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Résumé :
Titre : Extraction des polyphénols du thé vert et leurs effets thérapeutiques.

Les polyphénolssont considérés comme des composés cosmopolitesdes végétaux.Ce
sont des antioxydants et ils constituent les principes actifs de nombreuses
plantesmédicinales. On les trouve, d’une manicre générale, dans toutes les
plantesvasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes: racines, tiges,bois,

feuilles, fleurs et fruit.

Pour cela, notre étude qui consiste a extraire les polyphénols a partir des feuilles du thé
vert Camellia sinensis, mesurer leur toxicité (DLsg) et leur activité anti-oxydante ainsi que
quelques effets thérapeutiques (1’action contre le stress, 1’activité amincissante et 1’activité

antimicrobienne) montre :

- L’extraction des polyphénols du thé vert par infusion est tres efficace.

- L’analyse a la ECGMS a identifi¢ 4 composants polyphénoliques inclus dans le
lyophilisat obtenu dont le EGCG est le plus abondant.

- La DLsyp a montré que ’administration de 2500mg/kg de polyphénols par voie
intraveineuse n’est pas 1étale.

- Le test de FRAP a montré une activité anti-oxydante trés puissante des
polyphénols du thé vert.

- Pour les parametres thérapeutiques, les résultats obtenus montrent que les
polyphénols du thé vert ont des effets protecteurs sur le modele de la dépression
SICD induite chez les souris, une forte activité amincissante et une activité
antibactérienne tres efficace vis-a-vis Pseudomonas aeruginosa et négative vis-a-

vis Escherichia coli.

Donc, I’application des polyphénols du thé vert comme remede naturel est trés efficace

donc c’est un retour vers la pharmacie traditionnelle.

Mots clés :
e Activit¢ anti-oxydante, antioxydants, Camellia sinensis,effets thérapeutiques,

polyphénols, thé, toxicité.



Introduction :

Les plantes sont capables de produire de nombreux métabolites secondaires parmi
lesquels on distingue les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques
(Macheix et al.,, 2006). Avec leur diversité structurale remarquable, ces derniers,
également appelés polyphénols, constituent une richesse déja largement exploitée par
les industries agro-alimentaire, cosmétique et pharmaceutique (De Corbiere et
Caraman, 2006). Les polyphénols (principalement, flavonoides, acides phénoliques,
tannins) sont présents dans toutes les parties de la plante. Ils entrent dans la
composition des produits de consommation les plus courants, en particulier les fruits et
légumes mais également les produits transformés comme le chocolat, le thé et le vin

rouge.

De récentes études épidémiologiques suggérent qu’une alimentation riche en
produits végétaux semble apporter une protection contre ledéveloppement de diverses
pathologies dégénératives associées au stress oxydant (Causse, 2005) telles queles
maladies chroniques cardio-vasculaires, les maladies neuro-dégénératives et divers
cancers. Cette protection serait dueaux micro-constituants des fruits et [égumes dont les

polyphénols sont les principauxreprésentants (Singh et al., 2010).

Les polyphénols sont considérés comme des composés quasiuniversels des
végétaux. Structurellement, ils se répartissent en plusieurs classes allant de composés
présentant un simple noyau phénolique (ex.: acide gallique) a des composés
polymériques complexes comme les tanins (Macheix et al., 2006). Les polyphénols
constituent les principes actifs de nombreuses plantes médicinales (Edwin, 1996). On
les trouve, d’une maniere générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent
étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruit (Yusuf,

2006).

Actuellement, grace au développement des méthodes d’extraction et des
techniquesd’analyses physico-chimiques et biologiques, une meilleure connaissance de
la compositiondes plantes d’importance alimentaire et des aliments qui en dérivent, du
devenir de leursprincipaux micronutriments apres ingestion (biodisponibilité) et des
effets nutritionnels qui endécoulent, est devenue possible. La recherche d’extraits

végétaux riches en molécules a fortpouvoir antioxydant et la mesure de [’activité



antioxydante dans différents milieux restent desdomaines de recherche importants(Zhu

etal., 2001).

Cependant, la qualit¢ alimentaire ou thérapeutique d’un extrait naturel est liée a
Iefficacité et a la sélectivité du procédé d’extraction utilisé (Rusak et al., 2008). Les
techniques conventionnelles d’extraction des polyphénols impliquent différents
solvants et divers procédés : macération, soxhlet, chauffage conventionnel, infusion...
Alors, ces méthodes impliquent une durée d’extraction qui peut étre trop longue et au
cours de laquelle des problémes de dégradation de I’extrait peuvent survenir (Lin et al.,

2008).

Dans notre étude, nous nous intéressons aux polyphénols du thé vert Camellia
sinensis. Ces derniers ont été démontrés avoir des propriétés anti-oxydantes tres
bénéfiques et qui soupgonnent jouer un role important dans la biologie des vivants
(plantes, hommes et animaux) (Lambert et Elias, 2010) aussi qu’ils sont en grande
partie responsables de la promotion de santé offerte par le thé vert (Oaket al., 2005)
puisqu’ils ont une efficacit¢ médicale polyvalente (anti-cancérigéne, anti-
hépatotoxique, antimutagene...) (Zhu et al., 2001). Aussi, Zheng et al.,ont rapporté que

les polyphénols ont une activité de modulation de la multi-résistance (Edwin, 1996).

La stabilité des polyphénols, produits phyto-chimiques extraits a partir des feuilles
du thé vertCamellia sinensis, est a 1’étude depuis plusieurs décennies afin de déterminer
leurs modifications chimiques au cours de leurs transformations (Ananingsih et al.,

2011).

A cet égard, des études sur le modele animale ont été opérées et ont montré leurs effets
bénéfiques (Grosgogeat, 2009) qui commencent aujourd’hui a recevoir I’attention

scientifique qu’elles méritent.

Pour ces effets, notre travail porte sur 1’explorationdes polyphénols du thé vert

Camellia sinensis :

1- Extraction des polyphénols a partir des feuilles du thé vertCamellia sinensis.
2- Etude de leurs conséquences toxicologiques.

3- Etude de quelques effets thérapeutiques.



[I- Matériel et Méthodes

Cetterechercheestréalisée au sein de 5 laboratoires. La premicre partie, consiste a
I’extraction des polyphénols a partir du thé vertCamellia sinensis,est réalisée au niveau
des laboratoires du Centre de la Recherche Nucléaire d’Alger (CRNA) et le Laboratoire
Central de la Police Scientifique et un laboratoire d’analyses médicales chez un
privé.La deuxiéme partie étant une expérimentation animale. Certaines expériences de
cette étape sontréalisées au niveau de la station expérimentale de ’'université de Blida.
Le reste des expériences est mené dans le complexe SAIDAL, filiale ANTIBIOTICAL,
Médéa.

- Du 03/02/2013 au 07/02/2013 : Stage pratique au niveau du Centre de la Recherche
Nucléaire d’Alger.

- Du 17/02/2013 au 24/03/2013 : Stage pratique au niveau ducomplexe SAIDAL,
filiale ANTIBIOTICAL, Médéa.

- A partir du 26/03/2013 : Stage pratique au niveau de la station expérimentale de
I’université de Blida.

- Le 24/06/2013 : Stage pratique au niveau du Laboratoire Centrale de la Police
Scientifique, Alger.

- Du 27/06/2013 au 01/07/2013 : Stage pratique dans un laboratoire d’analyses
médicales (Dr. Mamma). Ouledyaich - Blida.

Cette prospection cible I’illustration de quelques effets du thé vert qui est I'une des
plantes les plus utilisées a I’échelle domestique et dont son infusion représente la

deuxiéme boisson consommée au monde par toutes les populations(Oak et al., 2005).

Dans ce travail, nous nous intéressons a étudier les polyphénols extraits a partir du
thé vert. Ces polyphénols constituent le groupe de métabolites leplus large et le plus
répandu du régne végétal et font partieintégrante de I’alimentation humaine et animale

(Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Cesapprofondissementsont pour objectif de discuter de maniére critique les
polyphénols alimentaires du thé vert qui sont per¢gus comme sains par les informateurs

de l'activité pharmacologique de cette plante est ensuite analysée sur la base de la

16



[I- Matériel et Méthodes

documentation disponible.A cet effet, ce document envisagel’étude toxicologique et

quelques paramétres thérapeutiques de ces polyphénols.

II-1- Matériel :
I1-1-1- Matériel biologique :

Le thé vert 70 (th¢ BARARI), la particularité de ce type de thé c’est que la feuille

entiere est utilisé et non pas des feuilles brisées.

Figure 2 : Image montrant le thé vertCamelliasinensis70 utilisé.

Les essaissont pratiqués sur des souris suisses pesant entre 17get 20g et agés de 4 a

5 semaines et aussi sur des lapins agés de 3 a 5 mois et pésent entre 2343g et3702g.

Les animaux utilisés pour la réalisation de cette enquéte sont toussains, résistent
parfaitement sous notre climat et bien adaptés aux conditions de laboratoires (cycle

nycthéméral, température, humidité relative, ’abondance en eau et 1’alimentation).

a- Température et humidité des salles :
e Température :Les sourisutiliséessont mises a une température entre 20 et 22°C et
les lapins a la température ambiante.

e Hygrométrie des salles :Elle est d’environ 55%.

17



[I- Matériel et Méthodes

b- Alimentation:

L’aliment est donné de maniere ad-/ibitum. 11 est constitué de granulés fabriqués

par I’Office National des Aliments de Bétail (ONAB).

c- Eau:

Les cages sont munies de tétines permettant aux animaux [’acceés a 1’eau tres
facilement, notant que 1’abreuvement des animaux doit permettre une disponibilité

permanente en eau de bonne qualité.

d- Luminosité :
Dans le laboratoire, le cycle nycthéméral est respecté. Parfois, I'utilisation d’un

éclairage artificiel le jour est favorisé.

Pour la réalisation du reste des essais (activité antimicrobienne), des souches de

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans et Streptomyces.

I1-1-2- Matériel non-biologique :
- Centrifugeuse (annexe 1, figure 11).
- Congélateur a -80°C.
- Spectrophotométre.
- Lyophilisateurs (annexe 1, figurel2).
- Plaque chauffante (annexe 1, figurel3).
- Balance analytique (annexe 1, figure14).
- Etuve (annexe 1, figurel5).
- Bain-Marie thermostaté(annexa 1, figure 16).
- Verrerie de laboratoire (mortier, béchers,fiole jaugée, boite de pétrie en verre,
barreau agitateur).
- Papier aluminium.
- Seringues.
- Autoclave.
-  ECGMS.

- G¢éloses (gélose nutritive et Luria-Bertani).

18



[I- Matériel et Méthodes

I1-1-3- Réactifs utilisés :
- Le tampon de phosphate 0,2 M.
- Le potassium hexacyanoferrate [K3Fe(CN)s] a 1 %.
- L’acide trichloracétique a 10%.

- LeFeClza1 %.

I1-2- Méthodes :

I1-2-1- Extraction des polyphénols du thé vert Camellia sinensis:

> But:

Cette étape est réalisée pour Oteret purifier les polyphénols inclus dans la feuille du
thé vert. Ainsi, les transformer a une forme lyophilisée et donc une poudre qui a été

utilisée dans la suite des essais.

» Principe :

Il consiste a faire sortir les polyphénols de la feuille du thé vert sans I'utilisation de
solvants ou d’autres produits chimiques afin d’ignorer la possibilit¢ d’intoxiquer les

animaux utilisés dans les expériences réalisées.

» Mode opératoire :

- Les feuilles du thé vert sont partiellement broyées a 1’aide d’un mortier.

- Apres broyage, 1’eau distillée est ajoutée a raison de 10 ml pour chaque gramme de
thé vert.

- Le mélange (thé vert broyé + eau distillée) est mis directement sur une plaque
chauffante réglée a 100°C pendant 15 min notant que ce mélange est vétu du papier
aluminium pour éviter I’oxydation des polyphénols a I’air et a la lumiére.

- Apres 15 min, 'infusion est filtrée a I’aide d’un passoir fin.

- Le filtrat obtenu subi une centrifugation pendant 15 min a 4000 rpm.

- Le filtrat est récupéré, congelé¢ a -20°C pendant 24h ou -80°C pendant lh puis
lyophilisé (Almajano et al., 2008).

- Le rendement de I’extraction doit étre en voisinage de 30%.

- Enfin, une analyse a la ECGMS est accompagnée pour montrer la composition

polyphénolique de I’extrait obtenu.

19
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1l faut signaler que le lyophilisat doit étre portéloin de la lumiére, del’humidité, de

la chaleur et les températures élevées et des températures trop basses.

I1-2-2- Etude toxicologique :
DL50 .

> But:

Cette étape est réalisée pour confirmer la dose 1étale responsable de la mortalité de
la moiti¢ de la population utilisée pour 1’analyse et donc pour savoir la dose maximale

qui engendre I’intoxication des animaux dans la suite de 1’étude.

» Principe :

C’est la recherche de la quantit¢ des polyphénols, extraits a partir du thé
vert,statistiquement établie, dont nous pouvons s’attendre a ce qu’elle provoque la mort
de 50 % des animaux d’expérience dans un temps donné(48h), aprés administration par

voie intraveineuse (Anonyme 1).

» Mode opératoire :

L’étude de la toxicité est faite sur 20 souris.

- Avant administration, la quantité des polyphénols lyophilisés désirée pour I’analyse
est diluée dans de I’eau distillée a raison de Iml pour chaque gramme de lyophilisat
utilisé (Schmidt et al., 2005).

- La dose appliquée est 2500 mg/kg de poids corporel (Hsu et al., 2011).

- Apres administration par voie intraveineuse de la préparation des polyphénols, le

résultat attendu s’avere aprés 48h (Anonyme 1).

e Lecture:

Apres 48h, le nombre d’animaux survivants est pris comme indicateur de toxicité :

~ Si la mortalité des animaux utilisés est de 50% ou plus, cela signifie que la dose

administrée est mortelle.

20
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~ Si le niveau de mortalité est égal au niveau de survie (50% mortalité, 50%
survie), la dose administrée est dite toxique ou plus ou moins toxique.

~ Si la mortalit¢ des animaux utilisés est moins de 50% (entre 0% et 50%), cela
signifie que la dose administrée n’est pas toxique et donc cette dose peut étre

intensifiée(Anonyme 1).
I1-2-3- Activité anti-oxydante :

> But:

La présente pratique porte sur 1’évaluation dela propriété anti-oxydante des
polyphénols du thé vert Camellia sinensis par la méthode de FRAP
(FerricReducingAntioxidant Power). Cette méthode (FRAP) est une méthode rapide et
peu coliteuse spécifiquement orientée sur la capacité des produits testés a réduire le fer

oxydé.

» Principe :

Cette technique consiste a observer durant quatre minutes lechangement
d'absorbance a A =700nm et a pH acide, résultant de la réduction du complexe Fe’-
TPTZ (ferric-tripyridyltriazinecomplex) (Benzie et Strain, 1996; Roginsky et Lissi,
2003).

Cette méthode est adéquate pourcaractériser le potentiel antioxydant de composés
purs. Toutefois, le potentiel de plusieurs molécules, comme une variété de polyphénols,
ne peut étre mesuré précisément du fait que leur temps de réactiondépasse les quatre

minutes standard de cinétique (Huang et al., 2005).

Commecette méthode n'implique aucun substrat oxydable, elle ne renseigne en rien
sur la capacité du produittesté a protéger quelconque substrat biologique contre

I'oxydation (Frankel et Meyer, 2000).
» Mode opératoire :

Ferricreducingantioxidant power (FRAP) ou le pouvoir réducteur du fer est

déterminée selon la méthode d’Oyaizu.
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- Dans des tubes a essai, 0,5 ml de solution de [I’échantillon a différentes
concentrations (de 0 a 1000 mg/ml) sont préparées.

- 2,5 ml de tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) sont ajoutés a chaque tube puis 2,5 ml
de potassium hexacyanoferrate [K3Fe(CN)s] a 1 % (dilué dans I’eau distillée).

- L’ensemble est chauffé a 50°C au bain marie pendant 20 min.

- Un volume de 2,5 ml d’acide trichloracétique (10%) est ensuite ajouté.

- Le mélange est centrifugéa 3000 rpm pendant 10 min.

- Le surnagent (2,5 ml) est mélangé avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de FeCl; a
1% fraichementpréparée dans de 1’eau distillée.

- Un blanc sans échantillon (témoin)estpréparé dans les mémes conditions.

- Lalecture se faita 700 nm et la vitamine E estutilisée comme contrdle positif.

Dans cette méthode, plus 1’absorbance est haute, plus la puissance de réduction est

haute (Oyaizu, 1986).

I1-2-4- Etude de quelques effets thérapeutiques :
I1-2-4-1- Action contre le stress:

> But:

Cette étape est opérée pour certifierl’effet anti-stressant des polyphénols du thé
vert. Le stress étant la premicre cause des maladies chroniques diverses comme le
cancer, la dépression... (Liu et al, 2013) et que les polyphénols du thé vert sont
contemplés comme traitement, il est obligatoire d’étudier leur action thérapeutique

contre le stress.

» Principe :

La présente expérience a été congue pour étudier 1'effet protecteur de polyphénols
du thé vert sur le Stress Imprévisible Chronique Doux(SICD) induit par le modéle de
dépression chez les souris. Avec l'exposition quotidienne au stress pendant 5 semaines

successives, les polyphénols ont ét¢ administrés a des souris a une dose journaliére de
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25 mg/souris ou 50 mg/souris par gavage pendant 3 semaines consécutives a partir de

la troisiéme semaine (Liu et al., 2013).

» Mode opératoire :

Cette analyse est effectuée sur 40souris males et se poursuit pendant 5 semaines.

Les animaux ont ét¢ randomisés en 5 groupes expérimentaux spécifiques dont
chacun cube 8 souris :

Groupe 1 : Témoin, sans aucune condition de stress.

Groupe 2 : Témoin,sans aucune condition de stress mais recoit 50 mg/souris/jour de
polyphénols du thé vert.

Groupe 3 : SICD (Stress Imprévisible Chronique Doux). Les animaux subissent les
facteurs de stress pendant 5 semainessuccessivesmais ne regoivent aucune dose de
polyphénols.

Groupe 4 : Les animaux subissent les facteurs de stress et recoivent un traitement
de polyphénols du thé vert a une dose quotidienne de 25 mg/souris/jour, 30 minutes
avant I’exposition aux conditions de stress a partir de la troisiéme semaine.

Groupe 5 : Les animaux subissent les facteurs de stress et recoivent un traitement
de polyphénols du thé vert a une dose quotidienne de 50 mg/souris/jour, 30 minutes
avant I’exposition aux conditions de stress a partir de la troisiéme semaine.

Les facteurs de stress ont ét¢ administrés une fois par jour pendant 5 semaines
consécutives, a savoir la privation de nourriture pendant24h ou d’eau pendant 24h,
5 min de natation a froid (a 4°C), pincement de la queue pendant 1 minutea 1 cm de
I'extrémité de la queue, I'inclinaison de la cage pendant 24h et 4h immobilisation et

1'éclairage du jour au lendemain (Liu et al., 2013).

Lecture :

Observation du comportement des souries pendant les heures qui suivent

I’exposition au facteur de stress.

Remarque :
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Le facteur de stress doit €étre changé a chaque jour pour que les animaux utilisés ne
s’habituent pas au stress provoqué et donc le facteur de stress appliqué ne perd pas son

efficacité.

I1-2-4-2- Activité amincissante :
> But:

Cette analyse est accomplie pour témoigner le pouvoir diététique des polyphénols
du thé vert. Sachant qu’un poids ¢élevé est la source de plusieurs maladies (diabéete,
obésité, maladies cardiovasculaires...) et que le thé est connu depuis longtemps comme
aliment amincissant, cet examen est réalisé pour prouver I’efficacité des polyphénols

du thé vert dans le chemin de perte de poids.

» Principe :

Le principe consiste a suivre les variations du poids chez les lapins, en leur
administrant les polyphénols du thé vert 3 fois par jours (au contour des repas), par

gavage, pendant 87 jours (13 semaines environ).

» Mode opératoire :

Cette analyse était réalisée sur 5 lapins. Pendant les 87 jours, aucune modification

surla quantité de polyphénols consommeée par jour n’était entrainée.

Remarque :

- Si cette analyse est réalisée sur des humains, aucune variation dans la quantité de
polyphénols consommée par jour ne doit étre apportée c’est-a-dire si les sujets
utilisés ont 1’habitude de consommer des aliments étant source de polyphénols
(café, chocolat ...), leur régime ne doit pas étre changé et donc le lyophilisat
administré représente une deuxiéme source de polyphénols et non pas remplace la

source initiale habituellement prise. Aussi, les individus choisis pour la réalisation
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de cette étude sont sélectionnés selon leurs indices de masse corporelle (IMC) qui

est calculé comme suit :

poids (kg)

- taille?(m?)

Tableau 1: Tableau récapitulatif et illustrateur des valeurs des IMC.

Moins de 16,5

Dénutrition ou famine

Entre 16,5 et 18,5

Maigreur

Entre 18,5 et 25

corpulence normale

Entre 25 et 30

Surpoids

Entre 30 et 35

ODbésité modérée

Entre 35 et 40

Obésité sévere

Plus de 40

ODbésité massive ou morbide

Les lapins triés pour 1’analyse sont sélectionnés selon leur poids car il n’existe pas

d’IMC pour les animaux.

Dans les 3 premiers jours, les animaux consomment une alimentation équilibrée et

100% énergétique (riche en glucides, protéines et lipides). Dans la suite de

I’analyse, le régime alimentaire habituel est repris.

Durant les 87 jours, les lapins prenaient les polyphénols du thé vert, par gavage, 3

fois par jour :

La premicre prise a 7h.

La deuxieéme prise a 12h.

La troisiéme prise a 19h (Diepvens et al., 2006).
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- La quantit¢ de polyphénols administrée a chaque fois est 390mg de poudre de
feuille de thé vert ce qui équivaut a 130mg du lyophilisat du thé vert (Derbré,
2010).

- La mesure du changement du poids est journaliére durant toute 1’analyse (Diepvens

et al., 2006).

1I-2-4-3- Activité antibactérienne:

> But:
La mise en évidence de 1’effet antibactérien des composés testés sur des bactéries,
ainsi que la détermination de la résistance et la sensibilité de ces souches vis-a-vis les

composés phénoliques testés.

» Principe :

Le principe de cette technique est le méme que celui du test d’antibiogramme. Les
disques sont chargés de polyphénols et déposés a la surface des milieux de cultures
solides et ensemencés par des especes bactériennes bien déterminées.

Les polyphénols commencent a diffuser dés leur application sur le milieu de
culture, et pour favoriser la croissance bactérienne, ces boites sont incubées dans
I’étuve pendant 24 heures ou plus selon le germe. L’effet de polyphénols sur la
croissance bactérienne se traduit par la présence d’une zone d’inhibition, dépourvue de

bactéries.

» Mode opératoire :

Les souches testées sont :

Pseudomonas aeruginosaet Escherichia coli.

Préparation des disques :

- Des disques de 6 mm de diamétre sont préparés en papier Buvard.
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- Ils sont autoclavés pendant 20 min a 120°C.

- Ces disques stériles sont plongés dans 1’extrait des polyphénols du thé vert.

Application du test :

- Dans des boites de pétri stériles, les milieux de cultures suivants sont coulés :
v" Gélose nutritive ordinaire pour Pseudomonas aeruginosa.
v' Luria-Bertani pour Escherichia coli.

- Les géloses utilisées se solidifient pendant 15 min sur lesquelles 3ul des
suspensions bactériennes sont déposées et ensemencées a I’aide d’un rateau.

- Les disques sont imbibés de polyphénols du thé vert et déposés sur la surface de la
gélose.

- Les germes sont incubés pendant 24h a 37°C.
Remarque :

e Ce test se réalise dans une zone stérile (a co6té du bec benzéne) pour éviter la
contamination des cultures utilisées.

e L’utilisation d’un disque référence d’antibiotique est essentielle pour illustrer la
différence entre les zones d’inhibition obtenues :
Pour Pseudomonas aeruginosa : le disque d’antibiotique utilisé est Gentamicine.

Pour Escherichia coli : le disque d’antibiotique utilis¢ est Furane.
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Liste des abreéviations :

EC: Epicatéchine.

ECG : Epicatéchine-3-gallate.

EGC : Epigallocatéchine.

EGCG : Epigallocatéchine-3-gallate.

ERO : Espéces réactives de 1I’oxygene.

FeClj :Chlorure ferrique ou perchlorure de fer.
Fe*-TPTZ : ferric-tripyridyltriazinecomplex.
FRAP : FerricReducingAntioxidant Power.
H,0; : Peroxyde d’oxygéne.

HPLC : Chromatographie liquide a haute performance.
IMC : Indice de Masse Corporelle.

IR : Infra-rouge.

K;Fe(CN)g : Potassium hexacyanoferrate.

A : Langueur d’onde.

MeOH :M¢thanol.

MR : Multi-résistance.

NaCl : Chlorure de sodium.

Na,COj; :Carbonate de sodium.

Pgp : P-glycoprotéine.

SICD : Stress Imprévisible Chronique Doux.
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Figure 6: Variation du poids des lapins au cours des 13 semaines de
I’expérience.
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Figure 7: Niveau de diminution du poids des lapins au cours de I’analyse
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Summary:

Title: Extraction of green tea polyphenols and their therapeutic effects.

Polyphenols are considered as cosmopolitanplant compounds. They are antioxidants
and are the active principles of manymedicinal plants. Wefindthem, in general, in all
vascular plants, wheretheycanbelocated in variousorgans: roots, stems, wood, leaves,

flowers and fruit.

Reason of this, our study consists on extracting polyphenols from green teaCamellia
sinensisleaves, measuring their toxicity (LDsg) and their antioxidant effects and some
therapeutic activities (action against stress, slimming activity and antibacterial activity)

shows:

- The extraction of polyphenols of green tea by infusion is very effective.

- The analysis by ECGMS identified 4 polyphenolic components included in the
obtained lyophilisate which EGCG is the most abundant.

- The LDsy showed that administration of 2500mg/kg polyphenols intravenously is
not lethal.

- The FRAP test showed a very powerful antioxidant activity of polyphenols of
green tea.

- For therapeutic settings, the results obtained show that the polyphenols of green
tea have protective effects on the model of depression SICD induced in mice, a
strong slimming activity and a very effective antibacterial activity against

Pseudomonas aeruginosa and screw-negative againstEscherichia coli.

Therfore, the application of green tea polyphenols as a natural remedy is very efficient

so it is a return to the traditional pharmacy.

Keywords:

e Antioxidant effects, antioxidant, Camelliasinensis, therapeutic

activities,polyphenols, tea, toxicity.



Glossaire :

Ad-libitum :Mot latin qui veut dire donner a volonté.

Apoptose : Le processus par lequel des cellules déclenchent leur autodestruction en
réponse a un signal. C'est I'une des voies possibles de la mort cellulaire, qui est
physiologique, génétiquement programmeée, nécessaire a la survie des organismes
multicellulaires. Elle est en équilibre constant avec la prolifération cellulaire.
Athérosclérose : C’est une forme d'artériosclérose, dans laquelle des plaques
d'athérome se forment au niveau de la couche interne (I'intima) des artéres.
Clairance :La clairance est la capacité d'un tissu, organe ou organisme a ¢éliminer
d'un fluide (le sang, la lymphe... etc.) une substance donnée.

Dépression :est un trouble mental caractéris¢, en psychiatrie, par une tristesse de
I'humeur. Elle est accompagnée d'une faible estime de soi et d'une perte d'intérét ou
de plaisir dans des activités habituellement agréables. D'autres signes peuvent
survenir, tels que des pensées négatives, des intentions suicidaires, des troubles du
sommeil, une fatigue, des troubles de 'appétit, de 1'anxiété ou de 1'angoisse et dans
certains rares cas extrémes, des hallucinations.

Escherichia coli : également appelée colibacille et abrégée en E. coli. C’est une
bactérie intestinale (Gram négatif), des mammiféres, trés commune chez 1'étre
humain. En effet, elle compose environ 80 % de notre flore intestinale. Découverte
en 1885 par TheodorEscherich, dans des selles de nourrissons, c'est un coliforme
fécal généralement commensal. Cependant, certaines souches d’E. coli peuvent étre
pathogénes entrainant alors des gastro-entérites, infections urinaires, méningites, ou
Sepsis.

Flavanols :Ce sont des pigments végétaux de couleur jaune plus ou moins clair. Ils
difféerent par le nombre et la position d’hydroxyle phénolique —OH, parfois
méthylés.

Hypertension :L'hypertension artérielle (HTA) est une pathologie cardiovasculaire
définie par une pression artérielle trop €élevée. Souvent multifactorielle, 'HTA peut
étre aigu€ ou chronique, avec ou sans signes de gravité. On parle communément
d'hypertension artérielle pour une pression artérielle systolique supérieure a 140

mmHg et une pression artérielle diastolique supérieure a 90 mmHg.



Micronutriments :Nutriments sans valeur énergétique, mais vitaux pour notre
organisme. Ils regroupent les vitamines, les minéraux et les oligo-¢léments. Ils sont
actifs a de tres faibles doses.

Multi-résistance : la capacité des cellules exposées a un seul médicament de
développer une résistance a un large éventail de médicaments structurellement
indépendants.

Pathologies neuro-dégénératives :Les maladies neuro-dégénératives forment un
sous-groupe de maladies dégénératives affectant le fonctionnement du cerveau ou
plus généralement du systeéme nerveux de fagon progressive au cours de leur
évolution. Ces maladies provoquent généralement une détérioration du
fonctionnement des cellules nerveuses, en particulier les neurones, pouvant
conduire a leur mort cellulaire. La conséquence pour le malade est une altération
progressive et souvent irréversible des fonctions nerveuses, qui peut conduire a son
déces.

Phyto-alexines : métabolites synthétisés par la plante en grande quantité pour lutter
contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries.
Pseudomonas aeruginosa :autrement connu sous le nom de bacille pyocyanique.
C’est une bactérie gram négatif du genre Pseudomonas. Les bacilles sont fins,
droits et trés mobiles grace a un flagelle polaire : ciliature monotriche, dépourvus
de spores et de capsules. Ils apparaissent la plupart du temps isolés ou en
diplobacilles.

Elle peut, dans certaines conditions, étre pathogene. Trés résistante elle est de plus
en plus souvent responsable d'infections nosocomiales. C'est 1'une des bactéries les
plus difficiles a traiter cliniquement. Le taux de mortalité atteint 50 % chez les
patients vulnérables (immunodéprimés).

Radicaux libres :Le terme « radical libre » est utilisé pour désigner les dérivés
réactifs de l'oxygeéne, ou « espece réactive oxygénée » ou « radicaux oxygénés

libres ». Il s'agit d'une classe spécifique de radicaux.
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Conclusion :

Bien que les grandes lignes concernant les principales classes de composés
phénoliques et les voies majeures de leur action aient été connues des la fin des années
1960 — 1970, des avancées spectaculaires ont été obtenues depuis cette période grace a

I’amélioration des techniques dans des domaines variés.

Ce travail a ét¢ mené pourextraire les polyphénols a partir des feuilles du thé vert
Camellia sinensiset pour étudier leur innocuité (DLsy), leur activité anti-oxydante ainsi

que certains parametres et effets thérapeutiques.

Les résultats obtenus indiquent que I’extraction des polyphénols du thé vert par
infusion est trés efficace et qu’elle peut étre généralisée. Le rendement de I’extraction
est de 31,25% ce qui répond correctement aux normes suivies.L’identification de la
composition chimiquedu lyophilisat obtenu par ECGMS a permis d’identifier plusieurs
composants dont 4représentent les composés polyphénoliques et que 'EGCG est le

constituant le plus abondant (plus de 40%).

Pour la mise en évidence de la dose 1étale des polyphénols du thé vert, la DLsj a
prouvé que ce produit n’est pas toxique a la dose utilisée 2500 mg/kg avec un taux de

mortalité de 15% seulement.

Le test de FRAP a révélé que I’extrait du thé vert présente une puissante activité

anti-oxydante.

Pour les paramétres thérapeutiques étudiésin-vivo, les résultats obtenus dévoilent

une bonne efficacité des polyphénols du thé vert via :

- La réduction du stress : Une dose quotidienne de polyphénols du thé vert de
50mg/souris a été appliquée et a montré une productivité remarquable ce qui a
prouvé que les polyphénols du thé vert ont un effet protecteur contre la
dépression SICD induite chez les souris.

- La perte du poids : Durant les 87 jours de I’expérience, la diminution du poids
¢tait remarquable. Elle a atteigne les 613, 471, 563, 345 et 335pour les lapins 1,

2, 3, 4 et 5 respectivement.

Mais les examens in-vitro ont montré un résultat qui reste discutable :
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- L’application des disques imbibés de polyphénols du thé vert avec
Pseudomonas aeruginosa a donné un résultat trés positif (zone d’inhibition de
1,8 cm) et méme plus efficace que celui de disque antibiotiques de références
(zone d’inhibition de 1,3 cm).

- Pour Escherichia coli, le résultat obtenu est négatif. Les zones d’inhibition
obtenues sont de 2,4 cm pour les disques antibiotiques de référence et de 0 cm

pour les disques de polyphénols du thé vert préparés.

D’apres les résultats obtenus de cette ¢tude, nous concluons que les polyphénols du
thé vert sont trées bons pour la santé et qu’ils méritent 1’engouement scientifique
observé de nos jours. Cependant, nous retenons que les polyphénols soupgonnent de
jouer un role important dans la biologie des vivants et qu’ils sont en grande partie

responsables de la promotion de santé offerte par le thé vert.

Enfin, et d’apres les résultats obtenus de notre travail, nous pouvons signaler que

les polyphénols présentent un projet d’un remede polyvalent pour le bien-étre.
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Annexe 1 :

Figure 11 : Centrifugeuse.

Figure 12 : Lyophilisateur.



Figure 13 : Plaque chauffante.

Figure 14 : Balance analytique.



Figure 15 : Etuve.

Figure 16 : Bain-marie thermostaté.



Annexe 2 :

e La composition de 11 de la gélose nutritive :
- lgde I’extrait de viande.

- 2,5g de ’extrait de levure.

- 5gde peptone.

- 5gde chlorure de sodium.

- 15gd’agar.

- 800 ml d’eau distillée ou déminéralisée.

e La composition de 11 de la gélose Luria-Bertani :
- 10 g de tryptone.

- 5 gd'extrait de levures.
- 10 g de NaCl.

- 800 ml d'eau distillée ou déminéralisée.
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