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RESUME

Les extraits naturels des plantes contiennent une variété de composes phéenoliques
auxquels sont attribuées de diverses activités biologiques. Dans cette étude, nous avons tenté
d’extraire I’ensemble des composés phénoliques des trois matrices végétales : dattes, thé et
cafeé.

L’extraction par macération en utilisant le méthanol, s’est averée efficace et a donné
les meilleurs rendements. La solubilité des composés phénoliques est en fonction de beaucoup
de facteurs, voir le mode, la température et le temps d’extraction. Les criblages quantitatifs
par la méthode de Folin-Ciocalteu des différents extraits ainsi obtenus, ont montré leur
richesse en composés phénoliques, révélant ainsi que la matiere premiere soit une source
importante d’antioxydants naturels. L’analyse qualitative des extraits par chromatographie sur
couche mince (CCM) a révelée la présence probable de la Quercétine dans ’TEMDN, EMTV,
EMRT et EMAT. L’évaluation quantitative du pouvoir piégeur des différents extraits vis-a-
vis un radical libre : le DPPH confirme que ses derniers sont dotés d’une activité antioxydante
a dose correspondante. Le meilleur taux d’inhibition é été représenté par la variété Degla
Baida (98,28 %). Ainsi, I’évaluation de I’activité antibactérienne et antifongique nous a
renseigné sur le pouvoir bactéricide de I’ensemble des extraits sur la souche Micrococcus
Luteus & dose V/V. la variété Ali Ourached a enregistré un spectre d’inhibition superieur a
celui de I’antibiotique (Streptomycine) vis-a-vis la souche Bacillus Subtilis. Cette derniére est

considérée comme étant un vrai potentiel antibactérien.

Mots clés : Polyphénols, Extraction, Activité antioxydantes, Dattes, Thé, Café.



ABSTRUCT

The natural extracts of plants contain alarge variety of phenolic compounds, which
possess lot of biological activities. In the context of our study, we have tried to extract
phenolic compounds from there vegetal moulds, which are: Dates, tea leaves and coffee

beans.

The extraction by maceration, using Methanol as solvent, gave the highest yield.
The solubility of phenolic compounds depends to lot of factors, the main are: tempter, time
and the manner. The quantitative sievement of different extracts by Folin-Ciocalteau assay
shows that the most of are reach sources of phenolics compounds. The mutual qualitative
analysis by chromatography on thin layer (CTL) reflects the probable presence of
Quercetine in DNME, GTME, RTME and ATME. Quantitative estimation of the DPPH
scavenging power proves that extracts have an antioxydative activity “dose depended”.
The summit of inhibition was recorded by Degla Baida, which appraise 98,28 % of
inhibition. Also, the evaluation of the bactericidal power proves the clear inhibition of the
Micrococcus lueus strain at the concentration V/V. the Ali Ourached variety has recorded
an inhibiting spectrum which was higher than that one given by the antibiotic
(Streptomycine) against the Bacillus Subtilis strain. As a result, this variety can be
considered as area antibacterial potential.

Key words: phenolic compounds, Extraction, Scavenging power, dates, tea leaves,

coffee beans.
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INTRODUCTION

Depuis toujours I'alimentation joue un réle important dans le maintien et dans
I'amélioration de la santé. Récemment, la science a permis d'identifier certains composants
des aliments, autres que les vitamines et les minéraux, qui contribuent a améliorer la santé.
Ainsi, et au cours de ces derniéres années, nous avons assisté a un regain d'intérét des
consommateurs pour les produits naturels. C'est pour cela que les industriels dével oppent
de plus en plus des procédés mettant en ceuvre des extraits et des principes actifs d’ origine
végétale. Parmi ces nouveaux composes potentiellement intéressants, les antioxydants, tels
gue les polyphénols, ont été particuliérement étudiés en raison de leur utilisation dans les
domaines pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour

|a santé.

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des plantes,
impliqués dans de nombreuses facettes de leurs systémes biologiques : pigmentation,
meécanismes de croissance et de reproduction, protection contre les prédateurs... Ces
composés dintérét biologique sont principalement présents dans les vegétaux (fruits,

légumes, céréales...) et dans les produits qui en dérivent (vin, thé, biére, jus defruits...).

Une des particularités des polyphénols réside dans leur incroyable diversite,
puisque |'on dénombre a I'heure actuelle plus de 8000 composés phénoliques, dont 5000
pour la sous classe des flavonoides [1]. On peut cependant les rassembler en trois grands
groupes, de la masse moléculaire la plus faible a la plus élevée : les acides phénoliques et
composeés phénoliques simples ; les flavonoides ; les tanins, condensés ou hydrol ysables.
D’ autres composes, les stilbenes et les polyphénols de I’ huile d’ olive, ont été intégrés plus

récemment.



Les polyphénols interviennent dans le mécanise d oxydo-réduction. L’oxydo-
réduction est le transfert d’un ou plusieurs électrons d'un atome vers un autre. Un tel
processus est nécessaire pour lavie en aérobie et pour notre organisme, puisque |’ oxygene
est |"accepteur ultime d’électrons au niveau de la chaine respiratoire pour former de
I’énergie sous forme d'ATP. Cependant, dans le cas ou il y a transfert d'un nombre
d éectrons impair, nous assistons a la formation d’ especes toxiques ayant des électrons
non appariés (célibataires), appelées Radicaux libres. Ces radicaux centrés sur |’ oxygene
(appelés ainsi parce que I'éectron célibataire est porté par I'atome d’oxygene) sont
reconnus par leur grande réactivité et font partie des especes oxygénées réactives (ROS:
Reactive Oxygen Species). || a é&é démontré que les ROS oxydent les lipides, les protéines,
les enzymes et I’ADN. Ces dommages oxydatifs sont considérés comme la cause
principale de nombreuses maladies dégenératives telles que les maladies cardiovasculaires

et le cancer.

Pour lutter contre les radicaux libres nocifs, notre organisme possede des systemes
de défense antioxydants. Certains sont endogenes, alors que d autres sont obtenus a partir
de molécules apportées par |'aimentation (exogenes). Parfois, et a cause des agents
externes comme les polluants de I’air, les radiations UV et I’alcool, les radicaux libres
peuvent étre produits en exces, notre systeme endogene de défense se trouve incapable de
réduire toutes ces especes réactives. Pour diminuer ces dommages oxydatifs, notre
organisme a alors besoin d' une alimentation riche en antioxydants exogenes. Parmi ces
antioxydants, on trouve lesvitamines C, E et A, ainsi que les polyphénols.

Ces molécules ont fait |I’objet de plusieurs travaux. Il s agit essentiellement des
différentes techniques d’ extraction végétale, leur identification, leur fonctionnalisation et
des propriétés de ces molécules. L’intérét pour ces composes est justifié par les nombreux
effets biologiqgues qu'on leur attribue, tels que leur rdle protecteur contre les
inflammations, les allergies, les maladies cardio-vasculaires, les cancers, les infections
bactériennes et viraes, la stimulation du systeme immunitaire. Ces effets sont reliés a leur
pouvoir antioxydant et inhibiteur d’ enzymes (hydrolases, les oxydoréductases, les kinases
et lesisomérases).



C'est pourquoi, et dans le cadre de ce mémoire, NoUs NOUS SOMMES iNtEressés
d'inscrire notre étude dans le contexte des travaux visant a mieux connaitre ces Composées
naturels, possedant ce tant de bienfaits, et que la plupart des recherches actuelles ne portent
que sur leur identification, I’évaluation de I’ensemble de leurs effets bénéfiques pour la
santé et le développement de procédés technol ogiques nouveaux, afin de pouvoir les isoler

et bénéficier d avantage de leurs atouts innombrabl es.

Lors de cette étude, il sera question d' étudier les composes phénoliques de trois
matrices végétale : les dattes, le thé et le café. Le thé et e café éant les sources les plus
riches en polyphénols, servent, au cours de notre étude, de repére pour la caractérisation
des polyphénols de trois variétés de dattes, ce fruit tres consommeé dans le monde arabe, et

an Algérie.

Afin de pouvoir réaliser cette éude, nous nous attacherons initialement a
I’extraction de ces composés antioxydants, tout en visant |’optimisation maximale de
I’opération. Nous nous intéresserons par la suite a la caractérisation quantitative et
qualitative des extraits ainsi obtenus. En fin, la derniére partie de cette éude sera consacrée

al’évaluation des différentes activités biologiques des composés phénoliques.
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CHAPITRE PREMIER

STRESS OXYDATIF ET ANTIOXYDANTS

1 Lestress oxydatif

1.1 Historique

Radicaux libres, les especes réactives d oxygene (ERO), le stress oxydant et
antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la
santé et méme pour le grand public. Ces notions ne sont toutes fois pas nouvelles puisgu’il
faut rappeler que dans le milieu des années cinquante, R. Gerschman puis D. Hartman
évoquaient dga la toxicité de I’oxygene et la théorie dite « Free radical theory » pour
expliquer le processus du vieillissement. En 1969, les Américains McCord et Fridovich
isolent a partir des globules rouges humains un systéme enzymatique antioxydant de la
SOD, démontrant ainsi pour la premiére fois que notre organisme produit bel et bien des
ERO dont il doit se protéger. Cette découverte sera le point de départ d une intense

recherche scientifique dans e monde entier sur |e stress oxydant et |es antioxydants [2].

1.2 Définition

Le stress oxydatif, parfois appelé stress oxydant, se définit comme étant un
déséquilibre de la balance oxydants-antioxydants en faveur des oxydants [3]. Il se
développe lorsque les radicaux libres, des molécules oxydantes, sont produits plus

rapidement qu'ils ne peuvent étre neutralisés par I'organisme.
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121 C'estquoi Unradicd libre?

Un radical libre est une molécule trés réactive contenant un ou plusieurs électrons
non pairés dans ses orbitales. Il retrouvera sa stabilité en participant a des réactions
chimiques dont |a conséquence est I'oxydation des lipides membranaires, I'oxydation des
acides aminés composant les protéines et I'oxydation des glucides composant les acides
nucléques [4]. De fagon générale, les radicaux libres contribuent au stress oxydatif par une

série de réactions en chaine [5].

Bien que les radicaux libres aient la capacité d'infliger des dommages irréversibles
aux macromolécules, ils ont un réle essentiel a jouer dans certaines fonctions biologiques
telles la phagocytose, larégulation de la croissance cellulaire et des signaux intercellulaires
et la synthese d'importants composés organiques. Toutefois, en concentrations élevées, ils
deviennent hautement cytotoxiques en engendrant de sérieuses altérations aux cellules

pouvant mener alamort cellulaire [6].

Les radicaux libres impliguant un ou des atomes d'oxygene se nomment especes
réactives de I'oxygene (ERO). L'anion superoxyde (O,") est la forme primaire des ERO et
est formée par I'addition d'un électron a I'oxygene moléculaire (O,). L'anion superoxyde
peut ensuite étre converti en ERO secondaires telles que le radical hydroxyle (OH), le
radical peroxyle (ROO-) ou le peroxyde d'hydrogene (H,0O,), ce dernier n’étant toutefois
pas un radical libre puisgu'il ne contient pas d’' éectrons non pairés. Les radicaux libres
impliquant plutét un atome d'azote se nomment especes réactives de |’ azote, le monoxyde
d'azote (NO) et le péroxynitrite (ONOO) étant deux espéeces bien connues [4]. Alors que
les espéeces réactives de I'oxygene induisent un stress oxydatif, les especes réactives de

I'azote induisent pour leur part un stress azoté.

1.2.2 Sources

Les facteurs responsables de |'augmentation de la production de radicaux libres par
I'organisme sont appelés facteurs oxydants. lls se divisent en facteurs endogenes et

EX0genes.
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1.2.2.1 Sources endogenes

Une des plus grandes sources endogenes de production de radicaux libres est la

mitochondrie, organite utilisant de I'oxygene pour produire de I'ATP.

Au cours de la respiration cellulaire, 95 a 990/0 de I'oxygene consommeé est réduit
en eau. Toutefois, 1 a 5% de I'oxygene est transformé en anion superoxyde (O,”) dans les
complexes | et Il de la chaine de transport des électrons [7]. Ainsi, la production de
radicaux libres est proportionnelle a la consommation d'oxygéne, ce qui signifie que
I'activité physique, malgré ses nombreux bienfaits, constitue un facteur oxydant. De plus,
les peroxysomes, les microsomes ainsi que les leucocytes tels les granulocytes
(neutrophiles et éosinophiles) et les macrophages sont d'importantes sources de production
de radicaux libres[6 ; 8]. Les granulocytes et les macrophages, grandement impliqués dans
le systeme immunitaire de par leur role a éliminer certains antigenes, sont munis d'un
systeme NADPH-oxydase capable de produire des anions superoxyde (O, ") [7]. Parmi les
facteurs endogéenes, on retrouve également le stress psychologique, I'inflammation

(infection, maladies chroniques), le cancer, I'ischémie-reperfusion et lamort cellulaire [9].

Il existe également des systémes enzymatiques qui, dans des conditions normales ou
physiopathologiques, sont capables de produire le O,"~ et ses dérivés. Ces systemes
enzymatiques sont: la NADH/NAD(P)H oxydase(s), la xanthine oxydase, |'enzyme
eNOS, la cycloxygénase, lalipoxygénase, la glucose oxydase et la myéloperoxydase [10].

La contribution relative de chacune de ces sources au cours d un stress oxydatif n’est
pas encore tout a fait éucidée. Cependant dans le contexte des maladies vasculaires, les
systémes enzymatiques NADH/NADPH oxydase(s), la xanthine oxydase et |'enzyme

eNOS ont été identifiés comme étant des sources majeuresd O, .

e Lesysteme NAD(P)H oxydase(s)

LaNAD(P)H oxydase est une enzyme associée aux membranes des cellules du systéme
cardiovasculaire qui catalyse la réduction d’un électron de I’ oxygene en utilisant le NADH

ou le NAD(P)H comme donneur d’ électron [11] selon I’ éguation suivante :
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NAD(P)H + 2 O, » NAD(P)* + H* + O,"

Plusieurs évidences expérimentales et cliniques ont révélé que I’'enzyme NAD(P)H
oxydase représente une source majeure d'O, dans les cellules endothéliales et vasculaires
dans plusieurs conditions pathol ogiques associées a la dysfunction endothéliale, telles que
I” athéroclérose, I’ hypertension, le diabéte mellitus, le resténose, et I’ hypercholestérolémie
[12; 13; 14].

L'obésité est auss une condition favorisant la production de radicaux libres, les
responsables étant I'inflammation chronique, I'hyperglycémie, I'hyperleptinémie, des
niveaux supérieurs de lipides dans les tissus et des défenses antioxydantes inadéquates
[15].

paT

NAD(P)H -
m NAD(P}+

Figure 1.1 : Structure de laNAD(P)H oxydase des cellules musculaires lisses
vasculaires[11].

e Laxanthine oxydase

La xanthine oxydase est issue de I’ oxydation et/ou de la conversion protéolytique de la
xanthine déhydrogénase. La xanthine oxydase est exprimeée dans les cellules vasculaires et
elle peut circuler dans le plasma et se lier a la matrice extracellulaire des cellules
endothéliales. Cette enzyme catalyse le métabolisme de la NADH, de I'oxygene
moléculaire, de I’ hypoxanthine et de la xanthine pour produiredel’O, et du H,0, [10].
La plupart des évidences impliquant la participation de la xanthine oxydase a la

dysfonction endothéliale et dans le développement de maladies vasculaires, découle
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d éudes ou I'utilisation d'inhibiteurs de cette enzyme, tel que I’oxypurinol ou
I’alopurinol, indiquent une améioration de la fonction endothéliale et de la réactivité

vasculaire.

e L’enzyme eNOS Synthase de I’ oxyde nitrique

L’ observation du fait que |I'enzyme eNOS puisse, dans certaines conditions, devenir
une source non négligeable de production d'O,  (contribuant a la dysfonction
endothéliale) a été, pour le moins, trés intrigante. En effet, il a été démontré, in vitro, que
dans certaines conditions, caractérisées par une réduction des concentrations de L-arginine
et/ou du cofacteur BH4 [6; 12], |I’enzyme eNOS présentait une activité NADPH oxydase et
pouvait ainsi produire du O, , un processus connu sous le nom de «NOS uncoupling

reaction.

Cette propriété exceptionnelle est une conséguence de la nature dimérique de I’ enzyme,
duquel chaque sous unité est capable de fonctionner indépendamment |’ une de I’ autre [16].
Ainsi, lorsque I’enzyme est découplée, I'O, agit comme |’ accepteur d’' éectron terminal

(plutét que la L-arginine), se qui résulte en laproduction d’O,  plutét que de NO.

1.2.2.2 Sources exogenes

Les facteurs exogenes associés a une production accrue et/ou a une diminution de
I'&limination de radicaux libres sont également trés variés. Parmi ces facteurs, on retrouve:

e L'aimentation (antibiotiques, alcool, café, aliments riches en protéines et/ou en
lipides et/ou a indice glycémique élevé, faible consommation d'antioxydants)
[17;9]

e Le CO, atmosphérique [18]

e Les polluants (fumée de cigarette, pollution atmosphérique (SO,, NO,, Os,
hydrocarbures), métaux occupationnels (métaux de transition tels le mercure, le fer,
le cadmium et le nickel, arsenic, amiante) [8; 19; 9].
Les métaux lourds ayant une grande affinité avec les groupements sulfhydryles (-

SH), ilsinactivent facilement les antioxydants contenant du soufre [20].
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e Lesmeédicaments (traitements contre le cancer, psoraléene) [9];
e Lesradiations (ionisantes, ultraviolets, micro-ondes) [9] ;

e | 'absorption dermiqgue (i nsecticides, médicaments) [9];

En ce qui concerne I'impact de la pollution sur la production de radicaux libres, une
conclusion de grande envergure a été tirée dans les derniéres années [21]. En se basant sur
de nombreuses éudes effectuées dans différents pays, l'auteur affirme que le stress
oxydatif a éé identifié comme étant le phénomeéne ultime expliquant |es effets toxiques des

polluants atmosphériques causant des inqui études.

1.3 Margqueurs de stress oxydatif

1.3.1 Potentiel antioxydant

Bien que mesurer directement les quantités de dommages oxydatifs aux
macromol écules soit la méthode la plus efficace pour déterminer I'impact du stress oxydatif
chez un individu, il est aussi possible de mesurer e potentiel antioxydant de I'organisme.
Entre autres, la capacité antioxydante totale, utilisant comme biomarqueur le TRAP pour
total radical trapping antioxidant parameter, mesure l'action cumulative de tous les
antioxydants présents dans le plasma et les liquides corporels. Le glutathion et le ratio
glutathion réduit / glutathion oxydé sont également des paramétres populaires [22]. Une
technique relativement nouvelle, I’analyse du condensat exhaé, consiste a recueillir des
biomarqueurs de |'oxydation provenant des voies respiratoires [23]. Cette technique

présente |’ avantage considérable d' étre non invasive.

1.3.2 Dommages oxydatifsal'ADN

L es especes réactives de I'oxygene constituent la plus importante source endogene
de dommages a I'ADN. Elles peuvent lui induire de nombreuses modifications covalentes
telles des |ésions aux bases nucléotidiques (purines et pyrimidines), des cassures de brins,
des pontages (cross-links) inter et intra brin et des pontages protéine-ADN [24].
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1.3.3 Dommages oxydatifs aux lipides

Alors que I'oxydation des lipides représente |'utilisation du substrat énergétique, la
peroxydation des lipides est la dégradation des acides gras membranaires. Elle constitue
par conséquent un indice de dommages oxydatifs effectués aux lipides. La peroxydation
lipidique génére une variété de produits de décomposition relativement stables,
principalement des aldéhydes a, B-insaturés tels le malondialdéhyde, le 4-hydroxy-2-
nonénal, le 2-propénal et les isoprostanes qui peuvent étre mesurés dans le plasmaet |'urine
comme marqueurs indirects de stress oxydatif. Le dosage des F 2-isoprostanes est
actuellement considéré comme I'approche la plus rigoureuse pour évauer les niveaux de
peroxydation lipidique causeée par les radicaux libres in vivo. Les données disponibles
indiquent que la quantification des F2-isoprostanes dans e plasma ou dans |'urine donne un
indice de stress oxydatif hautement précis et approprié [25].

1.3.4 Dommages oxydatifs aux protéines

Lorsque des radicaux libres réagissent avec des protéines saines, plus précisément
avec le groupement radical (chaine latérale) des acides aminés, il en résulte laformation de
groupement carbonyles. Le dosage plasmatique des protéines carbonylées est actuellement
le marqueur d oxydation avancée des protéines le plus utilisé, aussi bien in vivo que in
vitro, pour mesurer les dommages oxydatifs effectués aux protéines [25; 26]. La grande
stabilité chimique des protéines carbonylées en fait une cible intéressante pour les mesures
en laboratoire. La quantification des protéines carbonylées est aussi un test sensible et
spécifique [22]. Parmi les marqueurs plasmatiques, on retrouve également la sulfoxydation
de laméthionine et les produits de latyrosine [27].

1.3.5 Dommages oxydatifs aux lipoprotéines

« Les lipoprotéines sont de grands complexes de proténes et de lipides,
hydrosolubles, qui transportent massivement les lipides dans tout I’ organisme. La coque
externe est une mono couche de phospholipides contenant du cholestérol et une ou
plusieurs molécules protéiques appel ées apolipoprotéines (Apo-A, Apo-B, etc.) ; la partie
centrale contient des triglycérides, des esters de cholestérol et de petites quantités d'autres

substances hydrophobes, comme des vitamines liposolubles. Les lipoprotéines de basse
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densité (ou LDL pour Law density lipopratein) sont un groupe de lipoprotéines de types et
de tailles variables (18 a 25 nm de diamétre), qui transportent le cholestérol, libre ou
estérifié, dans le sang et a travers le corps pour les apporter aux cellules. Les LDL sont
produites par le foie a partir des lipoprotéines de trés basse densité (ou VLDL). Elles
portent des apolipoprotéines B-100 et des vitamines antioxydantes (vitamine E et
caroténoides). »

Lamesure de I'oxydation des LDL peut seffectuer de deux fagons, soit par la mesure
directe du nombre de molécules LDL oxydées, soit par la mesure de la susceptibilité des
LDL al'oxydation. Cette derniére est réalisée in vitro dans des conditions oxydantes dans
le but de déterminer un temps de latence qui représente le temps nécessaire pour que toutes
les LDL présentes soient oxydées. Au cours de la derniere décennie, de nombreuses
méthodes ayant recours a un anticorps monoclonal ont été élaborées pour la mesure directe
du nombre de LDL oxydées[28].

14 Lestress oxydatif comme facteur de risque des maladies chronigues

1.4.1 ROledu stress oxydatif dans le dével oppement des mal adies chroniques

La génération d'especes réactives de I'oxygene et d autres radicaux libres au cours
du métabolisme cellulaire est un processus normal et nécessaire qui est idéalement
compensé par un systeme antioxydant endogéne éaboré. Toutefois, en raison de
différentes situations environnementales et- pathologiques ainsi que certaines habitudes de
vie, un exces de radicaux libres peut saccumuler, résultant a un stress oxydatif [29].

La consequence majeure de ce dernier est le dommage qu'il cause aux bases des
acides nucléiques, aux lipides et aux protéines, lequel peut sévérement compromettre la
santé et la viabilité d'une celule ou induire une variété de réponses cellulaires par la
génération d'especes réactives secondaires et ultimement, mener a la mort cellulaire par

NéCrose ou par apoptose.

Un dommage oxydatif & une seule de ces biomolécules peut, théoriquement,

contribuer au développement d'une maladie [25]. Une quantité croissante d'évidences
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scientifiques suggere que le stress oxydatif soit relié aux mécanismes pathophysiol ogiques
primaires ou secondaires d'une multitude de maladies chroniques et aigues. Cette relation
est appuyée par des expérimentations qui ont démontré, in vitro, qu'il était possible de

créer un processus dégénératif par le stress oxydatif [29]

Les ERO ont également été identifiées comme étant I'agent causal de la perte
neuronale dans la maladie d'Alzheimer, I'épilepsie, I'ischémie cérébrale, la commotion
cérébrale, lamaladie de Parkinson, la sclérose 