiées dans le présent travail sont
le pouvoir réducteur de fer (FRAP) et le pouvoir antiradicalaire de DPPH.

1.3.1.1. Le pouvoir antiradicalaire

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution. Il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm. Sa cette couleur diaprait rapidement
lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine par un composé a propriété
antiradicalaire, entrainant ainsi une décoloration. L’intensité de la couleur est proportionnelle a la
capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002).
Pour réaliser 1’analyse, 2,9 ml de la solution méthanolique de DPPH (0,025 g/l) est ajouté a 100 pl
de la solution de chaque extrait a différentes concentrations (25, 50, 100 et 200 pug/ml). Le mélange
est vigoureusement agité, puis les tubes sont incubés a température ambiante et a 1’obscurité
pendant 30 minutes.
La longueur d'onde d'absorption maximale a été préalablement déterminée. Toutes les lectures sont

effectuées a 515 nm (Voire annexe 4).
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L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’€quation suivante :

[ Activité antiradicalaire (%) = (At-Ae /A7) X 100 ]

Ou:
At : Absorbance du témoin apres 30 min d’incubation ;

Ag : Absorbance de 1’échantillon apres 30 min d’incubation

1.3.1.2. Pouvoir réducteur
Le pouvoir réducteur se base sur la réaction d’oxydoréduction, dont la réduction du chlorure
ferrique (FeCls) en chlorure ferreux (FeCly) en présence d’un agent chromogéne: le ferricyanure de
potassium [KsFe (CN) ] en milieu acidifié par I’acide trichloracétique (Ribeiro et al., 2008). La
forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de 1’extrait
(Balasandram et al., 2005).
La détermination du pouvoir réducteur a été réalisée selon la méthode de Oyaizu (1986) décrite par
Hseu et ses collaborateurs (2008) avec une légére modification. Un volume de 1ml de chaque
extrait, a différentes concentrations, est ajouté a 2 ml de tampon phosphate (0,2 M; pH= 6 ,6) et a
1ml de ferricyanure de potassium [KsFe (CN) g] a 1 % et aprés agitation, le melange est soumis a
I’incubation a 50 °C pendant 20 min a I’abri de la lumiére. Iml de trichloracétique a 10 % est
additionné au mélange. Aprés centrifugation a 3000 tr/ mn pendant 10 min, un volume de 1,5 ml de
surnagent est ajouté a 1,5 ml d’eau distillée et 150 ul de chlorure ferrique (0,1 %). Le mélange
homogénéisé préalablement, est incubé pendant 10 min a température ambiante et a 1’obscurité.
L’absorbance est lue a 700 nm. Le protocole d’évaluation du pouvoir réducteur des deux extraits

ainsi que celui du standards est illustré par la (Voire annexe 4).

1.3.2. Evaluation de ’interaction extraits phénoliques / protéines

L’étude de la propriété d’interaction des composés phénoliques avec les protéines est
réalisée avec une méthode spectrophotométrique. Dans ce contexte, la protéine majoritaire du blanc
d’ceuf « Ovalbumine » (OVB) est utilisée comme modéle de protéine pour I’étude de cette
interaction. Cette protéine est composée de 385 résidus d’acides aminés. Sa composition en acides
aminés montre que la moitié des résidus sont hydrophobes (Croguennec et al., 2007). C’est une
protéine phosphorylée est glycosylée qui se trouve sous forme de monomére son poids moléculaire
est de 45000 Da et son pH isoélectrique est de 4,5 (Mine et al., 1991).
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L’¢étude de I’effet de la concentration des extraits de plantes, de la concentration de ’OVB
ainsi que de la température sur les mécanismes interactionnels entre les polyphénols et les protéines
est basée sur le méme principe (De Freitas et al., 2003 ; De Freitas et Mateus, 2001a ; Simon,
2003).
1.3.2.1. Effet de la concentration des extraits

La méthode utilisée est celle de Naczk et al, (2006). Un volume de chaque extrait a
différentes concentrations (0.5, 1 et 2 mg/ml) est ajouté a un volume de la solution d’OVB, a une
concentration de 1mg/ml, préparée dans un tampon phosphate (pH 6.9, a 0.64 mM). La lecture de la
densité optique est effectuée a 420 nm, contre un blanc, contenant un volume du méthanol et un

volume de la solution d’OVB, apres incubation a 37° C pendant une heure.

1.3.2.2. Effet de la concentration des protéines

Le protocole expérimental utilisé pour la mesure de la densité optique en fonction de la
concentration d’OVB, est celui préconisé par De Freitas et al, (2003).
Un volume de la solution d’OVB a différentes concentrations (0.5, 2 et 3 mg/ml), préparée dans un
tampon phosphate (pH 6.9, a 0.64 mM), est ajouté a un volume de chaque extrait, a une
concentration de 0,5 mg/ml. La lecture de la densité optique est effectuée a 420 nm, contre un blanc
contenant un volume de méthanol et un volume de la solution d’OVB, aprés incubation a 37°C
pendant une heure.
1.3.2.3. Effet de la température

L’influence de la température sur la formation du complexe polyphénols-OVB est réalisée
selon la méthode décrite par De Freitas et Mateus, (2001a).
Un volume de la solution d’OVB a concentrations 1mg/ml, préparée dans un tampon phosphate (pH
6.9, a 0.64 mM) est ajouté a un volume de chaque extrait, a une concentration de 1 mg/ ml. La
lecture de la densité optique est effectuée a 420 nm, contre un blanc contenant un volume du
meéthanol et un volume de la solution d’OVB, aprés incubation a différentes températures (5 a
90°C) pendant une heure.
11.4. Analyse statistique

Les moyennes et les écarts types sont calculés a partir de cing essais avec Excel de
Microsoft Office 2010.
Une analyse statistique est faite par le test de ’ANOVA a un facteur pour les résultats de ’activité

antioxydante et de I’interaction extraits phénoliques-protéines, avec ORIGINE 60.
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Il. Résultats
11.1. Les pourcentages des rendements des extraits phénoliques
Les pourcentages des rendements des extraits phénoliques varient selon la plantes. 1l est de
08,36% pour Urtica dioica et de 13,04% pour Mentha rotundiflia
La figure 28 présente les rendements en pourcentages des extraits méthanoliques pour les deux

plantes.

W M.rotundifolia

m U.dioica

Figure 28 : Les rendements des extraits méthanoliques
des deux plantes en pourcentage

11.2. Teneurs en composés phénoliques des deux extraits

L'étude quantitative des extraits phénoliques au moyen des dosages spectrophotométriques,
avait pour objectif de déterminer de la teneur totale substances phénoliques (polyphénols et
flavonoides et tannins). Pour cet objectif ; trois courbes d'étalonnages (figures 29, 30 et 31) ont été
tracées ; une réalisée avec un I’acide gallique a (dosage des polyphénols), I’autre avec la quercétine
(dosage des flavonoides) et la derniére avec 1’acide tannique (dosage des tannins). Des mesures de
densité pour chaque extrait sont réalisées a 750 nm et 430 nm et 510 nm pour les polyphénols, les
flavonoides et les tannins respectivement.

Les quantités des composés phénoliques ont été rapportées en mg équivalent de I'étalon

utilisé par gramme d’extrait brut et sont déterminées par 1'équation de type : Y =a X +b.
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Figure 29 : Courbe d’étalonnage pour

le dosage des polyphénols

Figure 30: Courbe d’étalonnage pour

le dosage des flavonoides
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Figure 31: Courbe d’étalonnage pour le dosage des tannins

Les résultats obtenus pour évaluer la teneur en polyphénols, en flavonoides et en tannins sont
présentés dans les figures (29), (30) et (31)
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Figure 32 : La teneur en polyphénols en mgEAG/gEB de I’extrait des deux plantes.
Ces résultats montrent que la fraction méthanolique du Mentha rotundifolia possede la plus haute
teneur en polyphénols (745,66+1,66 mg EAG/gQEB) par rapport a Urtica dioica qui a une teneur de
391,1+ 9,43mg EAG/gEB.
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Figure 33 : La teneur en flavonoides en mg EQ/QEB de I’extrait des deux plantes
En ce qui concerne la teneur en flavonoides; I'extrait d ' Mentha rotundifolia est aussi le plus
riche en flavonoides avec une concentration de 102,5+0,30 mg EQ/gEB.
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Figure 34 : La teneur en tannins en mgEAT/gEB de I’extrait des deux plantes.
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Le dosage des tanins condensés montre la haute teneur de ces molécules dans 1’extrait
d’Urtica dioica (12,18+£0,52 en mgEAT/QEB), par rapport a 1’extrait méthanolique de Mentha

rotundifolia qui contient une valeur moyenne 5,86+2,24 mg EAT/g EB.

11.3. Activité antioxydante

L’activité antiradicalaire des extraits du Mentha rotundifolia et ¢’Urtica dioica ainsi que le

standard (o tocophérol) a été déterminées par deux méthodes : le teste DPPH et méthode de la

réduction du fer.
11.3.1.Test au radical DPPH

L’activité antioxydante des extraits des deux plantes a différents concentrations vis-a-vis du

radical DPPH a été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui

s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune, mesurable & 515 nm. Les

résultats obtenus sont représentés dans le tableau IV et la figure 35

Tableau 1V : Pouvoir antiradicalaire de I’extrait des deux plantes et du standard exprimé en

pourcentage
50pg/ml 75pg/ml 100pg/ml 125 pg/ml
a-tocophérol 34,44+0,55 39,11+0,55 41,11+0,36 53,39+0,40 75,17+0,60
U. dioica 78,61+0,83 79,38+1,91 79,76+0,68 80,54+1,10 81,23+£1,14
M. 84,98+0,84 83,55+1,11 83,05+0,34 85,52+0,96 86,79+0,32
rotundifolia
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. Figure 35: Pouvoir antiradicalaire de 1’extrait des deux plantes

et du standard exprimé en pourcentage

Par rapport au standard (a-tocophérol), les deux extraits possedent une bonne capacité de
neutralisation du radical libre DPPH. La différence est significative (p<0,05).

Le pourcentage d’inhibition du Mentha rotundifolia est le plus importante pour toutes les

concentrations des extraits, cette différence s’avérent significative (p<0,05).

La figure 36 indique I’existence d’une corrélation bonne positive et linéaire (r =0,99) entre les

concentrations des extraits de plantes et leurs activité antiradicalaire
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R=0,9957

Figure 36 : Corrélation entre les concentrations des extraits et le pouvoir antiradicalaire
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11.3.2 Méthode de la réduction du fer

Le pouvoir réducteur des extraits méthanoliques des deux plantes est déterminé par la
mesure de ’absorbance a 700 nm. L’augmentation de I’absorbance indique une augmentation de

pouvoir réducteur (figure 37).
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Figure 37 : Pouvoir réducteur de 1’extrait des deux plantes
Et le standard exprimé en pourcentage

Les résultats montrent clairement que 1’activité réductrice du Urtica dioica augmente au fur
et a mesure que la concentration des extraits augmente, cette activité est nettement similaire a celle
de I’a-tocophérol.

De 25 a 50 pg/ml une augmentation significative de activité réductrice de Mentha
rotundifolia en fonction de la concentration est enregistrée (p<0,05). Au dela de 50p g/ml, une
diminution significative de cet activité est remarquée (p<0,05).

La figure 38 indique I’existence d’une corrélation positive et linéaire (r=0.99) entre le pouvoir
réducteur Fe et la concentration des composés phénoliques. Ces résultats montrent la contribution

de la concentration des composés phénoliques dans le pouvoir réducteur Fe.
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Figure 38 : Correélation entre des extraits des plantes et le pouvoir réducteur
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I1.4. Interaction extraits phénoliques-protéines
11.4.1. Effet de la concentration des extraits

La mise en contact des extraits de plantes a différentes concentrations avec une solution
d’OVB (Img/ml) conduit a I’apparition d’un trouble issu de la formation des complexes

polyphénols-proteines. Les valeurs obtenues sont illustrées dans le tableau V et la figure 39:

Tableau V: Variation de la densité optique en fonction de la concentration
des extraits de plantes étudiées

0,5 mg/ml 1 mg/mi 1,5mg/ml 2 mg/ml
M.rotundifolia 0,240,009 0,39+0,01 0,480,008 0,560,002
U.dioica 0,38+0,01 0,50+0,03 0,67+0,01 0,76x0,027
1
£ 0,8
=
S 06
<
"O" 0,4 == U.dioica
° 0,2 =i— M.rotundifolia
0
0 1 2 3 4 5
concentrations en extraits de plantes (mg/ml)

Figure 39: Variation de la densité optique en fonction de la concentration
des extraits de plantes étudiées

Les courbes obtenues montrent nettement que la turbidité est influencée par la concentration
des extraits de plantes. L’augmentation de la DO est significative en fonction de la concentration
L’analyse statistique révele que 1’élévation de la turbidité en fonction de la concentration des
extraits de Mentha rotundifolia et Urtica dioica est significative (p<0,05)
Urtica dioica est la plante la plus riche en site de liaison avec la protéine par rapport a Mentha
rotundifolia, avec une différence significative (p<0,05).
La figure 40 indique la présence d’une corrélation positive et linéaire (r =0,98) entre les

concentrations des extraits de plantes et la formation de complexe protéine-composé phénolique
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Figure 40: Corrélation entre la concentration des extraits et la formation de complexe protéine-
composé phénolique
11.4.2. Effet de la concentration de la protéine
Les résultats obtenus du suivi de la turbidité des mélanges (extraits phénoliques de plantes et
solution d’OVB) en fonction de la concentration d’OVB, sont représentés dans le tableau VI et la
figure 41:
Tableau VI: Variation de la densité optique en fonction de la concentration de la protéine

0,5 mg/ml 1 mg/mi 2 mg/ml 3 mg/ml
M.rotundifolia 0,39+0,01 0,55+0,016 1,35+0,06 1,11+0,03
U.dioica 0,39+0,01 0,72+0,065 1,48+0,44 1,35+0,10
2 -
£ 15 -
S
< 1
“© =—¢—U.dioica
(]
0 0,5 - == M.rotundifolia
0 T T T 1
0 1 2 3 4
Concentrations en extrits de la plantes (mg/ml)

Figure 41 : Variation de la densité optique en fonction
De la concentration de la protéine
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La figure 41 montre que la DO augmente au fur et a mesure que la concentration des extraits
augmente, a une certaine concentration (2mg/ml), la DO diminue et enregistre des courbes plus au
moins sous forme de cloche.

L’analyse statistique indique que 1’élévation de turbidité en fonction de la concentration des extraits
de Mentha rotundifolia et Urtica dioica allant 0,5a 2 mg est significatif (p<0,05). et s’avére non
significative au-dela de 2 a 3mg/ml qui présente des concentrations saturantes a partir des qu’elle la
variation de la densité optique tend a presque stable.

La figure 42 montre la présence d’une corrélation positive et significative (r =0,83) entre les

concentrations de protéine et la formation de complexe protéine —composé phénolique.

1,8 -
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Figure 42 : Corrélation entre la concentration de protéine et la formation de complexe protéine-
composé phénolique
11.4.3. Effet de la température
L’évaluation de D’interaction des extraits de plantes (Img/ml) et 'OVB (Img/ml) a différentes
températures (5 a 90°C) est montrée dans le tableau VI et la figure (43) :

Tableau VII : Variation de la densité optique des mélanges extraits phénoliques/Ovalbumine
en fonction de la température

5°C 25°C 37°C 60°C 90°C
M.rotundifolia  0,45+0,02 0,44+0,02 0,53+0,05 0,39+0,02 0,24+0,010
U.dioica 0,51+0,05 0,53+0,03 0,58+0,01 0,43+0,02 0,29+0,09
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Figure 43 : Variation de la densité optique des mélanges extraits phénoliques/Ovalbumine
en fonction de la température

D’apreés ’allure des courbes montrées dans la figure (47) on peut diviser 1’évaluation de la turbidité,
des mélanges (extraits de plantes/OVB), en fonction de la température en trois groupes :

-L’effet de la température, sur la formation des complexes polyphénols-protéines, allant de 5 a 25°C
s’avére non significative (p<0,05) ;

-Une augmentation significative, en fonction de la température, dans les températures allant de 25 a
37°C; (p<0,05)

-En appliquant des températures supérieures a 37°C une diminution significative de la turbidité est

obtenue.
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I11. Discussion

Cette étude a eté realisée dans le but d’évaluer I’activité antioxydande des extraits brutes
de deux plants: Urtica dioica et Mentha rotundifolia. Ces deux plantes de la région de Jijel sont
mutilées localement par la médicine traditionnelle, raison pour la quelle nous avons procédé a
I’extraction des polyphénols responsables de son éventuelle activité antioxydante.

L’efficacité de I’extraction des composés phénoliques a partir de la matiére végétale
dépend de la méthode d’extraction, de la granulométrie de la poudre utilisée et du temps de
maceration (Naczk et Shahidi, 2004; Rodriguez-Meizoso et al., 2006). Elle dépend également,
de la température et de la nature du solvant (Rodriguez-Meizoso et al., 2006).

Dans la présente étude, I’extraction est réalisée a partir de la partie aérienne de deux
plants. Nous avons utilisé le méthanol comme solvant, et un dosage de polyphénols furent
réalisés afin de choisir la meilleure plante. Apres séchage au rotavapor, le recouvrement, était de
13,04% et 8,36% pour Mentha rotundifolia et Urtica dioica respectivement, les pertes étaient
importantes. Ceci s’explique par la solubilité des composés phénoliques dans le solvant
d’extraction et leur degré de polymérisation ou a leur implication dans [’autres structures
moléculaires formants ainsi des complexes insolubles (Cacace et Mazza, 2002; Falleh et al.,
2008).

L’étude quantitative des extraits bruts de Mentha rotundifolia et Urtica dioica, au moyen

des dosages spectrophotométriques, avait pour objectif de déterminer leurs teneur den
polyphénols totaux, en flavonoides et en tannins. La raison principale pour le choix de ces
substances réside dans le fait que la majorité des propriétés antioxydantes des plantes leur sont
attribués.
Les polyphénols sont estimés par plusieurs méthodes dont la méthode de Folin-Ciocalteu. Les
résultats du dosage des polyphénols totaux montrent que I’extrait de Mentha rotundifolia
représente 1’extrait le plus riche avec: 745,66 mg EAG/gEB par rapport a I’extrait de Urtica
dioica (391,1 mg EAG/gEB).

Ces résultats sont supérieures aux résultats cites par Madi (2010) réalisé sur Mentha
piperita qui étaient a I’ordre de 309,42 mg/g et les résultats de Bencheikh (2012) réalisé sur
I’extrait méthanolique de Mentha pulegium qui a étaient ordre de 183,45 mg/g.

Les tenure en composé phénolique obtenues par Daoudi et al., (1997) travaillant sur les espéces

d’Urtica piluliferae, Urtica membranacea et Urtica urens sont de 1’ordre de 2,313 mg/30g,
1,498 mg/30g et 0,06 mg/30g respectivement et qui sont largement inferieures a nos résultants
(391,1 mg/30g).
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Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a
I’autre cela peut €tre attribué a plusieurs facteurs comme les conditions d’extraction en terme de
température et le nombre d’étapes d’extraction (Scalbert, 1991; Escribano-Baillon et al., 2001;
Santos-Buelga et al., 2000; Suhaj, 2006; Tawaha et al., 2007) ainsi que 1’état et I’origine de
I’échantillon en terme de provenance géographique et le matériel végetal appartenant a des
espéces différentes, aussi la saison de collecte et de cultivar ( Ranalli et al., 2006; Falleh et
al.,2008; Li et al., 2009)

La détermination quantitative des flavonoides été effectuée par la méthode de trichlorure aqueux.
Les résultats montrent que les feuilles de Mentha rotundifolia enregistrent la plus forte tenure en
flavonoides 102,5 mg EQ/gEB et les feuilles d’Urtica dioica sont les moins riches en
flavonoides 48,43 mg EQ/gEB.

D’apreés les travaux réalisé sur le méme genre de la Menthe, Madi (2010) trouvé une teneur de
48mg/g chez Mentha piperita. Conforti et al., (2008a) obtenue une teneur de 15,75 mg /g chez
Mentha aquatica. Ces résultats sont inférieurs a nos résultats. Les tenure en flavonoides
obtenues par Daoudi et al., (1997) travaillant sur les espéces d’'Urtica piluliferae, Urtica
membranacea et Urtica urens sont de I’ordre de 0,337 mg EQ/30g, 0,05 mg EQ/30g , 0,005 mg
EQ/30 g respectivement et qui sont largement inferieures a nos résultants (48,34mg/qg).
La différence de la solubilité des flavonoides dans différents solvants, qui est liée a leur diversité
structurale, peut affecter leurs quantifications (Sharififar et al., 2009).
D’aprés Rawel et al., (2005), les méthodes de conservation et d’exposition a la lumiére des
plantes peuvent affecter la teneur en flavonoides. En effet. Ceux-ci sont sensibles a 1’oxydation
et ont tendance a former des polyméres donnant ainsi des tannins condensés (Manach et al.,
2004) ce qui pourrait expliquer ces différences de concentrations. Aussi. La composition en
flavonoides d’une plante dépend de la température et des quantités de phosphore d’Azote
disponibles (Dixon et Pavia, 1995).
La méthode utilisée pour le dosage des tannins est basée sur la capacité des tannins a former des
complexes insolubles avec la protéine BSA et de former des solutions colorées avec certains
métaux.

Les résultats montrent la haute teneur de tannin dans I’extrait d Urtica dioica 12,18
mgEAT/gEB, par rapport a I’extrait méthanolique de Mentha rotundifolia qui contient une valeur
moyenne 5,86 mg EAT/g EB. Cette différence des teneurs retrouvées dans différents

échantillons soit due a la différence du matériel végétal utiliseé.
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Mehanso et al., (1987) , ont montré que les concentrations en tannins varient largement
au sien de la méme espece végétale selon le cultivar , 1’age de la plante et les caractéristiques de
site de croissance. Selon Makkar et al., (2003), les tannins condensés augmentent avec la
maturation des feuilles.

L’étude de I’activité antiradicalaire des deux plantes étudiée montre que Mentha rotundifolia
posséde la plus forte activité antiradicalaire par le test au DPPH par rapport Urtica dioica. De
plus, ces plantes comprennent en leur sien, des composés phénoliques dont la teneur est on
adéquation avec I’activité antiradicalaire traduite ici par les tests au DPPH. La forte activité
antioxydant de Mentha rotundifolia serait donc liée a sa fort teneur en polyphénols totaux. Nos
résultats sont en accord avec les travaux de Bidie et al., (2010). Selon ses auteurs les plantes qui
possedent une bonne activité antioxydantes contiennent de fortes teneurs en groupement

phénoliques.

La différence de pouvoir antiradicalaire entre les échantillons est due probablement & la variation
des especes de plantes utilisées et a la teneur et la nature de leurs composés phénoliques.

Gulluce et al., (2007) on montré que I’extrait méthanolique de Mentha longifolia piege 50 % de
radicale DPPH a une concentration de 0,057mg /ml ce qui est inférieure de nos résultats 83,55%

a une concentration de 0,05mg/ml.

L’activité antioxydante des extraits de Mentha rotundifolia et Urtica dioica a été évaluée en
utilisant la méthode de FRAP. Cette derniéere est un essai simple, rapide et reproductible. Elle est
basée sur la capacité des extraits & réduire le fer ferrique Fe** en fer ferreux Fe"

Notre résultat montre que Mentha rotundifolia enregistre le pouvoir réducteur le plus élevé par
rapport & Urtica dioica. Cela est due vraisemblablement & leur teneur élevée en polyphénols
totaux et la structure des composés phénoliques (en particuliers le degré et la position des
groupements hydroxyles sur le noyau aromatique de la molécule) (Sharififar et al., 2009;
Scherer et Gody, 2009).

En ce qui concerne 1’évaluation de 1’interaction extraite phénolique/ protéine pour 1’effet
de concentration des 1’extraits, la variation des résultantes entre les deux plantes peut étre
attribuée a la nature de composition de leurs composés phénoliques. D’apreés les résultats des
dosages, Urtica dioica est 1’espéce la plus riche en tannins. Cette plante a montré des
interactions intenses par rapport a Mentha rotundifolia. Cela nous méne a conclure que les

tannins sont responsables en majeur partie des complexes formés. En effet, plusieurs travaux ont

52



Discussion

démontré que les tannins fixent les protéines et forment des complexes insolubles (Eagles et
Wakeman, 2001; Vergé et al., 2002; Tirelli et De Noni, 2007).

Les tannins jouent nu réle de ligand polydenté, ils s’associent avec les protéines par des
interaction hydrophobiques et par des liaison hydrogenes (Hagerman et Butler, 1978; Xu et
Diosady, 2002; Bennik, 2002; Verge et al., 2002; Poncet-Legrand et al., 2006 ). Ces derniéres
se forment entre les groupements hydroxyles des phénols et les groupements carbonyles des
protéines (Yan et Bennick, 1995; Santos-Buelga et scalbert, 2000). D’apres Tiziani et al.,
(2008), les tannins peuvent aussi former des liaisons ioniques, hydrogenes et parfois covalentes
avec les groupements aminés et hydroxyles des protéines. Les complexes ainsi formés
deviennent moins hydrophiles que la protéine elle-méme, ce conduit a la précipitation (Frazier
et al., 2003; Richard et al., 2006).

Il a été rapporté que I’augmentation de la masse moléculaire, le degré de polymérisation et le
nombre de groupements hydroxyles des composés phénoliques accroit 1’affinité et favorise la
précipitation avec les protéines (Siebert et al., 1996; Rawel et al., 2002; Tirelli et De Noni,
2007; Cosme et al., 2008).

Pour I’effet de la concentration de la protéine, la DO augmente et a une certaine concentration
diminue. Les mémes observations ont été rapportées par De Freitas et ses collaborateur (2003),
en étudiant I’interaction polyphénols —BSA. D’aprés ces auteurs, 1’addition progressive de la
BSA provoque une dissociation des agrégats insolubles. Ceci peut s'expliquer par sa réversibilité
des interactions polyphénols-protéines et par le changement steechiométrique du complexe
formé, a couse du changement du rapport entre polyphénols et protéines (De Freitas et al., 2003;
Naczk et al.,2006).

En effet Sibert et al., (1996) et poncet-Legrand et al., (2006) ont montré que la quantité des
complexes polyphénols protéines formés depend des concentration de protéines , des

polyphénols et du rapport entre les deux.

Pour I’effet de température, nous avons divisé I’évaluation de la turbidité des mélange (extrait de
plantes /Ovalbumine), en fonction de la température en trios groupes, I’effet de température sur
la formation des complexes polyphénols-protéines, s’avére non significative de 5a 25 C, puis on
a remarqué une augmentation significative de 25°C° a 37 C, et enfin a plus des 37°C il y’a eu

une diminution significative de la turbidité.
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Discussion

Sundar Ghosh et ces collaborateur (2008) rapportent , qu’en présence de polyphénols avec un
degré de polymérisation élevé, la température renforce les interaction hydrophobe, contrairement
aux liaison hydrogénes qui diminuent avec I’augmentation de Température, ce qui explique
1’élévation de la turbidité en appliquant des températures allant de 25°C a 37°C , ce qui méne a
conclure que l'interaction entre les extraits des plantes étudiées et d'OVB est de type hydrophobe.
Cette liaison se forme principalement entre les groupements galloyls, qui comportent plusieurs
groupements hydroxyles des tanins et les cycles pyrrolidine des prolines (Vergé et al., 2002;
Richard et al., 2006).

D'aprés Prigent (2005), la dénaturation de la protéine induit la diminution de sa surface totale et
donc la diminution du nombre d'acide aminés exposés a la surface et donc les sites de liaisons

des polyphénols.
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Conclusion

Conclusion

L'industrie pharmaceutique utilise encore une forte proportion de médicaments d'origine
végétale et les chercheurs trouvent chez les plantes des molécules actives nouvelles, ou des matiéres
premiéres pour la semi synthese. Parmi ces molécules, les polyphénols sont probablement les

composés naturels les plus répandus dans la nature.

La présente étude avait pour objectifs le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des
tannins de deux plantes médicinales étudiées Mentha rotundifolia et Urtica dioica, ainsi que
évaluation de leurs activités biologiques a savoir 1’activité antioxydante et I’interaction avec les

protéines.

L’étude phytochimiques a prouvé la richesse des feuilles de 1’espéce de Mentha rotundifolia en

composés phénoliques totaux par rapport a I’espece d 'Urtica dioica.

Il est claire, que les résultats de notre travail, nous paraissent d’emblée intéressants et apportent une

validation a I’utilisation traditionnelle de ces espéce végétale.

Les polyphénols de Urtica dioica et Mentha rotundifolia ont montré qu’elles sont dotées d’une
activité antioxydante par deux méthodes, le test de DPPH et le teste réducteur de fer (FRAP). La
premiere méthode indique la capacité des plantes étudiées a piéger ce radicale. Ce potentiel s’éléve
avec 1’augmentation des concentrations des extraits de plantes ce qui peut refléter la quantité
d’antioxydants présents dans les différentes échantillons. La deuxiéme méthode a montré
que.l’extrait de Urtica dioica posséde une capacité a réduire le fer similaire que celle de a-

tocophérol.

Au cour de ce travail, une deuxieéme propriété biologique des composés phénoliques a été démontré
par 1’¢tude interactionnelles de ’OVB avec les extraits des deux plantes. Ces interactions sont

fortement influencées par la variation des concentrations de I’OVB et des extraite phénoliques.

Toutefois, une température inférieure a 25 °C n’a aucun effet statiquement sur la formation des
complexes polyphénol-protéine, au-dela les interactions se renforcent dans le cas ou la protéine

n’est pas dénaturée.

Ces résultats in vitro ne constituent qu’une premiére étape de recherche de produits antioxydants

nouveaux et naturels a proposer en médecine.
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Conclusion

Dans cette perspective et dans le but de compléter ct travail, il serait intéressant de procedes a une
caractérisation qualitative plus poussée, de ces extraits par la détermination des structures et

propriétés chimiques de leurs composés phénoliques.

De méme, une réflexion et des essais sur le mode d’utilisation de ces métabolites secondaires
naturellement présents dans les plantes mérites d’étre menés pour leur utilisation a la place de
I’antioxydant de syntheses. Ces substances se substitueraient alors aux produits chimiques

habituellement utilisés comme antioxydants.
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Annexes 1

<50 g de poudre > 500 ml de méthanol
/ (80%)

Macération pendant 48 h

Qélipidation et décantation >

Phase méthanolique M

Evaporation a I'aide d’un &!e/
rotavaneiir 2 40°C

Récupération de I'extrait brut aux

concentrations désirées

Figure : Protocole général d’extraction des composés phénoliques



Annexe 2

le de I'extrait (250ug/ml) b

1,5ml de réactif Folin-

Ciocalteu (1/10)

5 min a température
ambiante et a I'obscurité

1,5ml de Na,CO;

(7.5%)

Lecture a 750 nm

Figure : Protocole de dosage des composés phénoliques

1.5 mld’extrait (2mg/ml)

1.5mld’AlC13a2%

Incubation pendant 30 min a temperature
ambiante et a 1’obscurité
Lecturea 430 nm

Figure : Protocole de dosage des flavonoides




Annexe 3

1 ml de ’extrait almg/ml

1,5 ml d’extrait (2mg/ml) 2 ml de BSA (Img/ml)

1,5 ml d’AICI3 a 2%

< d’incubation pendant 24h a 4°C >

Il

<Centrifugées pendant 20 min

4 ml de SDS/TEA
/O
< Agité vigoureusement par le vortex >

ﬁ / 1 ml de FeCI3
QUbation pendant 15 min>

Qcture 3510 nm >

Figure : Protocole de dosage des tannins




Annexe 4

200 pg/ml) (0,025 g/l)

|___I —

Incubation pendant 30 min a température
ambiante et a 1’obscurité

v

Lecturea 515 nm

[ 100 plde ’extrait (25,50, 100 et J [ 2.9 ml de DPPH

Figure : Protocole d’étude de I’activité antiradicalaire

[ 1ml de I"extrait (25,50, 75, 100 et 125uz' mil)
J

[ 1ml de K, [Fe (CM) ] a 1% | | 1 mlde tampon phosphate
(0,2 M: pH= 6,6)

il

L 3

| Incubation a 50 *C 7 20 min ]

1 ml de TCA a 10 % J

[ 1 3mldem:ruagm:|t

- - ‘ |
[ 1.5 ml d’e=m distillés I::} { 150 pl de Fell, 4 0,1 %

[ Incubation pendant 10 min 3 termpératans ]

ambiznte et a I"obscurite

|

=ure

Figure : Protocole de détermination du pouvoir réducteur.
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Résumé

Derniérement, un grand intérét est accordé aux plantes médicinales a cause de leurs propriétés
thérapeutiques démontrées. Dans le présent travail, les extraits phénoliques de Mentha rotundifolia
et Urtica dioica sont étudiés pour leurs teneur en différents composés phénoliques, leur activité
antioxydant et leur pouvoire d’interagir avec la protéine d’OVB. Le rendement d’extraction de
Mentha rotundifolia était le plus important avec un pourcentage de 13,04% . L’éstimation
quantitative des poléphénols totaux et des flavonoides par des méthodes colorimétriques a montré
que I’extrait de Mentha rotundifolia est le plus riche en ces composes (745,66 mg EAG/g et 102,5
mg EAQ/g respectivement ). Par contre, Urtica dioica contient la teneur la plus élévé en tannins
(12,18mg EAT/g). L’evaluation du pouvoir antioxydant qui a été réalisé en utilisant la méthode du
piégeage du radicale libre DPPH et celle de la réduction du fer FRAP, a indiqué que les deux
extraits métanoliques ont une activité antioxydante intéressente qui est en reltion avec les teneures
en composés phénoliques et en flavonoides. Plusieurs facteurs semblent gouverner I’interaction
polyphénols protéine, a savoir la concentration des polyphénols et de la protéine. Une température
inférieurea 25°C n’a aucun effet sur la formation des complexes polyphénols-protéines; au-dela les
interactions se renforcent dans le cas ou la protéine n’est pas dénaturée.

Mots clés : Mentha rotundifolia, Urtica dioica, antioxydant , polyphénols, OVB.

Abstract
Recently, interest in medicinal plants increased mainly due to their health-promoting properties. In
this study, methanolic extracts from Mentha rotundifolia and Urtica dioica were evaluated for their
different phenol contents, their antioxidant activity and interaction with OVB protein. Mentha
rotundifolia expresses the highest percentage of extraction yield with 13.04%. The quantitative
estimation of total phenol and flavonoid content, by a colorimetric assays showed that the extracts
of Mentha rotundifolia is the most rich in these components (745, 66 mg EAG /g and 102.5 mg
EAQ / g, respectively). On the contrary, Urtica dioica contains the most amount of tannin (12, 18
mg EAT / g). Assessment of the in vitro antioxidant activity using the method of trapping the free
radical DPPH and the reductive power FRAP showed that our methanolic extrats have an
interesting antioxidant activity which is related to polyphénols and flavonoids contents. Several
factors seem to control the interaction polyphénols-proteins, namely the concentration of
polyphénols and protein. A temperature lower than 25 °C has no effect on the formation on the
complex phenol-protein, beyond the interaction are reinforced in the case the protein is not
denatured

Keywords: Mentha rotundifolia, Urtica dioica, antioxidant, polyphenols, OVB.
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