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Introduction

La consommation des aliments d’origine végétale constitue ces dernieéres années un enjeu de
santé publique qui pourrait contribuer a prévenir de nombreuses maladies telles que les
maladies cardiovasculaires, certains cancers en passant par les maladies inflammatoires et le
processus de vieillissement (Heber., 2008), dont les propriétés préventives d’une alimentation
riche en aliments d’origine végétale sont dues principalement a ses principes actifs qui sont
souvent liés aux produits de métabolites secondaires, qui sont largement utilisés en tant
qu’antioxydants contre le stress oxydatif; une situation ou la cellule ne contrdle plus la
présence excessive des radicaux oxygénés toxiques suite a une production anormalement
élevée de dérivés toxiques. Une fois installé le stress oxydant est responsable de 1’oxydation
de divers substrats biologiques importants comme les lipides, les lipoprotéines, ADN et les
protéines (Birben et al., 2012). Les modifications oxydatives apportés a ces diverses
molécules sont potentiellement impliquées dans le développement de diverses pathologies :
athérosclérose, maladies cardiovasculaires et neurodégénératives...etc. (Pharm-Huy ef al.,

2008).

Cependant, 1’ingestion de polyphénols contenus dans les fruits et les 1égumes pourrait
permettre a notre organisme de renforcer ses moyens de défense contre les processus
d’oxydation qui menacent quotidiennement nos cellules, méme si les mécanismes mis en jeu
dépassent sans doute largement la réduction directe des especes oxygénées réactivées par les

polyphénols (Espin et al., 2007 ; Dembitsky et al., 2011).

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) recommande une consommation réguliere d’un
minimum de 400 g de fruits et de légumes par jour, notamment ceux riches en substances
antioxydantes comme les composés phénoliques, pour la prévention des maladies chroniques

qui peuvent étre causées par le stress oxydatif.

Dans ce contexte, et en accord avec les recommandations OMS, nous avons exploré le
potentiel antioxydant des extraits hydroalcooliques de fruits largement disponibles en
Algérie ; a savoir Vitis vinifera L Cultivar, Gros black (Vigne), Punica granatum L
(Grenadier), Citrus aurantium L var. amara (Oranger amere) et Opuntia ficus-indica L

(Figuier de Barbarie).

Sous I'influence de facteurs environnementaux particuliers (sol et climat) a notre pays, ces

especes fructiferes peuvent avoir une expression métabolique différente qui peut engendrer
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des substances a fort pouvoir antioxydant particuliecrement intéressantes. Il est bien établi que
le stress abiotique, comme biotique peuvent activer les voies métaboliques engendrant des
métabolites importants pour la protection de la plante. Les composés phénoliques notamment
les flavonoides sont reconnus comme des photoprotecteurs qui sont produits par le végétal

pour se protéger contre les méfaits liés a 1I’exposition au soleil et aux rayons UV.

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales et se fixe

comme objectif sur :

-Extraction et caractérisation du profil en composés phénoliques des extraits des plantes
étudiées;
- Evaluation in vitro du potentiel antioxydant sur plusieurs modeles expérimentaux (DPPH’,

ABTS™, FRAP, ORAC, TBARS, NO’), et de la cytotoxicité (test d’Artemia salina) des

extraits des plantes étudiées ;

- Evaluation in vivo des effets analgésique, cicatrisant et antihyperlipidémiant des extraits a

fort potentiel antioxydant ;

-Evaluation de la toxicité aigué chez la souris des extraits des plantes a fort pouvoir

antioxydant.
Le manuscrit est organisé en deux grandes parties :

La premiere partie du manuscrit traite des donnés bibliographiques regroupant les aspects
botaniques, taxonomiques et pharmacologiques sur les especes €tudiées. Le principe du stress
oxydant, les structures biomoléculaires cibles ainsi que les maladies qui ont résultent sont
aussi passés en revue. Cette partie décrit aussi les composés phénoliques, leur biosynthese,

leur diversité structurale ainsi que leurs propriétés biologiques qui sont abordés.

La deuxieme partie est organisée en deux sous parties ; la premiere sous partie présente le
matériel et les méthodes, alors que la seconde sous partie englobe les principaux résultats

obtenus et leur discussion.

Le manuscrit comprend dans sa deuxieme partie une conclusion générale qui permettra de
dégager quelques perspectives de prolongement a ce travail, les références bibliographiques et

une partie annexe.
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Chapitre I : Synthese bibliographique sur les plantes étudiées
1/ Description botanique des plantes sélectionnées
1-1/ Vitis vinifera L (Vigne) (3) quial)

La vigne (Vitis vinifera) est un arbuste pérenne ligneux, grimpant donnant annuellement des
sarments pourvus de vrilles fourchues. Les inflorescences sont en grappes multiflores plus ou
moins ramifiées. Feuilles alternes a 5 lobes sinués dentés, opposées a une vrille rameuse.
Fleurs verdatres, petites 3-5 mm. Sépales a 5 lobes tres courts. Pétales 5. Etamine 5. Les fruits
sont des baies contenant 1 a 5 graines albuminées, de 5-6 mm (Quezel et Santa., 1963 ;

Louvieaux., 2004) (figl).

Figure 1 : Différents organes de Vitis vinifera L.

La vigne Vitis vinifera est une espece appartenant a la famille des Vitacées ; cette derniere est
classée dans 1’ordre des Rhamnales (Simon et al, 1992) (tableau I). Cette famille était
autrefois appelée Ampélidées qui compte plus d’un millier d’especes vivant principalement
dans les régions tropicales et subtropicales du globe (Galet., 2000). A I’heure actuelle,
quatorze genres ont été définis parmi lesquels on retrouve le genre Vitis caractéristique des
zones tempérées (Amérique, Europe et Asie). L’ensemble du genre Vitis comprend
aujourd’hui prés de 60 especes diploides (2n=38 chromosomes) se répartissant en trois

groupes géographiques distincts :
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Vignes américaines (20 especes) caractérisées par leur sensibilité au phylloxéra, leur bonne
reprise au bouturage et au greffage et par leur bonne adaptation aux conditions climatiques

tempérés en supportant ainsi la présence de doses importantes de calcaire dans le sol.

Vignes asiatiques (15 especes) caractérisées par leur sensibilité au phylloxéra, a la chlorose
et en général aux maladies cryptogamiques dont parmi ses especes on note Vitis amurensis
qui a été utilisé dans certains pays comme géniteur pour I’obtention de nouvelles variétés en

raison de sa résistance au froid hivernal.

Vigne européenne qui n’est quant a elle constituée que d’une seule espece Vitis vinifera L ;
cultivée (sativa sp) et sauvage (silverstris sp), la vigne cultivée comprend des milliers de
variétés ou cépages qui nécessite un climat tempéré (Blanc., 2012 ; Kanagarla et al., 2013 ;

Bettaieb-Khiari., 2015).

En Algérie, la culture de la vigne existait depuis longtemps et se basait sur la domestication
des cépages autochtones. Les cultivars introduits par les différentes invasions du pays par des
peuples arrivés du bassin méditerranéen : Romains, Turcs et Francais, avaient orienté cette
culture vers la production vinicole. La culture de la vigne se localisait dans les meilleures
terres, a savoir les plaines de I’Oranie, de la Mitidja et de la Kabylie. Les diverses variétés de
Vitis vinifera cultivées en Algérie sont : Ahchichene, Adadi, Adari, Arekak, Tadelith, Ghanez,
Muscat de Bercaime, Mokrani, Toutrissine, Ferrana de Mascara, Muscat de Gustave, Muscat
de Fondouk, Chaouch et Muscat noire. Cette derniere fait I’objet de la présente étude
(Taguemout., 2013). Actuellement, les vignobles cultivés sont destinés a la production des
raisins plus que du vin et ils se situent surtout au nord du pays et méme dans la partie sud ;

dans quelques oasis sahariennes (Sebki., 2014).

Tableau I: Classification de Vitis vinifera L.

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement | Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Archichlamydées
Ordre Rhamnales
Famille Vitacées

Genre Vitis

Espece Vitis vinifera L
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1-2/ Punica granatum L (Grenadier) o)

Arbuste de 2 a 5 m tres rameux. A feuilles opposées oblongues, luisantes et fleur d’un rouge
écarlate, sessile, réguliere et grande, 20-25 mm, par 1-3 a l’aisselle des feuilles. Calice
longuement campanulé coriace, rouge orangé a 5-7 lobes. Pétales 5-7. Etamines tres
nombreuses. Fruit volumineux couronné par la partie supérieure du calice, a graine
nombreuses (grenade). Cultivé partout et souvent subspontané dans le Tell (Quezel et Santa.,

1963). Le grenadier possede des feuilles caduques, oblongues, entieres et glabres (fig2).

Figure 2: Différents organes de Punica granatum L.

La grenade, Punica granatum, fait partie de I'ordre des Myrtales et de la famille des
Lythraceae (Tableau II), cette dernicre est une famille des plantes dicotylédones qui comporte
plus de 620 especes. Une nouvelle classification a été créée en 1998 par un groupe de
chercheurs botanistes en se basant sur les criteres moléculaires notamment a I’ADN
(classification phylogénétique), cette classification a été révisée en 2003 dont il convient de
retenir que pour certaines especes végétales, les résultats moléculaires sont en accord avec les
anciennes classifications alors que pour d’autres especes végétales il est nécessaire de
modifier leur position, cependant pour le cas de Punica granatum L la famille des Punicacées
n’existe plus. Le grenadier appartient alors a la famille des Lythracées (tableau II) (Spichiger
et al., 2004). Le grenadier a présenté une multitude de variétés dont aucune différence au
niveau de la taille du fruit ou de caractéristiques agronomiques n’a été mise en évidence. La

différence visuelle entre chaque variété se situe au niveau de la couleur de peau (du rouge
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foncé au jaune pale rosé), la couleur des arilles (du rouge trés foncé au rose transparent) ou
bien du goiit des arilles (acide ou doux) (Chauchard., 2013). En Algérie, environ quatorze
variétés sont actuellement autorisées a la production et a la commercialisation par 1’Etat dont
on peut citer I’Espagne rouge, Corda travita, Moller huesso, Mellisse, Papers shell, Gajin,
Sefri, Zemdautomne, Sulfani, Spanish duoy, Selection station, Chelfi Doux de kolea et

Messaad dont cette derniere variété a fait I’objet de la présente étude.

Les plantes ligneuses de la famille des Lythraceae se développent préférentiellement dans les
zones tropicales et méditerranéennes dont I’aire de répartition de grenadier se situe en Asie
occidentale et centrale (moyen orient) ; les pays d’origine de 1’arbre s’étendent de la Turquie
via le Caucase (Arménie, Azerbaidjan, Géorgie) et du Tadjikistan, Turkménistan et
Ouzbékistan a I’est jusqu’en Iran, Afghanistan et Pakistan dont la surface mondiale dédiée a
la culture du grenadier est de 300 000 Ha, dont plus de 76% sont répartis sur cinq pays (Inde,
Iran, Chine, Turquie et USA), cependant I’Espagne et I’Egypte ont une superficie comprise
entre 2400 et 16 000 Ha (Hmid., 2013). Le grenadier est tres bien adapté au climat
méditerranéen et il est beaucoup cultivé dans le bassin méditerranéen : Espagne, Italie, Grece,
Algérie, Tunisie et Maroc (Kanoun., 2014) et on le rencontre plus rarement dans le midi de la

France, au Portugal, en Bulgarie et en Crimée.

Tableau II: Classification de Punica granatum L

Embranchement Angiospermes
Sous-embranchement | Dicotylédones vraies
Classe Rosidées

Ordre Myrtales

Famille Lythraceae

Genre Punica

Espéce Punica granatum L

1-3/ Citrus aurantium L "Bigarade" "orange ameére" <1l JUi .l

Le bigaradier est un arbre de 5 a 10 m, a floraison continue, il porte un fruit avec une peau
rugueuse teintée de vert ou de jaune, sa chair est acide et peu juteuse, trés amere et contient
beaucoup de pépins (Medjedoub., 1996). Le tronc est gris et lisse. Les feuilles ont un limbe
ovale, coriace, articulé sur un pétiole ailé. Les fleurs d’orange sont blanches ou roses tres

odorantes a 5 pétales, blanches charnues et tres parfumées avec une vingtaine d’étamine
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soudées a la base par leu filet et qui servent a la fabrication de 1’eau de fleur d’oranger dans

les pays ou cette derniere est une tradition comme en Maroc, Algérie, Tunisie et Liban (fig3).

Figure 3 : Différents organes de Citrus aurantium L.

Le bigaradier, ou I’orange amere connu sous la dénomination scientifique Citrus aurantium L
est une espece d’arbre qui fait partie de la famille des Rutacées (agrumes), cette dernicre se
rencontre principalement dans les régions chaudes et tempérées du globe, composée d’environ
2000 especes et 150 genres, et se subdivise en 7 sous familles dont Hespéridés qui regroupent
essentiellement les especes du genre Citrus (tableau III), désignées sous la dénomination
d’Agrume (Ernould., 2008). Comme la plupart des arbres a agrumes, le bigaradier (Citrus
aurantium) est originaire de la Sud-est de I’ Asie. Sa diffusion est assurée par les Arabes dés le
8°™ sidcle en Syrie, en Palestine, en Egypte, en Afrique du Nord puis en Sicile, en Sardaigne

et en Espagne (Didier., 1984). Actuellement, le bigaradier (Citrus aurantium L) est largement

implanté en région méditerranéenne et cultivé dans de nombreuses autres parties du monde.

Tableau III : Classification de Citrus aurantium L.

Régne Plantae

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Sapindales
Famille Rutaceae

Genre Citrus

Espéce Citrus aurantium L




Synthese bibliographique

1-4/ Opuntia ficus-indica L "figuier de Barbarie" (S} (il

Le figuier de barbarie est une plante robuste qui peut mesurer jusqu'a 5 metres. Le tronc est
épais et ligneux avec des cladodes vert aplaties sous forme de raquettes de 30 a 50 cm de
longueur et de 15 a 30 cm de largeur, recouverts d’épines. Les fleurs sont hermaphrodites de
couleur jaune ou rougeatre. Les fruits sont des baies charnues avec une pulpe juteuse avec de

nombreuses graines (Sutton et al., 1981) (fig4).

Figure 4 : Différents organes d’ Opuntia ficus-indica L.

Le figuier de barbarie (Opuntia ficus-indica)est une espece de plantede la famille
des Cactaceae (tableau IV), subdivisée dans les tribus des Pereskieae, Opuntieae et Cereae
qui compte environ 130 genres et 1500 especes. La tribu des Opuntieae comprend le genre
Opuntia avec environ 300 especes intégrées dans I'ordre des Caryophyllales et a la sous
classe des Caryophylidaes (Araba., 2000 ; Mulas et al., 2004 ; Reyes-Aguero et al., 2006 ;
Neffar., 2012).

Le figuier de barbarie pousse sur le continent Américain dont il est originaire des régions
arides et semi-arides du Mexique, le figuier de barbarie a été introduit en Afrique du Nord
vers le 16™™ sidcle (El Mannoubi et al., 2008) o il s’est parfaitement adapté dans tout le
bassin méditerranéen et largement cultivé pour son intérét nutritif. Par la suite, la Cactaceae
s’est répandue sur tous les continents présentant des régions au climat chaud et aride ;

actuellement elle est présente en formes spontanées ou cultivées plus ou moins importante
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dans de nombreux pays (Mulas et Mulas., 2004). Opuntia ficus-indica L est parmi les especes
les plus répandues dans le Maghreb en général et en Algérie en particulier qui produit des
fruits comestibles appelés figue de Barbarie, deux formes d’Opuntia ficus-indica L poussent
dans plusieurs steppes Algériennes : inermes ; qui présentent des différences au niveau de
leurs pores, de la couleur du fruit et de la période de fructification dont les dimensions et le
poids du fruit sont influencés par la période seéche et par la période de précipitation et

épineuses ; elles different entre elles par la couleur de la chaire et par la présence des épines.

Tableau IV : Classification d’Opuntia ficus-indica L.

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliphyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Caryophyllidae
Ordre Caryophyllales
Famille Cactaceae
Sous famille Opuntioideae
Tribu Opuntieae
Genre Opuntia
Espéce Opuntia ficus-indica L

2/ Propriétés pharmacologiques des fruits étudiés

2-1/ Effets protecteurs des fruits vis-a-vis des maladies cardiovasculaires

La consommation insuffisante des fruits et des légumes est un facteur vis-a-vis de
I’apparition de maladies cardiovasculaires. Des études utilisant des modeles cellulaires et
animaux, suggerent que les bénéfices santé des fruits seraient en partie liés a I’activité

biologique des composés phénoliques et en particulier aux flavonoides.

De nombreuses études évoquent fortement 1’intérét des composés phénoliques contenus dans
les extraits des fruits de Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus
indica vis-a-vis des maladies cardiovasculaires (Livrea and Tesoriere., 2006 ; Olas et al.,
2008 ; Miguel et al., 2010 ; Saonere Suryawanshi., 2011). Ces composés possedent des
propriétés anti-inflammatoires, antiagrégantes et veinotropes qui leur permettent d’interagir
avec le métabolisme des prostaglandines. Les polyphénols vont inhiber la cyclooxygénase et
la lipooxygénase plaquettaire, limitant ainsi la formation de la thrombose, susceptible

d’obstruer les arteres (Cathiard-Thomas et Pezard., 1998 ; Fang et al., 2008 ; lacopini et al.,
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2008). Les polyphénols limitent aussi treés fortement I’oxydation des LDL (lipoprotéines de
faible densité) ce qui les rend d’excellents agents régulateurs de lutte contre 1I’athérosclérose

(Castilla et al., 2006 ; Demelin., 2012).

2-2/ Effets protecteurs des fruits vis-a-vis du cancer

Le cancer peut étre défini comme étant une maladie caractérisée par une prolifération
cellulaire (tumeur) anormalement importante au sein d’un tissu normal de 1’organisme dont
les facteurs de risque sont multiples. Un apport journalier en fruits et légumes dans
I’alimentation a montré une bonne influence sur le développement du cancer dont de
nombreuses études épidémiologiques ont montré que leur consommation était associée a une

baisse importante du risque de développement de la maladie (Hadj Salem., 2009)

Toutefois, I'effet anticancéreux des composés phénoliques contenus dans les extraits des
fruits de Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus indica ont été
confirmé par plusieurs études épidémiologiques, ces études ont montré que les composés
phénoliques des fruits étudiés ont un effet anti-prolifératif (God et al., 2007 ; Lazze et al.,
2009 ; Miguel et al., 2010 ; Saonere Suryawanshi., 2011 ; Kaur et al., 2012 ) et peuvent
inhiber les différents stades du cancer (initiation, promotion et progression) suite a un arrét du
cycle, apoptose, et les genes de signalisation de I’ADN endommagé (Singletary et al., 2003 ;
Jung et al., 2006 ; Hudson et al., 2007)

Le mécanisme d’action des composés phénolique est variable et dépend de la structure
chimique de ces molécules induisant des propriétés biologiques et des mécanismes d’action
différents (Hadj Salem., 2009), selon Hudson et son équipe (2007) le mécanisme d’action
n’est pas encore totalement élucidé, mais il semble que les composés phénoliques des fruits de
Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica favorisent la
libération de cytokines induites dans 1’apoptose, inhibant ainsi la prolifération anarchique des

cellules.

2-3/ Effets protecteurs des fruits au niveau anti-inflammatoire

Dans des conditions normales, ’inflammation est une réaction de défense naturel de

I’organisme mettant en jeu de nombreux processus et mécanismes afin d’éliminer 1’agent

10



Synthese bibliographique

agresseur, de bloquer I’atteinte tissulaire et de rétablir I’homéostasie et la fonction du tissu

(Hébert., 2008).

Les recherches scientifiques ont mis en évidence la capacité des extraits de Vitis vinifera,
Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica de diminuer la réaction
inflammatoire, via de multiples mécanismes d’action dont les conséquences sont la réduction
de synthese de médiateurs lipidiques et de cytokines pro inflammatoires. En effet, les extraits
des fruits de Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica
inhibent la biosyntheése des enzymes de la cascade arachidonique, notamment les cyclo-
oxygénases COX-1 et COX-2 et bloquent ainsi la biosyntheése des prostaglandines et
thromboxane. De plus un effet inhibiteur a ét€ démontré sur le systtme NF-kB impliqué dans
les réponses immunes (Georgiev et al., 2014 ; Sidana et al., 2013 ; Kaur et al., 2012 ; Miguel
et al., 2010). Bralley et son groupe (2007) avaient aussi montré que les extraits de peau et de
graines de Vitis vinifera ont une action inhibitrice sur I’cedéme induit de patte de rat.
L’efficacité des extraits étudiés peut étre liée a leur profil chimique, particulierement a la
présence de composés polyphénoliques, parmi ces composés se trouve les flavonoides dont

leur variabilité structurale amene a de multiples mécanismes d’action (Soro et al., 2015).

2-4/ Effets protecteurs des fruits au niveau hépato-protecteur

L’augmentation des taux sériques en transaminases (ALAT et ASAT) est considérée comme
une preuve d’une atteinte hépatique, dont de nombreuses études réalisées in vivo ont montré
que les extraits de Vitis vinifera, Punica granatum,Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica
assurent une diminution du taux des enzymes hépatiques, cela confirme leur effet hépatotrope
protecteur. Cela est également le signe des capacités des extraits a réduire les effets
dommageables ou a préserver les mécanismes du fonctionnement du foie contre les
perturbations d’une hépatotoxine (El-Hawary et al., 2012., Kaur et al., 2012 ; Middha et al.,
2013 ; Tomar et al., 2013). Cet effet est dii a la présence d’un certain nombre de molécules

dont les mécanismes d’action restent a définir.
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Chapitre II : Stress oxydant et antioxydants
1/ Généralités

Un radical libre par définition est une espece chimique, atome ou molécule extrémement
instable comprenant un ou plusieurs électrons célibataires non appariés dont ce composé peut
réagir avec les molécules les plus stables pour apparier leurs électrons. Donc cette molécule
instable est considérée comme un radical libre. Les radicaux libres font partie de la famille
des especes réactives de 1’oxygene (ROS) qui regroupe ; radical anion superoxyde (O,"),
radical hydroxyle (OH') mais aussi certains dérivés oxygénés non radicalaire dont la toxicité
est importante tels que le peroxyde d’hydrogene (H,O,), le dioxygene singulet 'O,, a coté des
ROS, il existe des ENR (especes réactives nitrogenes) qui sont générés en permanence par

I’organisme dont le représentant majeur est le monoxyde d’azote (NO') (Dhawan., 2014).

Dans les systemes biologiques, le stress oxydatif, parfois appelé stress oxydant, se définit
comme étant un déséquilibre de la balance oxydante-antioxydante c'est-a-dire lorsque la
production des radicaux libres dépasse les capacités de défense des tissus, ce qui peut
engendrer de nombreux dommages sur la structure et le métabolisme cellulaire en dégradant
ainsi de nombreuses cibles : protéines, lipides, et acides nucléiques, concernant les lipides il
peut y avoir méme des peroxydations touchant les membranes ou les lipoprotéines qui

transportent les lipides dans le sang (Taibur et al., 2012).

2/ Effets du stress oxydant sur les structures moléculaires

Les structures moléculaires suivantes; ADN (acide désoxyribonucléique), les lipides
membranaires ou bien encore les protéines sont les cibles privilégiées des especes radicalaires

oxygénées et des radicaux libres.

2-1/ ADN (acide désoxyribonucléique)

Les radicaux libres en général et les especes réactives de 1’oxygene en particulier peuvent
causer d’importantes modifications au niveau des bases nucléotidiques (purines et
pyrimidines). Les radicaux OH’ sont parmi les radicaux les plus déléteres du stress oxydatif,
ils sont ainsi capables de réagir avec les désoxyriboses ou du phosphodiester de la molécule

de ’ADN comme ils sont capables de s’additionner sur les doubles liaisons des bases de
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I’ADN ou arracher un atome d’hydrogéne des groupements méthyles ou des résidus
désoxyribose (Birben et al., 2012). Griace aux mécanismes d’excision et de resynthese
effectuées par des enzymes de réparation de I’ADN, les dégits engendrés peuvent étre
réparés, mais lorsque ces systemes de protection sont eux méme atteints par 1’oxydation, de
graves altérations du matériel génétique sont induites, comme des mutations pouvant €tre a

I’origine des cancers.

2-2/ Lipides

La peroxydation lipidique et la dégradation des acides gras membranaires sont considérées
comme un indice des dommages oxydatifs effectués aux lipides. L’autoxydation des acides
gras polyinsaturés et monoinsaturés est un processus radicalaire de réaction en chaine qui se
décompose en trois étapes : I'initiation, la propagation et la terminaison, les especes réactives
oxygénées arrachent un atome d’hydrogene aux chaines insaturées des acides gras pour
former des radicaux alkyles, au cours de la phase de propagation, les réactions en chaine
interviennent ensuite dans la membrane ou les radicaux alkyles réagissent avec 1’oxygene
moléculaire pour former des radicaux peroxyles. Les conséquences de la peroxydation
lipidique sont ’altération de la fluidité des membranes ce qui conduit a leur désorganisation
globale jusqu'a leur lyse (Birben ef al., 2012). Parmi les especes réactives de 1’oxygene, les
radicaux hydroxyles et hydroperoxyles sont les plus réactifs vis-a-vis des acides gras

polyinsaturés.

2-3/ Protéines

Notre organisme est constitué de protéines qui sont également victimes des attaques
radicalaires. Par exemple, les fibres de collagene, situées dans la peau qui sont
quotidiennement exposés aux radicaux libres provenant de I’environnement mais aussi les
protéines circulantes comme 1’albumine et les molécules de reconnaissance moléculaire
comme les enzymes, les anticorps et les récepteurs membranaires qui sont aussi des cibles de

I’oxydation radicalaire.

Les especes réactives oxygénées les plus réactives avec les protéines sont le radical hydroxyle

OH’ et le peroxynitrite ONOO". L’ion superoxyde O," est le moins réactif des especes
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réactives oxygénées mais il est suffisamment fort pour oxyder les groupements thiols (-SH) de

la cystéine (Halliwell and Gutteridge., 2008 in Dubois., 2015).

Les ERO peuvent modifier les protéines suivant plusieurs modalités dont 1’oxydation, la
nitrosylation, la nitration ou encore la chlorination d’acides aminés spécifiques, menant plus
ou moins directement a la modification de leur structure et donc a la perte de leur activité

biologique (Henrotin., 2003 in Dubois., 2015).

En effet, dans les conditions physiologiques, les acides aminés les plus sensibles aux ERO
rapportés par la littérature sont : les acides aminés soufrés (cystéine et méthionine), les acides
aminés basiques (arginine, histidine et lysine), les acides aminés aromatiques (tyrosine,

phénylalanine et tryptophane) (Cabiscol et al., 2000)

En présence des ERO les protéines peuvent se dénaturer, se fragmenter ou perdre leur
structure primaire ou secondaire (apparition de groupements hydroperoxydes (-OOH),
oxydation de squelette carboné de la chalne polypeptidique avec fragmentation des
protéines....) dont le dosage plasmatique des protéines carbonylées est actuellement le

marqueur d’oxydation avancées des protéines le plus utilisé, aussi bien in vivo qu’in vitro.

Afin de dégrader les protéines oxydées, les cellules eucaryotes mettent en jeux deux voies
principales de dégradation : les lysosomes et les protéasomes dont la premiere voie assure la
dégradation des protéines extracellulaires tandis que la deuxieme permet de dégrader les

protéines intracellulaires.

3/ Maladies liées au stress oxydatif

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age, car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale
de radicaux. Le stress oxydatif est impliqué dans de nombreuses maladies, et il est considéré
comme facteur associé a des complications et progression de pathologies notamment dans la
genese des maladies cardiovasculaires, neuro-dégénératives (Alzheimer, Parkinson),

métaboliques (diabete) ainsi que dans le vieillissement et la formation de cancers.

On peut aussi distinguer d’autres maladies dont le stress oxydatif est la cause principale
comme ’hypertension artérielle, qui est causée en partie par le stress oxydatif suite a un
dysfonctionnement endothéliale. L’athérosclérose causé aussi par le stress oxydatif conduit a

une diminution de la circulation sanguine et une hausse de la pression artérielle (Bansal and
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Kaushal., 2014 ; Thanan et al., 2015). En effet, le stress oxydatif est aussi associé a plusieurs

maladies rénales, comme 1’insuffisance rénale chronique et les pierres aux reins.

4/ Antioxydants

Un antioxydant par définition est toute substance capable de retarder ou de prévenir de
maniere significative 1’oxydation du substrat par neutralisation ou réduction des dommages
causés par les radicaux libres dans I’organisme et de maintenir un niveau non cytotoxique de
ROS, tant que la quantité d’antioxydants disponibles est suffisante les radicaux libres ne
constituent pas un réel probleme pour 1’organisme, mais en cas de production excessive de
radicaux libres non gérables par I’organisme, toutes les structures biologiques deviennent la
cible de 1ésions (Basharat., 2015). Il existe plusieurs mécanismes d’antioxydation, a savoir
des mécanismes endogenes et exogenes (nutritionnels) qui ont les mémes effets bénéfiques

contre les oxydants.

5/ Mécanismes d’antioxydation

5-1/ Systeme de défense endogéne (enzymatique)

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systemes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de Superoxyde dismutase (SOD), Catalase et
de Glutathion peroxydase GPx, ces radicaux permettent 1’élimination des radicaux libres

primaires (Favier., 2003).

5-1-1/ Superoxydes dismutases (SOD)

Se sont des métalloprotéines, qui représentent une des premieres lignes de défense contre le
stress oxydatif et qui assurent 1’élimination de I’anion superoxyde O,” par réaction de

dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogene et en oxygene.

20," +2H" Super Oxyde dismutase (SOD) . O,+H,0;

Cette métallo-enzyme se trouve dans tous les organismes aérobies, chez 1’homme, on décrit

trois isoenzymes : la Cu/Zn-SOD cytosolique, la Mn-SOD mitochondriale et la Cu/Zn-SOD
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qui different par la localisation chromosomique du gene, leur contenu métallique, leur

structure quaternaire et leur localisation cellulaire (Haleng et al., 2007).

5-1-2/ Glutathions peroxydases (GPxs)

Le glutathion peroxydase est une sélénoprotéine qui réduit les peroxydes aux dépends de son
substrat spécifique. Son rdle principal consiste en 1’élimination des peroxydes lipidiques

résultant de 1’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés.

ROOH+2GSH Glutathion peroxydase . ROH+GSSS+H,0

Cette enzyme a présenté également une tres bonne affinité pour le H,O, dont elle est
importante a sa décomposition de maniere continue a des niveaux physiologiques de la cellule
suite a une oxydation de son co-substrat GSH en GSSG qui sera réduit par la suite par 1’action

de la glutathion réductase (Matés et al., 1999).

20,+2GSH Glutathion peroxydase . 2H,O0+GSSG

5-1-3/ Catalases

La catalase est une enzyme tres indispensable pour la détoxification des radicaux libres durant
le stress dont la fonction principale est de catalyser la décomposition par dismutation du

peroxyde d’hydrogene en eau et en dioxygene.

2H,0OH, Catalase - H,0+0,

La catalase est une tétramere dont chaque unité porte une molécule d’heéme et une molécules
de NADPH dont la fixation de ce dernier sur la catalase augmente son efficacité et la protege
contre I’inactivation (Kirkman et al., 1999), de plus cette enzyme n’utilise pas de cofacteurs
enzymatiques. La catalase est présente dans la plupart des organismes procaryotes et
eucaryotes, elle est présente dans tous les organes, dans la cellule elle est majoritairement
concentrée dans les peroxysomes ou elle régle la production de H,O, issue des enzymes
oxydases et elle est présente également a 1’état libre dans le plasma (Hennebelle., 2006) (Fig

5).
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GSSG 2H,0

oH+ Oz 2GSH

20, K J > H;0,

g

H>0,

2H,0

O,

Figure 5 : Réactions de détoxification du radical anion superoxide et du peroxyde

d’hydrogene (Hennebelle., 2006).

5-2/ Systeme de défenses exogene (non enzymatiques)

Les systemes antioxydants non enzymatiques sont des nutriments naturellement apportés par
I’alimentation ou par des composés endogenes. Ils sont capables de piéger les entités
oxydantes ou de ralentir les processus d’oxydation et forment ainsi des entités plus stables qui
pourront étre éliminées par d’autres systemes antioxydants. Les principaux antioxydants non
enzymatiques sont le glutathion, la vitamine E (a-tocophérol), la vitamine C (acide L-

ascrobique), la vitamine A (caroténoide) et I’acide urique et les composés polyphénoliques.

5-2-1/ Glutathion et protéines-thiols

Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine), et il est le thiol (-SH)
majoritaire au niveau intracellulaire, présent sous sa forme réduite (GSH). Le glutathion joue
un role important comme antioxydant endogene et dans le maintien de I’équilibre d’oxydo-
réduction. Le glutathion permet la conversion des ponts disulfures (R-S-S-R) des protéines
oxydées en deux fonctions thiols (R-SH). De plus il piege le peroxyde d’hydrogene H,O, et
peut réagir avec les radicaux hydroxyles OH’ et d’oxygene singulet O," directement et permet

ainsi de cesser la chaine d’oxydation (Birben et al., 2012 ; Kabel., 2014).

GSH+OH’ » GS'+H,O

2GS’ » GSSG
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5-2-2/ Vitamine E (a-tocophérol)

N

La vitamine E ou bien a-tocophérol (figh) est une vitamine liposoluble a propriété
antioxydante, ce caractere hydrophobe lui permet de s’insérer au sein des acides gras de la
membrane cellulaire et des lipoprotéines, ce qui ainsi explique sa capacité d’empécher ou
d’arréter la propagation de la peroxydation lipidique et de piéger les radicaux libres
organiques provenant de 1’oxydation des lipides (Laguerre et al., 2007 ; Birben et al., 2012 ;
Kabel., 2014).

LOO’+T-OH » T-O'+LOOH

CHs

Figure 6 : Structure chimique d’ a-tocophérol (Laguerre et al., 2007).

5-2-3/ Vitamine C (acide L-ascrobique)

La vitamine C, ou acide ascorbique, est une molécule hydrophile que 1’on retrouve dans de
nombreux fruits. Son caractere hydrophile ne lui permet pas d’avoir une activité
intracellulaire. La vitamine C a présenté sa capacité a piéger les radicaux libres mais son
intérét majeur réside en sa capacité a régénérer la vitamine E au sein de la membrane (fig7) ;
la vitamine C est trés bien connue pour ses propriétés antioxydantes, en effet, elle est
considérée comme un excellent piégeur des especes réactives oxygénées il réagit avec 1’anion
superoxyde (OH"), I’oxygene singulet (O,"), le peroxyde d’hydrogene (H,O,), ou encore
inhibe la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire

issue de sa réaction avec les radicaux lipidiques (Birben et al., 2012 ; Kabel., 2014).
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Membrane

Y

A

LOO® a-TOH

LOOH a-TO°

Radical tocophéroxyl

Figure 7 : Mécanisme de régénération potentiel entre a-tocophérol (a-TOH), I’ascrobate
(AscO) et les flavonoides (Fl) dans les systtmes membranaires (Laguerre et al., 2007 ;

Kabel., 2014).

5-2-4/ Vitamine A (Caroténoides)

Elle appartient a la famille des caroténoides (fig8), elle est capable de piéger les radicaux
hydroxyles OH'et peroxyles LOO", et elle protege ainsi les LDL, dans lesquelles elle est
transportée. Grace a son systeme de doubles liaisons conjuguées, le béta-carotene fixe les
radicaux peroxyles ROO’ et le radical formé est stabilisé par mésomérie ; la propagation des
oxydations en chaine s’en trouve inhibée. De ce fait, les caroténoides font partie du systeme
de défense cellulaire contre les formes agressives de I’oxygene et les radicaux libres (Nicol et

Maudet., 2000 ; Laguerre et al., 2007).

Car+ROO+H* » Car"+ROOH
Car-H+ROO’ » Car+ROOH
Car+ROO’ > Car-OOR

Figure 8 : Structure chimique de  carotene (Laguerre et al., 2007).

19



Synthese bibliographique

5-2-5/ Acide urique

L’acide urique est un produit terminal du métabolisme des purines chez I’homme, il est a pH
physiologique majoritairement ionisé sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux
notamment OH’, ROO", NOO"...... etc. Ces réactions conduisent a des especes radicalaires qui
seront a leur tour réduites notamment par la vitamine C. Cependant, il a été trouvé que 1’acide

urique n’a pas d’efficacité contre les générateurs liposolubles (Haleng et al., 2007).

5-2-6/ Composés phénoliques

Les composés phénoliques et en particulier les flavonoides, sont des métabolites secondaires
des plantes, caractérisés par une structure chimique commune de type 2-phénylbenzopyrane.
Leur activité antioxydante réside dans leur capacité a terminer les chaines radicalaires par
des mécanismes de transfert d’électron et de protons, et a chélater les ions métalliques qui

sont capables de catalyser la peroxydation lipidique (Leopoldini et al., 2011).

Les flavonoides sont capables de piéger les radicaux libres en formant des radicaux flavoxyles
moins réactifs, cette capacité peut étre expliquée par leur propriété de donation d’un atome

d’hydrogene a partir de leur groupement hydroxyle selon la réaction représentée ci-dessous :

FLOH+R’ » FLO'+RH (réaction de piégeage)

Cette réaction de piégeage donne une molécule stable (RH) et un radical flavoxyle (FLO"), ce
dernier va subir un changement de structure par résonance ; redistribution des électrons
impaires sur le noyau aromatique pour donner des molécules de faible réactivité par rapport
aux R"; en outre les radicaux flavoxyles peuvent interagir entre eux pour former des

composés non réactifs (Amic et al., 2003)

FLO +R" » FLO-R (réaction de couplage radical-radical)

FLO+FLO’ » FLO-OFL (réaction de couplage radical-radical)

La propriété antiradicalaire des flavonoides est étroitement liée a leur structure, en particulier
au phénomene de résonance électronique stabilisant exercé par les noyaux aromatiques, cette
activité nécessite : une structure ortho-dihydroxyphénolique du cycle B (3’4’
dihydroxystructure), une double liaison C2-C3 conjuguée avec la fonction 4 oxo et des

groupements hydroxyles libres en C3 et C5 (fig9) (Ami¢ et al., 2003). A titre d’exemple la
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quercétine et la myricétine répondent a tous ces critéres nécessaires pour avoir une activité

antiradicalaire efficace et importante (Middleton et al., 2000).

Figure 9 : Criteres structuraux essentiels pour avoir une bonne activité antiradicalaire des

flavonoides (Amic¢ et al., 2003).

Les flavonoides sont aussi capables d’interagir avec les métaux de transition et de les chélater
grace a leur structure chimique spécifique (figl10), en créant des composés complexes inactifs
(Malesev et Kunti¢., 2007), la chélation des ions métalliques nécessite trois sites principaux :

un site situé entre le groupe 3’OH et le groupe 4’ OH du cycle B, un site situé entre le groupe

30H et 4C=0 de I’hétérocycle C et un site situé entre le groupe SOH du cycle A et le groupe
4C=0 de I’hétérocycle C.

Transfert de proton (HAT)

Figure 10 : Mécanismes d’actions antioxydantes des composés phénoliques (Leopoldini et

al.,2011).
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Chapitre III : Les polyphénols, structures et principales classes

1/ Introduction

Les métabolites secondaires n’appartiennent pas aux métabolites primaires, ces derniers qui
sont essentiels pour le métabolisme et le développement des plantes et qui rassemblent a des

acides aminés, des lipides, des sucres ou des acides nucléiques.

Contrairement aux métabolites primaires, les métabolites secondaires ne participent pas
directement a 1’assimilation des nutriments et donc dans le développement des plantes mais
plutdt interviennent dans les relations avec les stress biotiques et abiotiques, Ils peuvent servir
de défense par la protection de I’attaque des pathogenes ou des herbivores (sécrétions ameres
ou toxiques pour les prédateurs) ou au contraire, attirer certaines especes ayant des roles
bénéfiques (attraction des pollinisateurs), ils peuvent également permettre la communication
entre les plantes, par des réponses allélopathiques ce qui aboutit a une compétition entre les
plantes pour la germination et la croissance par exemple Acacia pruinocarpa produit des
composés allélopathiques qui empéchent la croissance des autres plantes compétitrices. Parmi
les produits du métabolisme secondaires on note ; les composés phénoliques ou les

polyphénols, les composés azotés notamment les alcaloides, les terpenes et les stéroides.

2/Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont une famille de molécules organiques, largement présente dans
le régne végétale depuis les racines jusqu’aux fruits et caractérisée par la présence d’un ou de
plusieurs cycles aromatiques liés avec un ou plusieurs groupements hydroxyles, libres ou
engagés dans une autre fonction ; éther, ester, hétéroside (Bruneton., 1999 ; Bloor., 2001)
(exemple : acides phénoliques, flavonoides, tanins et anthocyanes). Plus de 8000 structures
ont été identifiées (Waksmundzka-Hajnos and Sherma., 2011) allant des molécules simples de
faible poids moléculaire jusqu'aux substances hautement polymérisées de haut poids

moléculaire comme les tanins.
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3/Biosynthese des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont principalement issus de deux grandes voies métaboliques de
biosynthese notamment la voie de 1’acide shikimique, la voie d’acétate malonate ainsi qu’une

voie mixte de biosynthese des flavonoides.
3-1/Voie de Shikimate

La voie de shikimate (Floss., 1997) (figl1) appartient au métabolisme primaire ; C’est la voie
de biosynthese des composés aromatiques notamment les acides aminés aromatiques, parmi
lesquels le précurseur du métabolisme des phénylpropanoides ; la phénylalanine. La voie de
shikimate, appelée également la voie de phénylpropanoide (Hoffman., 2003 ; Hoffman et al.,
2004) (figl2), joue un rdle critique pour contrdler le métabolisme et conduit a la formation de
nombreux composés phénoliques (Kening et al., 1995). La phénylalanine issue de la voie de
shikimate marque l’entrée a la voie de phénylalanine suite a sa conversion en acide
cinnamique par la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) ce qui constitue ainsi le point de
départ de la synthese des principaux métabolites notamment : les acides phénoliques simples,

les flavonoides, les isoflavonoides, des coumarines, des tanins condensés et des polymeres de

lignines.
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Figure 11 : Voie de biosynthese de Shikimate (Floss., 1997)
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Figure 12 : Voie de biosynthese de phénylpropanoide (Hoffman et al., 2004).
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Figure 13 : Représentation simplifiée du métabolisme des phénylpropanoides (Hoffman.,

2003).
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3-2/Voie d’acétate malonate

Les composés phénoliques sont également formés par la voie d’acétate malonate suite a une
condensation de 2 malonyl CoA et une molécule d’acétyl CoA qui donne une chaine latérale,
cette derniere se cyclise pour donner naissance au noyau A (figl4). La voie d’acide
shikimique et celle d’acétate malonate se condensent pour donner naissance a une voie mixte

responsable de la biosynthese de différentes classes de flavonoides.

Glucides

v

Acetyl-CoA | Shikimate |

Y
| Arogenate |
<« HO <«—— HO

Phenylalamne
| 4- Coumaroyl CoA | |4—C0umarate | w

Y
Malonyl CoA

Chalcone »|  Aurone

Flavonoides

Figure 14 : Condensation de la voie d’acide shikimique et de malonate (Hoffman et al.,

2004).
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3-3/ Voie mixte de biosynthese des flavonoides

La phénylalanine ammonialyase (PAL) permet d’obtenir I’acide cinnamique qui deviendra
acide p-coumarique apres action de la cinnamate 4-hydroxylase. La réaction de condensation
d’une unité de propanoide avec trois unités de malonyl-CoA sous I’action de la chalcone
synthase conduit a 1I’obtention de chalcone, cette derniere est par la suite considérée comme

une intermédiaire caractéristique de la synthese de différents flavonoides (Bruneton., 1999).

Les flavonoides possedent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones
(cycle A en C6 et cycle B en C6 reliés par une chaine en C3) parce qu’ils ont la méme origine
de biosynthese, cette derniere se fait a partir d’un précurseur commun; 4, 2°, 4’, 6
tétrahydroxychalcone, qui est métabolisé en présence de chalcone isomérase en flavanone,
ensuite sous I’action de flavone synthase le flavanone se transforme en flavone. En présence
de flavonol synthase ou dihydroflavonol-4-réductase le dihydroflavonol se métabolise en
flavonol ; kaempférol ou bien flavan 3, 4 diol, ce dernier qui semble étre le précurseur des

flavan-3-ols et anthocyanidol (figl5) (Winkel-Shirley., 2001 ; Subsamanian et al., 2007).
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Figure 15 : Voie de biosynthese des flavonoides (Winkel-Shirley., 2001 ; Subsamanian et al.,
2007).
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4/ Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques présentent une grande diversité de structure, dont Harborne (1993)
a proposé une classification de ces composés en se basant sur la détermination du nombre
d’atomes constitutifs et la structure du squelette de base. Ces composés peuvent étre divisés

en plusieurs classes.
4-1/Acides phénoliques (C6-C1 ou C6-C3)

Deux principales classes des acides phénoliques peuvent €tre distinguées ; les dérivés de
I’acide benzoique (C6-C1) (Sarni-Manchado et Cheynier., 2006) et les dérivés de I’acide
cinnamique (C6-C3) (Sarni-Manchado et Cheynier., 2006).

Les coumarines sont aussi considérées comme des composés phénoliques ayant une structure

de base de type benzo-2-pyrone (C6-C3) suite a une cyclisation interne de la chaine latérale

(Macheix et al., 2005).

Tableau V : Principaux dérivés d’acide benzoique (Sarni-Manchado et Cheynier., 2006).

Structure R1 R2 R3 R4 Composé
H H H H Acide benzoique
Re R H H OH H Acide p l}ydroxy
benzoique
Re COoH H OH OH H Acide protocatechique
H OCH; | OH H Acide vanillique
H OH OH OH Acide gallique
Ra H | OCH;| OH | OCH; |  Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

Tableau VI : Principaux dérivés d’acide cinnamique (Sarni-Manchado et Cheynier., 2006).

Structure R1 | R2| R3 Composé
H H H Acide cinnamique
COOH ] .
R4 N H OH H Acide p coumarique
OH | OH H Acide caféique
R OCH; | OH H Acide férulique
2
Rs OCHj; | OH | OCH; Acide sinapique
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Tableau VII : Principaux dérivés de coumarines (Macheix et al., 2005).

Structure R6 R7 RS Composé
R H OH | H | Umbelliférol
N OH | OH H Aescultol
c—o OCH; | OH H Scopolétol
~
R7 o OCH; | OH OH Fraxétol
Ra H OH OH Daphnétol

4-2/Stilbénes (C6-C2-C6)

Les stilbenes sont des composés phénoliques issus du métabolisme secondaire des végétaux,
présentent une structure de type C6-C2-C6 : deux cycles benzéniques reliés par un pont
éthylene (Jean-Denis., 2005). Ces composés existent sous deux formes ; la forme Cis (obtenue

sous action de la chaleur) et la forme Trans (forme stable et bioactive) (Mérillon et al., 1997).

Tableau VIII : Principaux dérivés de Stilbénes (Jean-Denis., 2005)

Structure R1 R2 R3 Composé
H H H Pinosylvine
H H OH Resvératrol
OH H OH Hydroxyresvératrol
H OH OH Picéatannol

H OH OCHj; Rhapontagénine

4-3/Flavonoides (C6-C3-C6)

Le terme flavonoide désigne une treés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols, dont plus de 9000 structures naturelles ont été isolées et caractérisées
(Harbone, 1993). Ils sont a I’origine d’effets physiologiques bénéfiques grace a leur caractere
anti-oxydant suite a la neutralisation des radicaux libres et la limite de certains dommages
oxydatifs (Raskin et al., 2002). Les flavonoides ayant tous en commun le méme squelette de
base a quinze atomes de carbones (C6-C3-C6) ; cycle A et cycle C (2 phényl-1-benzopyrane)
reliés par un cycle pyranique central (cycle B) (figl6).
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Figure 16: Structure de base des flavonoides (Amic¢ et al., 2003)

Les flavonoides peuvent étre divisés en plusieurs classes notamment les flavones, les
flavonols, les flavanols, les flavanones, les dihydroflavanols, les isoflavones, les
isoflavanones, les chalcones, les aurones et les anthocyanes (Narayana et al., 2001 ; W-
Erdman et al., 2007). Cette classification a été basée sur la nature des substitutions R5 et R7
du cycle A, la nature des groupements R3’, R4’ et RS’ du cycle C ou bien le degré
d’oxydation et la diversité fonctionnelle au niveau des positions 2, 3 et 4 du cycle C (Tableau

IX).

Tableau IX : Principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2001 ; W-Erdman et al.,

2007).

Classes Structures chimiques R3¥’ R4> | RS’ Exemples

R3' . 4
g H OH H Apigénine

Flavones @ OH OH q Lutéoline
Ol
(0]

| R5'
@ OH | OCHs; H Diosmétine

Kaempférol

Flavonols OH OH H Quercétine

OH OH OH Myrecétine
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Flavanols @ s | OH | OH | H | Catéchine
OH
OH
R N q OH 0 Naringénine
Flavanones o ©
(0)
@ ®* 1 OH | OH | H Eriodictyol
OH O
Pelargonidine
Anthocyanidines H OH H
OH OH o Cyanidine
Delphénidine
OH OH OH
Rs R, Ry
OH OH OH Genistéine
Isoflavones
H O-Glu | OH Diadézine

4-4/Tanins

Les tanins sont un groupe de polyphénols, de haut poids moléculaire, généralement subdivisé

en tanins hydrolysables et tanins condensés.

4-4-1/Tanins hydrolysables

Comme leur nom I’indique, ce genre des tanins sont dites hydrolysables car ils sont sensibles

a I’hydrolyse chimique ou enzymatique, ces molécules dérivent d’une estérification d’un
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glucide (souvent le glucose) par I’acide gallique (cas des tanins galliques) ou un de ses dérivés

(cas des tanins ellagiques) (figl7) (Bruneton, 2009).

OH

OH OH
OH
OH
o oH
OH
Acide gallique

1,2,3,4,6-pentagalloyl-O-D-glucose
Figure 17 : Structure des tanins hydrolysables (cas d’un tanin gallique) (Bruneton., 2009).

4-4-2/ Tanins condensés (C6-C3-C0),

Contrairement aux tanins hydrolysables, les tanins condensés ne sont pas hydrolysables, ils
résultent d’une polymérisation de flavan-3-ols (tanins catéchiques) ou bien de flavan-3,4-diols
(proanthocyanidines) li€s entre eux souvent par des liaisons de type Carbone-Carbone ; C4-
C8 ou bien en C4-C6 des unités adjacentes (proanthocyanidines de type B) (figl8) mais
lorsque la condensation s’effectue entre C2 et C7, dans ce cas les proanthocyanidines sont dits

de type A (Bruneton., 2009).
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OH
& G
OH

R=H Procyanidol
R=0OH Prodelphinidol

Figure 18 : Structure des tanins condensés (cas de tanins condensés a base de flavan-3-ols)

(Bruneton., 2009)

4-5/ Lignanes (C6-C3), et lignines (C6-C3),

Les lignanes répondent a une présentation structurale de type (C6-C3),, résultant de la
condensation de deux unités de phénylpropanes (C6-C3) liés par le carbone 8 (dimere de

phénylpropanoides) (figl19) (Sainvitu et al., 2012).

OH OH

HO OH
5 6 o
‘; "oy
4 Y,
1 7
3 2
(A) (B)

Figure 19 : Structure chimique d’une unité de phénylpropanoide (C6-C3) (A) et d’un lignane
(B) (Sainvitu et al., 2012).
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La lignine est un polymere fortement ramifiée d’une structure de type (C6-C3), formée par
une polymérisation oxydative de trois alcools phénylpropéniques qui sont les alcools p-
coumarique, coniférique et sinapique (Sakagami et al., 2005) (fig20). La lignine est
considérée comme le second polymere le plus abondant apres la cellulose, la figure 21

montre la structure d’une lignine (Scalbert et Willamson., 2000)

Acide p coumarylique Acide coniférulique Acide sinapylique
CH,OH CH-OH CH-OH
OCH
: i ~ 55 & OCHs,
OH OH OH

Figure 20 : Principaux constituants de lignine (Scalbert et Willamson., 2000).

HO OH Lignin OH

Lignin—O OMe
o
O
o (@)
T
OMe MeO
O
(@)
OH
OH
MeO

OH HO
HO OH HO
o (@)
- -0l
OMe
MeO o /o)
OH

HO

HO
OMe

Figure 21: Structure d’une lignine (Scalbert et Willamson., 2000).
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Matériel et méthodes

1/ Matériel végétal

Le matériel végétal obtenu de source commerciale est constitué de fruits matures de  Vitis
vinifera L, Punica granatum L, Citrus aurantium L et Opuntia ficus-indica L. Les fruits ont
été lavés abondement avec de 1'eau du robinet, rincés a 1’eau distillée et séchés a l'air libre. La
partie sélectionnée de chacun des fruits (tableau X) a été lyophilisée immédiatement apres
obtention (Christ Alpha 2-4 LD plus, Osterode am Harz, Allemagne). Les lyophilisats ont été
transformés en poudre a 1I’aide d’un broyeur électrique et stockés a basse température dans des

bocaux en verre ambrés et fermés hermétiquement jusqu'a extraction.

Tableau X : Caractérisation du matériel végétal d’étude.

Espece Partie végétative Période d’achat Parties utilisées

Vitis vinifera L . . )

Cultivar, Gros black ( Gli Zlese) Septembre 2013 r;r;gz f;rtlt;::lrvzfoec .

(Vigne) 1YY g PP

Punica granatum L Baies . .

(Grenadier) (Grenade) Septembre 2013 Fruit sans écorce

Citrus aurantium L var. Baies

amara L N Janvier 2014 Fruit sans écorce
N (Orange amere)

(Oranger amere)

Opuntia ficus-indica L Baies Septembre 2013 Fruit sans écorce

(Figuier de Barbarie) (Figue de Barbarie)

2/ Méthode d’extraction

Le procédé d'extraction a été réalisé€ selon la méthode décrite par Babero et al (2008) et Ma et
al (2009). Les poudres des fruits lyophilisés (25 g) ont été extraites par macération par
(3x500 ml) de méthanol / eau (70/30) sous agitation magnétique. L'extraction est assistée par
ultrasons (Fisher scientific fb 15046, Leicestershire, Angleterre) pendant 30 minutes a une
température ambiante, avec renouvellement du solvant chaque 24h. Les extraits combinés et
filtrés sur papier filtre ont été concentrés dans un évaporateur rotatif sous vide a une
température <40°C (Buchi R-200, Medellin, Colombia). Les solutions aqueuses résiduelles
ont été lyophilisées pour fournir des résidus a consistance plus ou moins molles. Ces extraits
désignés par extraits lyophilisés des fruits ou ELF, sont stockés a basse température (-25°C)

jusqu'a analyse.
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3/ Caractérisation chimique des extraits
3-1/ Criblage phytochimique

L’établissement du profil chimique des ELFs (extrait lyophilisé des fruits) a été réalisé par
I’utilisation de réactions de caractérisation des principaux groupes de métabolites secondaires
(alcaloides, flavonoides, tanins condensés et hydrolysables, coumarines, saponines,

terpénoides et stéroides) selon des méthodes bien établies.
L’interprétation des résultats des criblages s’est faite selon les qualificatifs suivants :
Présence notable +++, Présence modérée ++, Traces +, Absence -

Apres préparation des extraits des ELFs de Vitis finifera, Punica granatum, Citrus aurantium
et Opuntia ficus-indica suite a une infusion de 3 g de poudre de 1’échantillon dans 50 ml
d’eau distillée bouillante, pendant 30 minutes, les suspensions sont filtrées. Ces filtrats

serviront a la caractérisation des réactions de criblage chimique suivantes :

> Réaction de caractérisation des alcaloides

La présence des alcaloides dans les extraits des fruits de Vitis vinifera, Punica granatum,
Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica a été caractérisée par le réactif de Dragendroff
(Dohou, 2003). Dans un tube a essai, 2 ml d’une solution d’acide chlorhydrique dilué est
ajouté a 5 ml d’ELF et quelques gouttes de réactif de Dragendroff. En présence d’alcaloides

le réactif de Dragendroff donne un précipité rouge brique.

> Réaction de caractérisation des flavonoides

La détection des flavonoides dans les extraits des fruits sélectionnés a été faite par la méthode
de NaOH (Karumi et al., 2004). Le test consiste a rajouter 1 ml d’une solution de NaOH
diluée a 1 ml du filtrat d’ELF, aprés 3 minutes de réaction 1’apparition d’une coloration jaune
intense indique ’existence des flavonoides, La persistance de la coloration apres addition de

quelques gouttes d’acide dilué confirme la présence des flavonoides.
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> Réaction de caractérisation des tanins

L’addition de quelques gouttes d’une solution aqueuse de trichlorure de fer (FeCls a 2%) a
chaque extrait des fruits étudiés permet de détecter la présence ou non des tanins. La couleur
vire au brun noir en présence de tanins galliques (tanins hydrolysables) et au bleu verdatre en
présence des tanins catéchiques (tanins condensés) et en noiratre en présence d’un mélange de

tanins condensés et hydrolysables (Dohou, 2003).

> Réaction de caractérisation des coumarines

La présence des coumarines est révélée suite a 1’addition de 0,5 ml d’une solution
d’ammoniaque a 25 % a 1 ml du filtrat d’ELF. L’observation d’une fluorescence intense

sous UV a 366 nm, indique la présence des coumarines (Rizk, 1982).

> Réaction de caractérisation des saponines

L’ apparition d’une mousse persistante et stable, 15 minutes apres agitation de 1 ml du filtrat

d’ELF, indique I’existence des saponines (Dohou, 2003 ; Koffi et al, 2009).

» Réaction de caractérisation des triterpenes et stéroides

La mise en évidence de ces noyaux terpéniques met a profil la réaction de Libermann. A 5
mg d’ELF sont additionnés 2 ml de chloroforme, 1 ml d’anhydride acétique dilué et 1 ml
d’acide sulfurique concentré. La formation d’un anneau rose a rouge indique une génine
triterpénique, alors qu’une coloration bleu verdatre est en faveur d’une génine steroidique

(Trease et Evans, 1978 ; Bruneton, 2009 ; Koffi et al., 2009).

3-2/ Analyse qualitative des ELFs par CLHP

L’analyse qualitative des extraits des fruits par CLHP utilisant un détecteur UV-VIS a été
réalisée au département de chimie analytique, chimiométrie appliquée et modélisation
moléculaire de Vrije Universiteit-Bruxelles. Cette analyse a ét€ mise a profil pour mettre en
évidence la présence des acides phénoliques et des flavonoides dans les ELF de Vitis vinifera,
Punica granatum, Citrus aurantium, et Opuntia ficus-indica. Des substances témoins ont été

utilisées a cet effet.

39



Matériel et méthodes

3-2-1/ Appareillage

Un appareil chromatographique CLHP (Lachrom Merck Hitachi, Allemagne) constitué des
d’une pompe L-7100, un UV détecteur L-7400, un systeme d’injection automatique L.-7250,
et quatre colonnes couplées de type Chromolith RP-18 Performance (100 mmx4.6mm ID)

(Merck, Darmstadt, Allemagne).

3-2-2/ Conditions opératoires

La phase mobile est constituée par un mélange A (Méthanol / acide trifluoroacétique, 0,05%)
et B (Eau / acide trifluoroacétique 0,05 %) (Alaerts et al., 2014). L’échantillon dissout dans le
méthanol a été filtré a travers un filtre millipore de 0.2 um afin d’éviter I’endommagement de
la colonne et de limiter les interférences dues aux impuretés. La séparation a été réalisée a une
température ambiante et a un débit a raison de 1 ml/min avec un gradient de 1’éluent A et B
pendant 100 minutes selon la composition décrite dans le tableau XI. Le volume d’injection
est de 50 pl. Les analyses sont faites en utilisant deux longueurs d’onde 280 nm et a 325 nm.
L’identification des pics est faite par comparaison du temps de rétention avec ceux de
composés témoins utilisés dans les mémes conditions. Des standards (20) constitués

d’acides phénoliques (7) et des flavonoides (13) ont été utilisés pour cette analyse.

Tableau XI : Gradient de solvants utilis¢ en CLHP analytique.

Temps (min) | Solvant A (%) | Solvant B (%)
0-15 5 95
15-55 15 85
55-75 33 67
75-90 50 50
90-100 95 5

Eluant A : méthanol+ acide trifluoroacétique (0.05%), v/v.

Eluant B : eau+ acide trifluoroacétique (0.05%), v/v.

3-3/ Analyses des ELFs par HPLC-UV-VIS-DAD/ESI-MS

Les ELFs de Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica ont

été analysés par chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur UV-
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Visible a barrette diode (DAD) et a la spectrométrie de masse (MS) en mode ESI. Cette
analyse a été effectuée au département de chimie analytique, chimiométrie appliquée et

modélisation moléculaire. Vrije Universiteit-Bruxelles.

3-3-1/ Description des conditions d’analyses

Un appareil AQUITY UPLC I-CLASS system (Waters, Milford, USA) couplé a la fois un
détecteur a barrette de diodes (240 et 500 nm) et a un spectrometre de masse (SM). Le SM est
un quadripdle (Q) a analyseur de temps de vol (Q-TOF XevoG2-S mass spectrometer, Waters,
Milford, USA), équipé d'une source d'ionisation par électrospray (ESI) en mode positif et
négatif. La tension capillaire est fixée a 3.0 KV, le gaz de désolvatation et de nébulisation
utilisé est I’azote a un débit d’écoulement de 800 L/h. La température de la source ESI et celle
du gaz de désolvatation ont été fixé a 120°C et 450°C, respectivement. Des chromatogrammes
ont été saisis en mode négatif et positif, en utilisant une tension de cone de 40V, un débit de
gaz sur le cone de 50L/h avec un balayage des masses entre 100 et 1200 éléments de m/z
(tableau XII). Une colonne AQUITY UPLCr BEH C,g3 (Waters corporation) de dimensions
(100mmx2,1mmx1,7um), maintenue a une température de 30°C a été utilisée. La phase
mobile est composée d’un mélange de deux solvants : solvant A (eau+acide formique 0,1%)
et le solvant B (acétonitrile+acide formique 0,1%) (Tableau XIII). Le gradient d’élution
utilisé est représenté dans le tableau XIV. Les traitements des données ont été acquis par un
logiciel MASS LYNX. Pour la détection UV, les signaux ont été fixés a 280 nm et a 325 nm
pour les acides phénoliques et les flavonoides, respectivement. L’identification du contenu en
acides phénoliques et en flavonoides a été faite sur la base de données de la littérature et par

comparaison aux standards.

Tableau XII : Conditions d’analyse par la spectrométrie de masse.

Température de désolvatation 450°C
Température de la source 120°C
Débit de gaz sur le cone 50L/h
Débit de gaz de désolvatation 800L/h
La tension de cone 40V
La tension capillaire 3,0KV
Balayage de masse 100-1200 m/z
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Tableau XIII : Conditions d’analyse chromatographique.

Colonne AQUITY UPLCr BEH Cg
Longueur : 100 mm
Caractéristiques de la colonne Diametre : 2,1 mm
Diametre des pores : 1,7 ym
Température de la colonne 30°C
Eluant A Eau+acide formique (0,1%),
124%
Acétonitrile+acide formique
Eluant B (0.1%). v/
Débit 0,45 ml/min
Volume d’injection Sul
Longueur d’onde de détection 240-500 nm

Tableau XIV : Gradient d’élution de la phase mobile.

Temps (min) | Eluant A (%) | Eluant B (%)
0,00 98,00 2,00
20,00 70,00 30,00
25,00 5,00 95,00
25,50 5,00 95,00
26,00 98,00 2,00
30,00 98,00 2,00

Eluant A : eau+acide formique (0,1%), v/v.

Eluant B : acétonitrile+acide formique (0,1%), v/v.

3-4/ Analyses quantitatives par spectrophotométrie (UV-Visible)

3-4-1/ Dosage des phénols totaux (PT)

La teneur en phénols totaux est déterminée par spectrophotometrie UV-Vis, en utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu. Ces essais sont basés principalement sur la réduction du mélange
d’acide phosphotungstique (H3PW,040) et acide phosphomolybdique (H;PMo0,04¢) lors de
I’oxydation des phénols dans une solution alcaline en mélange d’oxyde bleu de tungsténe
(Ws0y3) et de molybdene (MogO,3) qui se traduit par une coloration bleu foncé (Vuorela,

2005).
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Pratiquement, 1 ml d’extrait aqueux d’ELF est ajouté a 5 ml du réactif de Folin Ciocalteu
dilué 10 fois par de I’eau distillée. Une solution (4 ml) de carbonate de sodium Na,CO; (0,7
M) est ensuite ajoutée. Apres agitation les tubes ont été stockés a 1’obscurité pendant 2
heures, apres cette période I’absorbance est lue a 765 nm sur un appareil (Spectroscan 60DV
UV/Vis spectrophotometer, Biotech Engineering Management Co. Ltd, Chypre). La teneur
des phénols totaux est déterminée a partir d’une équation de régression linéaire déduite de la
courbe d’étalonnage (voir annexe) établie avec I’acide gallique (0-0,1 mg/ml) et exprimée en
milligramme d’équivalent acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g extrait)

(Adesegun et al., 2007).

La teneur des phénols totaux est calculée par la formule suivante :

T=C.V/M

T : représente le total des composés polyphénoliques (g Equivalent Acide Gallique/g d’extrait

sec ; g GAFE/g d’extrait)
C : concentration des phénols totaux, obtenue a partir de la courbe d'étalonnage (mg/ml)
V : le volume de 1'extrait (ml)

M : poids de I’extrait sec (g).

3-4-2/ Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides contenus dans les ELFs sont estimés par la méthode au trichlorure
d’aluminium (AICl3) (Ayoola et al., 2008). Pratiquement, 1 ml d’une solution éthanolique
d’AlCl; (2%) a été ajouté a 1 ml de chaque extrait aqueux des fruits étudiés. L’intensité de la
couleur est mesurée a la longueur d’onde de 420 nm apres 30 minutes d’incubation a une
température ambiante (Spectroscan 60DV UV/Vis spectrophotometer, Biotech Engineering
Management Co. Ltd, Chypre). Une gamme étalon (voir annexe) a base de quercétine (0-0,1
mg/ml) est également préparée dans les mémes conditions. La teneur en flavonoides totaux
des extraits est exprimée en mg équivalents quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g

extrait sec).
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3-4-3/ Dosage des flavonols totaux

La quantification des flavonols a été réalisée par la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICl3) additionné d’une solution d’acétate de sodium (Oyedemi et al., 2010). Pratiquement,
2 ml d’une solution d’AlCl; (2%), et 3 ml d’une solution d’acétate de sodium (50g/1) sont
ajoutées a 2 ml d’ELF. Les tubes a essais sont ensuite incubés a 20°C a I’obscurité pendant
2h et demi. I’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 440 nm par spectrophotometre
UV-Vis (Spectroscan 60DV UV/Vis spectrophotometer, Biotech Engineering Management
Co. Ltd, Chypre). Une gamme étalon de quercétine (0-0,1 mg/ml) a été préparée dans les

mémes conditions afin de quantifier la teneur des flavonols (voir annexe).

3-4-4/ Dosage des tanins condensés

Les tanins condensés ont été quantifiés par spectrophotometrie UV-VIS (Swain et Hillis.,
1959). Pour cela, 2 ml de la solution (Vanilline a 1% avec ’acide sulfurique a 70%) ont été
rajouté a 1 ml de la solution (ELF de Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium et
Opuntia ficus-indica). L’ absorbance du mélange a été mesurée a une longueur d’onde de 500
nm (Spectroscan 60DV UV/Vis spectrophotometer, Biotech Engineering Management Co.
Ltd, Chypre) apres 15 minutes d’incubation a 20 °C. La teneur des tanins condensés a été

calculée selon la formule suivante :

T=5.2¥10"*DO*V/P
DO : Densité optique a 500 nm
V : Volume d’extrait utilis€ (ml)

P : Poids de I’échantillon (g)

3-4-5/ Dosage des tanins hydrolysables

La quantification des tanins hydrolysables contenus dans les ELFs des plantes étudiées a été
faite par la méthode décrite par Mole et Waterman in Gouar, 2011. Pratiquement, 1 ml
d’extrait a été rajouté a 3,5 ml du réactif au trichlorure ferrique [FeCls (0,01 M), HCl
(0,001M)]. Apres une période de 15 secondes, 1’absorbance est mesurée a 660 nm
(Spectroscan 60DV UV/Vis spectrophotometer, Biotech Engineering Management Co. Ltd,

Chypre). La teneur des tanins hydrolysables a été calculée selon la formule suivante :
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T=DO*M*V/Epee*P
DO : Densité optique lue a 660 nm
Emole : 2169 de I’acide gallique (constante exprimée en mole)
M : 300
V : Volume d’extrait utilisé (ml)

P : Poids de I’échantillon (g)

4/ Evaluation des activités biologiques

Différentes essais pour mesurer le potentiel antioxydant des extraits ont été utilisés, a savoir

DPPH’, ABTS™*, FRAP, ORAC, NO', TBARS.

4-1/ Activité antioxydante au DPPH

Le test DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans
I’analyse de I’activité antioxydante des différents extraits en raison de sa capacité a produire
des radicaux libres stables et la simplicité de 1’analyse (Benhammou et al., 2007). La présence
des radicaux libres DPPHe dans la solution donne lieu a une coloration violette foncée a la
longueur d’onde de 515 a 520 nm (Benhammou et al., 2007). Les antioxydants réduisent le
DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), par conséquent la couleur vire du violet vers le jaune
(fig22) (Thomas., 2011). Ainsi, l'intensité de la couleur violette est inversement

proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu.
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Figure 22: Mécanisme réactionnel entre 1’espece radicalaire DPPHe et un antioxydant (AH)

(Thomas., 2011)
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L’effet de chaque extrait est mesuré par la procédure décrite par Talukder et al (2013).
Pratiquement, 2 ml de différentes concentrations des ELFs (0-1 mg/ml) sont ajoutés a 2 ml
d’une solution méthanolique de DPPH (0,004%), puis le mélange est laissé a 1’obscurité a
une température ambiante pendant 30 minutes. La lecture de 1’absorbance de différentes
solutions est effectuée a 520 nm. Les résultats sont comparés au controle négatif (solution de
DPPHe en absence de I’extrait). Le pourcentage d’inhibition de I’extrait est calculé par

I’équation suivante :

Pourcentage d’inhibition pppy (I % )=[(A¢-A1)/A¢]*100
A ¢ : Absorbance du contrdle négatif (solution de DPPHe en absence de 1’extrait)
A 1 : Absorbance du test (solution du DPPH en présence de 1’extrait)

Tous les tests sont répétés trois fois (n=3). Les valeurs des ICsy (mg/ml) (signifiant les
concentrations nécessaires des extraits pour piéger 50% des radicaux DPPH’) sont exprimées
en moyennes * écarts types. L’activité antioxydante des extraits est comparée au Trolox

(antioxydant de référence).

4-2/ Activité antioxydante a ’ABTS

La présente méthode est basée sur la capacité d’un antioxydant a réduire le radical cation
ABTS™ ou I’acide 2,2’-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) en ABTS (Bekir et
al., 2013). Ce dernier est quantifié par spectrophotométrie entre 600 et 750 nm. L’oxydant

ABTS™ est un produit d’oxydation en présence de persulfate de potassium.

Pratiquement, un stock d’une solution mere d’ABTS (7 mM, pH= 7,4) est traité avec 2,5 mM
de persulfate de potassium. Le mélange est laissé a une température ambiante, a 1’obscurité
pendant 16 h pour donner une coloration bleu verdatre. La solution est ensuite diluée dans

I’éthanol jusqu’a I’obtention d’une absorbance de 0,7+0,02 a 734 nm.

Un volume (20 pl) de différentes concentrations de 1’extrait [(0-0,1 mg/ml) pour ELF de Vitis
vinifera et (0-1 mg/ml) pour ELF de Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus-
indica] est mélangé avec 180 ul de la solution d’ABTS fraichement préparée. Aprés 6 minutes
d’incubation, I’absorbance est mesurée a 734 nm (Shimadzu UV-1800 spectrophotometer,
Shimadzu corporation Kyoto, Japan) (Bekir et al., 2013). Le pourcentage d’inhibition des

extraits est déduit de 1I’équation suivante :
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Pourcentage d’inhibition zgts (I % )=[(A¢-AT1)/A]*100

A ¢ : Absorbance du contrdle négatif (solution d’ABTS en absence de 1’extrait)
A 1 : Absorbance du test (solution d’ABTS en présence de 1’extrait)

Tous les tests sont répétés trois fois (n=3). Les valeurs des ICsy (mg/ml) (signifiant les
concentrations nécessaires des extraits pour piéger 50% des radicaux ABTS™.) sont
exprimées en moyennes * écarts types. L’activité antioxydante des extraits est comparée au

Trolox (antioxydant de référence).

4-3/ Activité antioxydante au FRAP

Le pouvoir réducteur des extraits étudiés correspond a la capacité de leurs composés a donner
des électrons et par conséquent a participer aux réactions de réduction des ions Fe’* en ions
Fe™ (fig23) (Thomas., 2011). La capacité totale en antioxydants de chaque extrait a été

déterminée selon le protocole expérimental décrit par Boulekbache Makhlouf ef al (2013).

X
N |
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+AH —> 1 +A°
NSy— Fe(III) H
N X
Fe(III)-TPTZ Fe(ID)-TPTZ

Figure 23 : Mécanisme réactionnel intervenant entre le complexe tripyridyltriazine ferrique

Fe(Il)-TPTZ et un antioxydant (AH) (Thomas., 2011).

Pratiquement, 1 ml d’extrait de différentes concentrations des ELFs (0-1 mg/ml), est mélangé
a 1 ml d’une solution tampon phosphate (0,2 M, pH6,6) et 1 ml de ferricyanure de potassium
[K53Fe(CN)g] (1%). Le mélange est incubé a 50 °C pendant 20 minutes, ensuite 1 ml d’acide
trichloroacétique (TCA) a été ajouté. Le mélange est ensuite centrifugé a 3000 rpm pendant

10 minutes a une température ambiante. A 1.5 ml du surnageant sont additionnés 1.5 ml d’eau
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distillée et 150 pl de trichlorure de fer (0,1%). La lecture de 1’absorbance du milieu
réactionnel se fait a 700 nm (Spectroscan 60DV UV/Vis spectrophotometer, Biotech
Engineering Management Co. Ltd, Chypre) contre un blanc (eau distillée). L’ECs, signifiant
la concentration effective d’un extrait avec laquelle 1’absorbance est égale a 0,5 est déduite a
partir de la courbe de réduction du fer ferrique Fe* en fer ferreux Fe* en présence des ELFs

de Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica.

Le pouvoir réducteur des ELFs sont comparés a ceux de trolox. Le test est répété trois fois
pour chaque concentration (n=3). Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes ECsy +

écarts types.

4-4/ Activité antioxydante ORAC

La méthode ORAC est une analyse spectrofluorimétrique, qui permet de déterminer le
pouvoir antioxydant d’une substance en solution par comparaison a un analogue de la
vitamine E (trolox). Le principe de la méthode est basé sur la décroissance de la fluorescence
de la fluorescéine (protéine fluorescente extrémement sensible au stress oxydatif) en présence
d’AAHP (2.2’-azobis-2-aminopropane dihydrochloride), un radical libre stable, donneur de
radicaux peroxyles. La cinétique de dégradation de la fluorescéine est directement liée a la
concentration de radicaux libres présents dans le milieu réactionnel ; La présence des
antioxydants empéche ou ralenti la décomposition de la fluorescéine, 'intensité de la
fluorescence quantifiée a 1’aide d’un fluorimetre (VICTOR3 1420: Perkin-Elmer, USA), est

calculée par I’aire sous la courbe en fonction du temps (fig24).

ROO°
Radical peroxyle

H
\ O
CHO
OCOOH [0} \

Fluorescéine (Non Fluorescent)
(Fluorescent)

Figure 24 : Mécanisme réactionnel de la fluorescéine en présence des radicaux libres (Ben

Yakhlaf., 2008)
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Pratiquement, le dosage est effectué dans des plaques de fluorescence en polypropylene
(Corning Scientific, Corning, NY) a parois noires a 96 puits (Dejian et al, 2002). Dans chaque
puits, est placé un volume (25 pul) de différentes concentrations de 1’extrait ELF (6,25, 12,5,
25,0, 50,0, 100 uM) préparés dans un tampon phosphate (75 mM, pH 7.4). Apres addition de
150 pl de fluorescéine (8,16x10° mM) a chaque puits, I’'incubation de la plaque est faite a une
température de 37°C et a I’obscurité pendant une période de 10 minutes. Le trolox utilisé
comme contrdle positif est préparé aux mémes concentrations que les extraits étudiés, et
incubés dans les mémes conditions. Apres la période d’incubation, toutes les plaques sont
placées immédiatement dans un fluorimetre chauffé a 37°C (VICTOR® 1420: Perkin-Elmer,
USA). La fluorescence est lue a un intervalle d’'une minute, pendant 40 minutes, aux
longueurs d’onde d’excitation (485 nm) et d’émission (520 nm). Les mesures sont répétées

trois fois (n=3).

Le pouvoir antioxydant exprimé en uM de trolox équivalent par gram d’extrait (le trolox est
utilis€ comme un antioxydant purifi€é qui permet 1’étalonnage), est déduit de 1’équation

suivante :

Valeur relative d’ORAC = [(AUCcchantition-AUChpianc)/(AUCrrolox-AUCBIanc) IX(Crrolox™K)
AUC=0.5+f1lfo+eueeeeeidfilforeeeeecf3d o+ (Faolfo)

Jo=fluorescence initiale enregistrée a temps O ; f; = fluorescence enregistrée a temps 1.

Crrolox : 1a concentration du trolox

K : facteur de dilution

4-5/ Activité antioxydante au TBARS

Les ELFs des plantes étudiées ont été évalués pour leur effet inhibiteur de la peroxydation
lipidique selon la méthode de substances réactives de 1’acide thiobarbuturique (Thiobarbituric

Acid Reactive Substances ou TBARS) décrit par Okoh et al (2014).

En présence d’agent oxydant, les lipides contenus dans un substrat (jaune d’ceuf) vont se
transformer en malonaldéhyde (MDA), un des produits terminaux formés lors de la
peroxydation des acides gras polyinsaturés. Deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA)
réagissent avec une molécule de malonaldéhyde (MDA) pour former un composé coloré

rouge qui absorbe autour de 532-535 nm (fig25). La mesure de I’absorbance de ce composé
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(TBRAS ou substances réagissant avec 1’acide thiobarbiturique) permet donc de déterminer

I’importance de la dégradation de lipides par des radicaux libres (Nadal., 2010).

S OH HO_ _N_ _SH
SHTN\ OH+ OO X z \"/

N _~ N AR AN 2H0
OH

OH OH
TBA TBRAS

Figure 25: Principe de formation des produits de la peroxydation lipidique (TBARS) (Nadal.,
2010).

Pratiquement, un volume (500ul) d’ELF de différentes concentrations (0-2 mg/ml) et 250ul
de sulfate ferrique (0,07 M) sont additionnés a 500ul d’homogénat de jaune d’ceuf (10%)
préalablement préparé dans une solution tampon phosphatée saline (0,2M, pH7.4). Le
mélange réactionnel est incubé a une température ambiante pendant 30 minutes. Apres
induction de la peroxydation lipidique, 1.5 ml d’acide acétique (20%) (pH ajusté a 3,5 avec
NaOH), 1,5 ml d’acide thiobarbiturique (0,8%) préparé dans le sodium dodecyl de sulfate
(1,1%) et 500ul d’acide trichloroacetique (20%) sont rajoutés. Le mélange est chauffé a 95°C
pendant 60 minutes, refroidis puis additionné de 3 ml de n-butanol. Apres centrifugation
pendant 10 minutes a 3000 rpm, la densité optique du surnageant est lue au spectrophotometre
a 532 nm contre un blanc (eau distillée) (Shimadzu UV-1800 spectrophotometer, Shimadzu

corporation Kyoto, Japan).

La capacité d’inhibition de la peroxydation lipidique (CIPL), exprimée en pourcentage, et

calculée selon la formule suivante :
CIPL (%)= [(DO Contréle'DO Echantillon)/DO Contrﬁle] X100
DO contrite : absorbance du contrdle (solution en absence d’extrait)

DO gchantilon : @bsorbance du test (solution en présence d’extrait)

Le mélange réactionnel relatif au contrdle est constitué de tous les réactifs a 1’exception de

I’extrait ELF testé. La capacité inhibitrice de la peroxydation des extraits est comparée a celle
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de I’acide ascorbique (0-0,1 mg/ml) utilisé comme substance de référence. Tous les tests ont

été répétés trois fois (n=3) est comparé a la substance de référence (acide ascorbique).
4-6/ Activité antioxydante a I’oxyde nitrique (NO¢)

Ce test utilise le réactif de Griess (Tyaghi et al., 2010), en faisant réagir le nitrite (NO,") avec
la sulfanilamide et le n-naphtyl éthyléne diamine en condition acide. Il se produit alors un

dérivé azoté coloré qui absorbe a 520 nm.

La réaction de Griess a été rapportée pour la premiere fois en 1879, est une réaction de
diazotation en deux étapes : Le N,O3 généré par 1’acidification du NO,™ est un dérivé du NO-
ayant un grand potentiel nitrosant. Il réagit avec la sulfanilamide pour produire un ion
diazonium qui permet le couplage au N-(1-naphtyl) éthyléne diamine dihydrochlorure
(NEDD). Le produit ainsi formé est un chromophore stable qui absorbe fortement a 520 nm
(fig26). L’absorbance est donc linéairement proportionnelle a la quantité de NOe dans

I’échantillon (Gagné., 2008).

Sulfanilamide

+H* R
O3SNH2@NHZ + N0, = NO,
/ NH,
NH
N,HSO; N*=N +
Q N-(1-Naphtyl-éthylénediamine)

/ NH,
03SNH, N=N NH

Produit azo coloré

Figure 26 : Principe de détection des radicaux d’oxyde nitrique par le réactif de Griess

(Gagné., 2008).
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Le mélange réactionnel contient 2 ml de nitroprusside (SNP) (10 mM), 500ul d’une solution
tampon saline phosphatée (0,2M, pH 7,4) et 500 pl de D'extrait ELF de différentes
concentrations (0-2 mg/ml). Apres incubation a 25°C pendant 25 minutes, 1ml du réactif de
Griess (33% d’acide sulfanilique dans 20% d’acide acétique glacial, incubé a une
température ambiante pendant 5 minutes) et 1 ml de réactif de n-naphtyl éthyléne diamine
(NED) (0,1%) ont été rajouté a 1 ml du mélange réactionnel. Le mélange est alors incubé a
I’abri de la lumieére pendant 30 minutes. L’absorbance est mesurée contre un blanc (eau
distillée) a 532 nm (Shimadzu UV-1800 spectrophotometer, Shimadzu corporation Kyoto,
Japan). L’activité de piégeage de I’oxyde nitrique (NO®) est évaluée selon la formule

suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = [(A1-A2)/A;]x100

A1 : Absorbance sans extrait
A, : Absorbance avec extrait

Le mélange réactionnel relatif au contrdle est constitué de tous les réactifs a 1’exception de
I’extrait ELF testé. Le pourcentage d’inhibition des extraits ELF est comparé a celui de
I’acide ascorbique (0-1 mg/ml) utilis€ comme substance de référence. Tous les tests ont été

répétés trois fois (n=3) est comparé a la substance de référence (acide ascorbique).

4-7/ Activité cytotoxique sur les larves d’Artemia salina

Artemia salina est une espece de crustacées d’eau salée de la famille des artemidae. Le test de
toxicité des larves d’Artemia salina a été proposé comme test préliminaire pour évaluer le

seuil de toxicité (cytotoxicité) d’une substance donnée (Toé et al, 2005).

4-7-1/ Préparation d’Artemia salina

Des ceufs d’Artemia salina sont obtenus d’une source commerciale. Les larves de crevette
sont obtenues apres une incubation de 48 heures dans I’eau de mer recomposée d’une salinité
de 25 g/l, sous une agitation continue et a une température entre 25 et 30 °C (Toé et al,

2005). Afin de permettre une homogénéisation et une favorisation de I’éclosion a une
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température ambiante de laboratoire qui varie entre 25 et 30°C, une lumiere artificielle est

aussi importante afin de favoriser un bon rendement des larves.

4-7-2/ Préparation de I’échantillon

A partir d’une solution mere de 1’extrait ELF, une gamme de dilution a été réalisée (1000

pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, et 100 pg/ml).

4-7-3/ Activité cytotoxique

Pour ce test des plaques multi puits stériles avec couvercle (CELLULAR® Greiner Bio-one,
France) ont été utilisées (fig27). Dans chaque puits 10 larves de crevettes sont transférés a
I’aide d’une pipette. L’extrait ELF reconstitué dans de 1’eau distillée est placé dans chacun
des puits (a raison de trois puits pour chaque concentration) et le volume est ajusté a 3ml par
de I’eau saline reconstituée. Pour chaque extrait ELF, quatre concentrations (1000 pg/ml, 500
pg/ml, 250 pg/ml, et 100 pg/ml) ont été ainsi testés. Le contrOle est constitué d’eau saline

sans ajout d’extrait. Une solution de sulfate de cuivre est utilisée comme témoin.

L’ensemble est incubé pendant 24 heures a une température ambiante du laboratoire. Apres
incubation, tous les puits ont été examinés et le nombre des larves survivantes dans chaque
puits a été déterminé. Les larves sans mouvements pendant au moins 10 secondes et ne
répondant pas aux excitations lumineuses sont comptabilisées comme mortes (Manasathien et

al, 2012).

Figure 27 : Plaque de 24 puits utilisée dans le test de toxicité larvaire.
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Le pourcentage de mortalit¢ des larves apres 24 heures, est déterminé selon 1’équation

suivante:

Pourcentage de mortalité (%) = [1-(A1-A2)/A1] x 100
A; : moyenne des larves en absence d’extrait
A, : moyenne des larves en présence d’extrait

La concentration 1étale CLs est déduite a partir des courbes de pourcentage de mortalité en
fonction des concentrations. Selon les travaux de Mousseux plusieurs seuils de toxicité sont
distingués selon la valeur de la concentration létale. Seules les CL50<10ug/ml sont déclarées

doués d’un potentiel cytotoxique (tableau XV).

Tableau XV : Estimation de la toxicité (Mousseux, 1995).

CLs Toxicité

CLs5p>100pg/ml -

100pg/m1>CL5¢>50ug/ml +

50pg/mI>CL5p>10pg/ml ++

CLsp<10pg/ml +++

4-8/ Etude de la toxicité aigué chez la souris

4-8-1/ Matériel animal

L’étude expérimentale utilisée pour évaluer la toxicité aigu€ des ELFs de Vitis vinifera, et
Punica granatum est réalisée sur des souris blanches de sexe male, Albinos pesant entre 20 et
35 get agées de 4 a 8 semaines. Les animaux proviennent de I’institut Pasteur d’ Alger, et sont
acclimatés au sein du laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie (INSV-UC1, Constantine).
Les souris sont maintenues dans des cages en plastique transparentes et aérées, avec acces
libre a une alimentation standard pour souris. Les animaux sont soumis a une alternance

naturelle du jour et de nuit et maintenues a une température de laboratoire.

Les animaux sont acclimatés pendant 72 heures, et privés de nourritures 24 heures avant

I’expérience.
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4-8-2/ Détermination de la toxicité aigué des extraits par voie orale (Per os)

Apres avoir soumis les animaux a jeun pendant 24 heures, différentes concentrations des
ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum sont administrés par voie orale (per os) avec une
sonde a gavage. Le test de toxicité est réalisé selon la méthode de Nene et al (2008) modifiée

comme suit :

Chaque lot (n=6) recoit une seule fois par gavage un volume de 0,5 ml de différentes
concentrations des ELF (500, 2500, 5000 et 10000 mg/kg). Le lot contrdle recevant de I’eau

distillé sans ajout des extraits.

Les souris traitées sont gardées sous observation, durant lesquels on note les variations de
poids, de mortalité et toutes modifications physiques et comportementales. Les observations
ont été faites pendant chaque heure, pendant le premier jour et quotidiennement jusqu'a 14°%me
jours. A la fin de I’expérience, le nombre des animaux morts est exprimé en pourcentage
(pourcentage de mortalité). Les animaux restant sont sacrifiés et examinés pour une éventuelle

altération. La toxicité des ELFs a été déterminée par la dose 1étale 50 (DLs).
4-9/ Activité analgésique des ELFs

Le principe de cette activité consiste a déterminer 1’action inhibitrice des extraits sur la
douleur provoquée chez I’animal. Cette douleur peut étre induite par la chaleur ou par
injection d’une substance chimique (Shankar Uma et al, 2010). Dans cette étude trois tests ont
été utilisés :

i)-Le test de la plaque chauffante et I'immersion de la queue ;

i1)-Le test de torsion induite par 1’acide acétique.

Trois doses (1,0, 2,0, 3,0 g/lkg) d’ELF de Vitis vinifera et Punica granatum sont administrés
par gavage intra-gastrique (per os) aux souris réparties au hasard en cinq lots pour chaque
test, chaque lot se compose de six souris. Le lot contrdle positif regoit I’acide acétyle
salicylique a raison de 0,1 g/kg et un lot témoin recevant par voie intra-gastrique (per os) de
I’eau distillée. Les animaux ont été préalablement mis a jeun de 18 heures avec acces libre a

I’eau avant I’expérimentation.
4-9-1/ Test de torsion

Une injection intra-péritonéale (ip) de 1’acide acétique a 1% a été faite une heure apres le
traitement par les extraits ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum a différentes doses, selon

une méthodologie décrite précédemment (Koster et al, 1959 ; Taber et al, 1969 ; Singh et al,
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1996). Apres un temps de latence de cinq minutes environ, le nombre des crampes est
comptabilis€¢ pendant 20 minutes apres injection de [’acide acétique. Le syndrome
douloureux se traduit par des mouvements d’étirement des pattes postérieures et de torsion
de la musculature dorso-abdominale appelés crampes abdominales (fig28) (Sanogo et al,

2006 ; Kouakou et al, 2010).

Figure 28 : Mouvements d’étirement de la patte postérieure et torsion de la musculature

dorso-abdominale (crampes abdominales).

Des lots homogenes de souris, en nombre de 6 dans chaque lot, ont été traités comme suit :
-Trois lots ont été traités par chacune des doses suivantes des ELFs : 1,2 et 3 g/kg ;

-Un lot traité par I’acide acétyle salicylique (0,1 g/kg) ;

-Un lot controle recevant que de 1’eau distillée.

L’activité analgésique est exprimée en pourcentage d’inhibition de la douleur. Celui-ci est

déduit de la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition (%) = (N t¢moins=IN traité)/N témoins X100

N témoin : Nombre des crampes chez le groupe témoin non traité.

N trits : nombre de crampes chez le groupe traité par les ELF de Vitis vinifera ou Punica

granatum ou par I’acide acétyle salicylique.
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Les pourcentages d’inhibition sont exprimés en valeurs moyennes + écart type (n=6). Les
groupes traités par les ELFs ou par I’acide acétyle salicylique sont comparés par rapport aux
groupes contrOles utilisant le test de Tukey HSD. La valeur p<0,05 est considérée comme

statistiquement significative.

4-9-2/ Test de la plaque chauffante

Le principe de ce test consiste a réduire par 1’administration des ELFs testés la douleur
provoquée chez des souris déposées sur une plaque chauffante (Naveed et al, 2012). Apres
une heure de traitement par les ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum a différentes doses
ou par I'acide acétyle salicylique comme témoin, les animaux sont déposés sur la surface
d’une plaque chauffante maintenue a une température de 55°C (fig29). Le temps de réaction
des souris comptabilisé en secondes correspond a I’intervalle entre le moment ou la souris
rentre en contact avec la plaque chauffante et le moment ou elle réagit (sursaut, léchage de

pattes).

Figure 29: Activité analgésique centrale par le test de la plaque chauffante.

Des lots homogenes de souris, en nombre de 6 dans chaque lot, ont été traités comme suit :
-Trois lots ont été traités par chacune des doses suivantes des ELFs : 1, 2 et 3 g/kg ;
-Un lot traité par I’acide acétyle salicylique (0,1 g/kg) ;

-Un lot controle recevant que de 1’eau distillée.
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Le temps de réaction est exprimé en moyennes + €carts types pour chacun des lots. La
signification statistique entre les groupes a été traitée par le test de Tukey HSD. La valeur

p<0,05 est considérée comme statistiquement significative.

4-9-3/ Test d’immersion de la queue

Le principe de ce test consiste a réduire par les ELFs étudiés la douleur provoquée suite a
I’immersion de la queue d’une souris dans de I’eau chaude (fig30) (Hoque et al, 2011).
Apres une heure de traitement des souris par les ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum
aux différentes doses et le traitement par 1’acide acétyle salicylique, la queue de chaque souris

est laissée immerger dans de I’eau chaude maintenue a 55°C.

Figure 30 : Activité analgésique centrale par le test d’immersion de la queue.

Des lots homogenes de souris, en nombre de 6 dans chaque lot, ont été trait€s comme suit :
-Trois lots ont été traités par chacune des doses suivantes des ELFs : 1, 2 et 3 g/kg ;

-Un lot traité par I’acide acétyle salicylique (0,1 mg/kg) ;

-Un lot contr6le recevant que de 1’eau distillée.

Le temps de réaction est exprimé en moyennes + écarts types pour chacun des lots. La
signification statistique entre les groupes a été traitée par le test de Tukey HSD. La valeur

p<0.05 est considérée comme statistiquement significative.
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4-10/ Activité cicatrisante

L’activité cicatrisante des ELFs a été évaluée sur des briilures et des plaies pratiquées chez les
lapins albinos, males de poids homogene selon des procédures décrites précédemment

(Bensegueni et al, 2007 ; Farnood et al, 2012).

Un nombre de six plaies ou de briilures ont été pratiqués sur le méme animal, chaque lapin

recoit un des traitements suivants :
- ELF de Vitis vinifera ou Punica granatum a la dose de 250 mg.
-Une creéme cicatrisante Cicatryl Bio® a la dose de 250 mg.

Un lapin avec plaies ou brilures, sans traitement est utilisé comme controle.

4-10-1/ Test d’excision

Récemment, de nombreuses recherches ont été effectuées afin d’évaluer 1’activité cicatrisante
des extraits sur des plaies d’excision chez des lapins. Les animaux sont anesthésiés par une
injection intramusculaire de chlorhydrate de kétamine a raison de 15 mg/kg, 1’anesthésie est
complétée par 5 mg/kg de diazépam localement sur le lieu d’excision. Un lambeau de peau de
17 mm environ est excisé (Bensegueni et al, 2007). Le pansement des plaies a été fait tous les
jours en raison d’une application par jour avec une quantité précise des extraits testés et de

pommade jusqu'a guérison complete.

Le pourcentage de cicatrisation des plaies d’excision des différents lots est calculé tous les

trois jours, selon 1’équation suivante :

Contraction de la plaie (%) = [(Ti-T})/Ti] x 100

Ti : taille de la plaie initiale
Tj : taille de la plaie du jour spécifique

Les moyennes de pourcentage de contraction des plaies sont données en valeurs moyennes +
écart types (n=6). La comparaison entre les groupes a été traitée par le test de Tukey HSD. La

valeur p<0,05 est considérée comme statistiquement significative.
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4-10-2/ Test de briilure

Pour ce test nous avons adopté la technique qui consiste a effectuer des briilures par la plaque
chauffante. Le protocole suivi est celui décrit par Farnood et al (2012), au jour z€ro les lapins
sont anesthésiés par une injection intramusculaire de 50 mg/kg de chlorhydrate de kétamine
complété par 5 mg/kg de diazépam. Apres épilation et rasage, six plaies ont été réalisées sur
le dos de chaque lapin de part et d’autre de la colonne dorsolombaire, en maintenant un
cylindre métallique chauffé a 170 °C sur la peau de 1’animal pendant 10 secondes sans
exercer aucune force. Juste apres 1’induction des brilures, les ELFs testés sont appliqués par

voie topique a la zone briilée.

La fréquence d’application des cremes sur les plaies est fixée a une application par jour d’une
facon quotidienne jusqu'a guérison complete. Une observation macroscopique est effectuée
avant chaque application, le pourcentage de cicatrisation des plaies est calculé chaque trois

jours par rapport a la taille initiale de la plaie selon 1’équation suivante :

Contraction de la plaie (%) = [(Ti-T})/Ti] x 100
Ti : taille de la plaie initiale
Tj : taille de la plaie du jour spécifique

Les moyennes de pourcentage de contraction des plaies sont données en valeurs moyennes +
écart types (n=6). La comparaison entre les groupes a été traitée par le test de Tukey HSD. La

valeur p<0,05 est considérée comme statistiquement significative.

4-11/ Evaluation de P’activité hyperlipidémiante des extraits

Cette activité a été pratiquée sur un groupe de souris male, suisse albinos, adultes (10-12
semaines), selon le protocole précédemment décrit (Osorio-Esquivel et al, 2012). Tous les lots
de souris ont recu par gavage a 1’aide d’une sonde un volume de 0,5 ml/kg de I'huile de

tournesol hydrogénée par jour pendant 7 jours avant le début des traitements.
Des lots de souris (six par lot) ont été constitués et traités comme suit :
Lot I : souris sans traitement, n’ayant pas recu 1’huile de tournesol (groupe contrdle négatif).

Lot II: souris traitées uniquement par 1’huile de tournesol hydrogénée (0,5 ml/kg/jour)

(groupe contrdle positif).
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Lots III et IV : souris recevant per os (a I’aide une sonde) des ELFs de Vitis vinifera a raison

de 0,1 g/kg et 0,5 g/kg respectivement.

Lot V et VI : souris recevant per os (a ’aide d’une sonde) des ELF de Punica granatum a

raison de 0,1 g/kg et 0,5 g/kg respectivement.

Apres une semaine de traitement, un prélevement sanguin a été réalisé a partir de la veine
faciale. Le plasma obtenu apres centrifugation a été conservé a une basse température de -

25°C en attendant les analyses biochimiques.

Analyse des parametres biochimiques: un bilan lipidique concernant les paramétres
lipidiques (HDL, LDL, Cholestérol) a été effectué au service de biochimie (CHU de

Constantine).

Les parametres biochimiques sont donnés en valeurs moyennes + écart types (n=6). La
comparaison entre les groupes a été traitée par le test de Tukey HSD. La valeur p<0,05 est

considérée comme statistiquement significative.
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1/ Rendement des ELFs (teneur en matiére extractible)

L’extraction hydroalcoolique des fruits des quatre especes a permis d’obtenir les ELFs avec

les rendements suivants (voir tableau).

Tableau X VI : Rapports d’extraction des ELFs.

Especes Masste des Masse de ’extrait | Rapport d’extraction
fruits final (g) (DER)*
lyophilisés (g) g
Vitis vinifera 25 1,25 20:1
Punica granatum 25 1,70 14-15:1
Citrus aurantium 25 1,48 16-17: 1
Opuntia ficus-indica 25 1,85 13-14: 1

DER : Drug Extract Ratio ou rapport d’extraction exprimé par rapport a la drogue étudiée.

A travers les valeurs des rapports d’extraction, on peut remarquer que les extraits d’Opuntia
ficus-indica et de Punica granatum sont plus riches en matiere extractible relativement aux

autres extraits.
2/Caractérisation chimique des ELFs
2-1/ Criblage phytochimique

Les résultats de 1’analyse phytochimique des ELFs de Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus

aurantium et Opuntia ficus-indica sont décrits dans le tableau XVII.

Tableau XVII : Résultats du criblage phytochimique des ELFs.

Extrait lyophilisé des fruits
.. . . Opuntia
. . Vitis Punica Citrus D!
Groupe de métabolites .. . ficus
vinifera | granatum | aurantium s
indica
Alcaloides
Flavonoides
++++ ++++ ++ +
Tanins condensé +++ ++ + -
Tanins hydrolysables - +++ - -
Coumarines
+ +++ ++ ++
Saponines
+ + + +
Terpénoides
+++ - - -
Stéroides
+++ +++ - -

Présence notable (+++), présence modérée (++), traces (+), absence (-)
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D’apres les résultats illustrés dans le tableau XVII, les flavonoides, les saponines et les
coumarines constituent les marqueurs les plus importants chez tous les ELFs de Vitis vinifera,
Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus indica. Ces résultats vont dans le méme
sens que les analyses réalisées par Bhandary et al (2012) ; El Gengaih et al (2013) ; Rufai et
Fatimah (2015) ; et Toure et al (2015) sur les extraits hydroalcooliques des fruits des mémes

plantes.

Notre étude a révélé que I’ELF de Vitis vinifera est riche en triterpenes et en steroides alors
que celui de Punica granatum contient des steroides en plus de tanins des deux types
(hydrolysables et condensés). La non détection des alcaloides dans les quatre extraits des

fruits est confirmée par la réaction de Dragendroff.

2-2/ Examen du profil chromatographique des ELFs par CLHP/UV-VIS

Une identification préliminaire du profil de chacun des ELFs a été faite par HPLC avec une
double détection UV (280, 325 nm) en présence d’une série de témoins (7 acides phénoliques

et 12 flavonoides) (fig31).
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Légende : (A); 1: acide gallique, 2: catéchine, 3: acide chlorogénique, 4: acide caféique, 5: acide vanillique,
6: épicatechine gallate, 7: épicatechine, 8: acide cinnamique, 9: acide benzoique, 10: acide coumarique. (B):
1’: esculetine, 2’: hespéridine, 3’: rutine, 4’: quercétine, 5’: naringénine, 6’: quercitrine, 7°: kaempférol, 8’:
apigénine, 9’: rhamnétine.

Figure 31 : Tracé Chromatographique des principaux témoins détectés a 280nm (A) et

325nm (B).

Les tracés chromatographiques des ELFs de Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus
aurantium et Opuntia ficus-indica sont décrits dans les figures 32, 33, 34 et 35

respectivement.
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Légende : (A): 1: acide gallique, 2: catéchine, 3: acide chlorogenique, 4: acide caféique, 6: épicatechine
gallate,7: épicatechine, 8: acide cinnamique, 9: acide benzoique, 10: acide coumarique. (B): 1’: esculetine, 2’
: hespéridine, 3’: rutine, 4’: quercétine, 6’: quercitrine, 7’: kaempférol, 9’: rhamnétine.

Figure 32 : Tracé Chromatographique des principaux acides phénoliques et des flavonoides

d’ELF de Vitis vinifera détectés a 280nm (A) et 325nm (B).
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2: catéchine, 4: acide caféique, 6: épicatechin gallate, 8: acide cinnamique, 9: acide

benzoique. (B): 1’: esculetine, 2’: hespéridine, 4’: quercétine.

Figure 33 : Tracé Chromatographique des principaux acides phénoliques et des flavonoides

d’ELF de Punica granatum détectés a 280nm (A) et 325nm (B).
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6: épicatechine gallate, 7: épicatechine, 8: acide cinnamique, 9: acide benzoique, 10: acide coumarique. (B):
1’: esculetine, 2’: hespéridine, 3’: rutine, 4’: quercétine, 5’: naringénine, 6’: quercitrine, 7°: kaempférol, 9°:
rhamnétine.

Figure 34: Tracé chromatographique des principaux acides phénoliques et des flavonoides

détectés a 280nm (A) et 325nm (B) dans I’ELF de Citrus aurantium.
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Légende : 1: acide gallique, 2: catéchine, 3: acide chlorogénique, 4: acide caféique, 5: acide vanillique, 6:
épicatechine gallate, 7: épicatechine, 8: acide cinnamique, 9: acide benzoique. (B) : 1’: esculetine, 3’: rutine,
4’: quercétine.

Figure 35 : Tracé chromatographique des principaux acides phénoliques et flavonoides

détectés a 280nm (A) et 325nm (B) dans 'ELF d’Opuntia ficus-indica.
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Le tableau XVIII récapitule les résultats du criblage des ELFs par rapport aux acides

phénoliques et flavonoides témoins.

Tableau XVIII : Profil en acides phénoliques et flavonoides dans les ELFs.

Extraits Lyophilisés des Fruits (ELFs)
iy || e | i
indica
Acide gallique* 11,95 + - + +
Catéchine* 27.17 + + + +
Acide chlorogénique* 31,17 + - + +
Acide caféique* 31,87 + + + +
Acide vanillique * 32,60 - - + +
Epicatechine gallate* 34,41 + + + +
Epicatechine* 36,08 + - - +
Acide cinnamique* 43,12 + + + +
Acide benzoique* 46,12 + + + +
Acide coumarique* 76,61 + - + -
Esculetin®* 30,11 + + + +
Hesperedine** 53,49 + + + -
Rutine** 55,45 + - + +
Quercetine** 59,44 + + + +
Naringenine** 64,27 - - + i
Quercitrine** 66,11 + - + -
Kaempferol** 71,95 + - + -
Apigenine** 72,99 - - - _
Rhamnetine** 76,00 + - + -

+ : présence probable -: non détecté * détecté a 280 nm ** détecté a 325 nm

L’analyse par HPLC des ELFs de Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium et
Opuntia ficus-indica montre la présence de certains des acides phénoliques et flavonoides
utilisés comme témoins. C’est le cas des caféique, cinnamique, et benzoique, de méme que la
catéchine, I’épicatechine gallate et ’esculetine. Les acides gallique et chlorogénique ainsi que
la rutine sont présents dans les ELFs de Vitis vinifera, Citrus aurantium et Opuntia ficus-

indica et absents dans I’ELF de Punica granatum. L’examen du tableau XVIII révele
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également que 1’acide coumarique, la quercétrine, le kaempférol et la rhamnétine sont
présents chez les ELFs de Vitis vinifera et Citrus aurantium et absents chez les ELFs de
Punica granatum et Opuntia ficus-indica. La présence du flavonoide naringénine n’est
confirmée que dans I’ELF de Citrus aurantium, alors que 1’absence de 1’apigénine est

confirmée dans tous les ELFs testés.

Les résultats de notre analyse chromatographique de I'ELF de Vitis vinifera sont
partiellement similaires a ceux de Gursoy (2012), indiquant que les composés phénoliques
détectés dans les ELFs de Vitis vinifera sont l'acide gallique, l'acide benzoique, l'acide
caféique, l'acide p-coumarique et l'acide cinnamique. Godevac et ses collaborateurs (2010)
ont également indiqué que les acides phénoliques les plus couramment identifiés dans le raisin
sont les dérivés d’acides cinnamiques, 1'acide benzoique et I'acide gallique. Cette observation

est confirmée par notre analyse ol ces composés ont été détectés dans I’extrait de cette plante.

La présente étude a révélé I’existence de nombreux composés phénoliques dans ’ELF de
Punica granatum comme [’acide caféique, cinnamique et benzoique, la catéchine,
I’épicatéchine gallate, 1'esculetine, I'hespéridine et la quercétine. Nos résultats vont dans le
sens des données communiqués par Hmid et al (2013), concernant la présence dans les
extraits des fruits de Punica granatum d'acide gallique, d'acide chlorogénique, d'acide
caféique, la catéchine, 1’épicatéchine et la quercétine. Par ailleurs, ces auteurs ont également
rapporté la présence d’autres composés phénoliques qui n’ont pas été identifiées dans notre
étude tels que : 1'acide chlorogénique, férulique, ellagique, et la rutine (Hmid et al., 2013).
Cette divergence peut étre expliquée par le fait que la composition en métabolites secondaires
differe qualitativement et quantitativement selon plusieurs facteurs endogeénes et exogenes ;
par exemple climatique, génétique, stade de développement, degré de maturation, période de
récolte, et la méthode d'extraction (Aganga, 2001; Fiorucci, 2006). Nos travaux et ceux de
Kulkarni et Aradhy (2005) s’accordent sur 1’absence de kaempférol dans I’ELF de Punica
granatum. Ces auteurs ont signalé qu’aucune quantité décelable de kaempférol n'a pu étre
trouvée dans les fruits de grenade des cultivars de Punica granatum (Kulkarni et Aradhy.,

2005).
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L’examen de ’ELF de Citrus aurantium a permis de mettre en évidence la plupart des
témoins (7 acides phénoliques et 11 flavonoides) a ’exception de I’apigénine. Ces résultats
sont en partie semblables a ceux de Nogata et al (2006) notamment en ce qui concerne
I’hesperidine, la naringénine, la rutine et la quercétine. D’autres études antérieurs ont prouvé
également que Citrus aurantium accumule de nombreux types de composés phénoliques dans
leurs fruits avec la naringine en tant que principal glucoside de flavanone et avec une moindre
quantité d’hespéridine et de néohespéridine (Berhow et al., 1998 ; Gattuso et al, 2007 ; Mata
bilbao et al, 2007). La présence de la naringénine et de 1’hespéridine est confirmée dans

I’extrait de notre fruit.

Dans I’extrait du fruit d’Opuntia ficus-indica, douze composés ont ainsi été identifié. Il s’agit
de l'acide gallique, I'acide chlorogénique, l'acide caféique, l'acide vanillique, l'acide
cinnamique, 1'acide benzoique, I’épicatéchine gallate, 1'épicatéchine, la catéchine, 1'éculetine,
la rutine et la quercétine. Ferndndez Lopez et al (2010) ont déterminé des quantités
significatives en flavonoides dans 'ELF d’Opuntia ficus-indica dont la quercétine étant le

composé prédominant, accompagnée d'isorhamnétine, lutéoline et kaempférol.

Finalement 1’analyse par HPLC en présence de témoins (19 composés phénoliques) nous a
donné des indications préliminaires mais utile sur le profil chimique de nos extraits. Cette
technique est toutefois limitée par rapport au nombre de témoins disponibles, et doit étre
complétée par d’autres techniques chromatographiques couplées notamment a la

spectrométrie de masse (CHLP-DAD-ESI/MS).

2-3/ Analyse des ELFs par HPLC/UV-VIS-DAD-ESI-MS

Les résultats des analyses par HPLC-MS des ELFs de Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus
aurantium et Opuntia ficus-indica sont décrits dans les tableaux XIX, XX, XXI et XXII,

respectivement.

2-3-1/ Identification des molécules présentes dans ’ELF de Vitis vinifera

Les résultats d’analyse d’ELF de Vitis vinifera par HPLC-MS sont présentés dans la figure 35
et le tableau XIX.
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Figure 36 : Chromatogramme HPLC-UV-MS relatif a I'ELF de Vitis vinifera.

De la lecture du tracé chromatographique (fig36) et des résultats d’analyse par HPLC-MS

regroupé dans le tableau XIX on peut observer que :
-Plus de 37 composés ont été détectés dont 29 identifiés ;

-Parmi les composantes majoritaires d’ELF de Vitis vinifera, on remarque la présence
majoritaire de resvératrol hexoside I (12,75%), Acide caftarique (12,66%), acide p-
coumarique hexoside (8,05%), acide dicaféoyl tartrique (7.25%), quercétine-3-O-glucoside
(5,31%) Isorhamnétine-3-O-glucoside (5.15%) et quercétine-3-O-glucuronide (5,03%). Ces

composés représentent a eux seuls plus de 50% d’ELF de Vitis vinifera ;

-En ce qui concerne les flavonoides, ils sont présents dans I'ELF de Vitis vinifera avec un
pourcentage de 25,47%, représentés majoritairement par la quercétine-3-O-glucoside (5,31%)
et ’isorhamnétine-3-O-glucoside (5,15%). La rutine fréquemment présente dans les végétaux

est présenté avec un taux de 1,62% ;

-Les acides phénoliques pour leur part sont présents dans I’ELF de Vitis vinifera avec un
pourcentage de 50,59%, avec D’acide caftarique (12,66%) comme acide phénolique

majoritaire ;

-Le resvératrol, un stilbéne a activité antioxydante bien connue est présent a une concentration

équivalente a 12,75%.
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Tableau XIX : Principales molécules détectées dans I’ELF de Vitis vinifera.

RT min Amax [M-HJ Fragments Identification (%)
0,59 264 149,0102 | 96 Acide tartrique | 2,98
0,69 262 149,0102 | 96 Acide tartrique 11 1,15
0,81 278 191,0208 | 159, 133, 96 Acide quinique 0,55
1,18 274 180,0676 | 163[(M-H)-17], 149, 147, 133 Acide hydroxy coumarique 0,17
1,56 271 169,0162 | 125[(M-H)-44] Acide gallique 3,82
2,31 310 331,0672 | 179, 169 Acide caféoyl gallique 0,40
2,58 254,295sh | 331,0673 | 169[(M-H)-162] Acide gallique hexoside 1,02
2,89 288 329,0872 | 305, 235, 179, 167[(M-H)-162], 153, 149 Acide vanillique hexoside 0,32
3,64 251 311,0705 | 179, 149[(M-H)-162] Acide Cafoyl tartrique (Acide |, ¢q
caftarique)
3,89 326 355,0666 191, 179, 149 Acide dihydrocaféoyl quinique | 4,85
4,66 321 341,0877 281, 235, 179[{(M-H)-162], 161, 135 Acide caféique hexoside 0,68
4,98 311 295,0453 | 235, 163, 149[(M-H)-146], 146 Acide coutarique 0,97
531 279, 320 289.0724 579[2(M-H)], 245[(M-H)-44], 179[(M-H)- | Acide caféique pyrocatéchine 2.15
sh 110], 109 ester
5,69 266 417,1045 | 325,235,116 Non identifié 1,21
5,94 298 597,1812 | 447, 325,235, 116 Non identifié 1,37
6,03 310 325,0932 | 265, 235, 163[(M-H)-162], 145 Acide p-coumarique hexoside | 8,05
6,29 275 447,1501 | 325[(M-H)-122], 197, 163[(M-H)-122-162] | Caféoyl benzoyl hexoside 1,22
6,75 310 325,0932 | 265, 235, 163[(M-H)-162], 145 Acide p-coumarique hexoside | 3,47
7.42 278 2890724 579[2(M-H)], 245[(M-H)-44], 179[(M-H)- | Acide c:’:lféi.que ester 237
110], 109 pyrocatéchine
7,91 278 491,1189 | 509, 427, 329, 235, 116 Acide dicaféoyl tartarique 7,25
8,02 260 403,1032 | 509, 387, 235 Non identifié 0,16
8.2 346 479086 | 316, 301[(M-H)-176-2], 287, 271 Dihydro quercetine-3-0- 2,50
glucuronide
8.62 266 639.12 625, 463[(M-H)-176], 441, 427, 349, Quercétine-3-O-glucoside-7-O- 027

301[(M-H)-176-162]

glucuronide
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9,35 344 509,1299 | 347[(M-H)-162], 329[(M-H)-180], 179, 167 | Acide dicaféoyl vanillique 1,03
9,85 306 389,1237 | 227[(M-H)-162] Resvératrol hexoside 1 12,75
10,32 345 609,1456 | 463[(M-H)-146], 301[(M-H)-146-162], 271 8{‘1;23‘;?“6‘3'0"'“““0“‘1"“ 1,62
10,53 254/349 477,0679 | 301[(M-H)-176], 271 Quercétin-3-O-glucuronide 5,03
10,63 254/351 463,0881 | 927[2(M-H)], 301[(M-H)-162], 271 Quercétine-3-O-glucoside 5,31
10,82 262/350 493,0983 | 449, 330, 235, 116 Non identifié 1,91
11,46 283 569,2232 | 523, 447, 363, 333, 235, 116 Non identifié 0,18
12,03 447,0926 | 285[(M-H)-162] Lutéoline-3-O-glucoside 0,91
12,12 477,1037 | 363, 285[(M-H)-192], 191, 187 3-O-Hydroxyquinoyl lutéoline | 0,24
12,42 351 477,1037 | 315[(M-H)-162], 271 Isorhamnétine-3-O-glucoside 5,15
13,21 285 389,1237 | 273, 227[(M-H)-162] Resvératrol hexoside II 3,72
13,79 282 683,1602 | 655, 625, 533, 435, 377, 235 Non identifié 1,84
14,45 551,1033 | 377, 343, 235,207, 116 Non identifié 0,34
14,76 266 347,0771 | 315,235,116 Non identifié 0,48

RT : Temps de rétention (min), Amax : Longueur d’onde maximale (nm), % : Pourcentage d’aire de pic par rapport a la somme des aires des principaux pics.
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2-3-2/ Identification des molécules présentes dans I’ELF de Punica

granatum

Les résultats d’analyse d’ELF de Punica granatum par HPLC-MS sont présentés dans la
figure 37 et le tableau XX.
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Figure 37: Chromatogramme HPLC-UV-MS relatif a '’ELF de Punica granatum.

Il ressort de la lecture des résultats du tracé chromatographique (fig37) et du tableau XX

que :
-Plus de 22 composés ont été identifi€s sur les trentaines détectés ;

-LELF de Punica granatum est constitué majoritairement des acides phénoliques (41.11%),

d’une coumarine (39,39%), deux flavonoides (5,11%), et d’un tanin (0,61%) ;

-Le Bergapten diglucoside est le constituant majoritaire avec une concentration équivalent a

39,39% ;

-Parmi les acides phénoliques, I’acide vanillyl hydroxycaféoyl hexoside (5,79%) suivi de

I’acide caféoyl vanillique (4,23%) et du férruloyl galloyl hexoside (4,07%) viennent en téte.
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Tableau XX : Principales molécules détectées dans I’ELF de Punica granatum.

RT min | fmax [M-H] Fragments Identification (%)
0,59 264 539,1372 377,215 Bergapten diglucoside 39,39
075  [242  |439,0802 [353 [M-H-86], m/z 191[M-H-86-162] qufiﬁzufal"“yl glucoside 5 7¢
1,3 295 506,1505 |451, 387, 331, 265, 219, 191, 179 Non identifié 0,82
1.36 267 506,1508 i’g;[(M'H)'”S]’ 9L TTOUM-H)-175-1521, 1 0 psoy1 galloyl citrate 3,20
506[(M-H)-179], 331[(M-H)-179-175], 191, . .
1,5 685,1822 179[(M-H)-179-175-152]. 169 Dicaféoyl galloyl citrate 1,36
1,56 |271 7352188 | 649[(M-H)-86], 506, 331, 191, 179, 169, gif;‘f:oyl galloyl malonyl 1, 1
1,89 348,1014 |347, 331, 179[(M-H)-169], 169 Acide caféoyl gallique 1,36
2,8 254/ 295 |370,1038 ?g?][(M'H)'zH]’ IOUM-H)-179], TIOUM-H)- 1 e cafgoy citrique 3,47
2,9 252/ 290 329,881 167[(M-H)-162] Acide vanillique hexoside 1,38
3,33 256 299,0777 643,443,239, 223,116 Non identifié 0,69
3,92 269 329,0878 179, 167[(M-H)-162] Acide caféoyl vanillique 4,23
4,31 330 341,0876 | 179[(M-H)-162] Caféoyl hexoside 2,62
4.68 321 627,1561 695, 489, 405, 341, 235, 116 Non identifié 0,69
528[(M-H)-161], 355[(M-H)-161-173], 193[(M- | ., . .
4,98 258 689,1928 H)-161-173-162], 191,174 Férruloyl diglucosyl citrate | 1,37
5,15 267 511,1788 | 341[(M-H)-170], 179[(M-H)-170-162] Caféoyl galloyl hexoside 0,76
565  |314  |3250929 |323, 163[(M-H)-162], 145 Acide p-coumarique 2,30
hexoside
1051[2M-H],363[(M-H)-162], 193[(M-H)-162- . .
6,03 270 525,1605 1701169, 152 Férruloyl galloyl hexoside 4,07
363[(M-H)-162], 195[(M-H)-162-168], 167[(M- | Vanillyl hydroxycaféoyl
6,25 269 525,1612 H)-162-196], 149 hexoside 5,19
6,55 328 355,1028 191, 179[(M-H)-176], 175 Acide caféoyl citrique 2,07
6.90 264 643,1503 | 643, 387, 305, 235,179, 116 Non identifié 6,32
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7,1 321 [439,1813  [355,295,235, 116 Non identifié 1,52
7,58 |255,361 463,052 |301[(M-H)-162] Quercétine hexoside 3,78
7,69 |266  |461,1664 |315[(M-H)-162] Isorhamnétine 1,33
rhamnopyranoside
8,01  |265/330 |363,1076 |915, 551, 337, 235, 116 Non identifié 1,38
51 |2s 5051713 |PBIMH)-162] 191 174[(M-H)-162-169]. | Acide galloyl citrique 0.57
169 hexoside
8,87  |283  |461,1665 |551,415,331,235, 116 Non identifié 0,29
971  [361  |447,0566 |301[(M-H)-146] Acide llagique 0,61
deoxyhexoside
1073|280 |507.1505 |355[(M-H)-152], 207[(M-H)-152-148],174 | Sinapaldehyde 2,27
deoxycoumaroyl gallate
1.1 539.1763 387[(M-H)-152], 235, 207[(M-H)-152-180], Sinapaldéhyde caféoyl 0.39
179 gallate

RT : Temps de rétention (min), Amax : Longueur d’onde maximale (nm), % : Pourcentage d’aire de pic par rapport a la somme des aires des

principaux pics.
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2-3-3/ Identification des molécules présentes dans I'ELF de Citrus

aurantium

Les résultats d’analyse d’ELF de Citrus aurantium par HPLC-MS sont présentés dans la
figure 38 et le tableau XXI.
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Figure 38 : Chromatogramme HPLC-UV-MS relatif a '’ELF de Citrus aurantium.

De la lecture du tracé chromatographique (fig38) et le tableau (XXI) d’analyse par HPLC-MS

d’ELF de Citrus aurantium on peut observer que :
-Plus de 28 composés ont été détectés dont 20 ont été identifiés ;

-Parmi les composants majeurs d’ELF de Citrus aurantium on note la présence prédominante
d’acide diféruloyl sinapique (22,02%) et de trois flavonoides a savoir ; la quercétine caféoyl
glucoside (12,52%), la naringénine-7-O-rutinoside (12,27%) et la Rutine (Quercétine-3-O-

rutinoside) (10,42%), ces composés seuls représentent plus de 57% ;

-Le groupe de flavonoides présents avec un taux de 49,88 % est présentés par trois types de

génines.
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Tableau XXI: Principales molécules détectées dans I’ELF de Citrus aurantium.

RT min Amax [M-H]- Fragments Identification (%)

0,75 272 515,1254 ?gg[(M'H)'M]’ 191(M-H)-2x162]. 179, 173, |, .4 dicaféoyl quinique I 1.62

0.82 272 515.1256 ?gg[(M'H)'m]’ IONM-H)-2x162], 179, 173, 1 4 i e dicaféoyl quinique IT | 0,95

136 273 515,1249 ?gg[(M'H)'m]’ IONM-H)-2x162], 179, 173, | 4 4 e dicaféoyl quinique I | 1,01
Acide quinique

325 285 313.,0566 205, 191[(M-H)-122] hydroxybenzoyl 0.95

337 241/309 |223,0255 221, 205, 193, 179[(M-H)-44], 169 Acide sinapique 0,54

4.45 325 353 235, 191[(M-H)-162], 174 acide caféoyl quinique 0.63

5 257 387.1297 193[(M-H)-194], Acide diférulique 1,75

527 267 443.1919 341, 337[(M-H)-106], 295, 191, 174 Acide coumaroyl benzoyl 5.86
quinique

57 267 417.1402 325[(M-H)-92], 191[(M-H)-132-2], 174 Acide dihydro quinique 122
pentoside glycérol

6.46 324 367.0667 749, 467, 323, 235, 207, 116 Non identifié 3.96

6.56 253/347 |771,1988 609, 593, 399, 301, 273 Quercétine caféoyl glucoside |12,52

6.89 330 385.1133 337,191, 179,174 Acide quinique méthoxy 1,74
caféoyl

6.97 270/336 | 609,1455 595, 519, 417[(M-H)-192], 369 Lutéoline hydroxy quinoyl 2.11
pentoside

7.33 327 399.0924 337,235,223, 193, 174 Acide sinapique féruloyl 091

7.87 270/335  |593,1511 ?22][(1\1’[9'?)1;34]’ 337,235, 223[(M-H)-194- Acide sinapique diféruloyl T | 22,02

8.12 325 593.1511 3991(M-H)-194], 337, 235, 223[(M-H)-194- Acide sinapique diféruloyl I | 0,85

176], 193, 174
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574 - 7412234 15{7)?5()1:/11212)_ }Sé]]’ 433[(M-H)-162-146], 271[(M izﬁlfgg;nee diglucoside 212
9,21 283/325  [399,0929 613, 367, 235, 116 Non identifié 0,79
10,07 270/333  [563,1402 473,367, 235, 116 Non identifié 2,17
10,37 284/334 | 463,124 301[(M-H)-162] Quercétine hexoside 742
10,68 323 561,1256 659, 451, 367, 235, 116 Non identifié 2,92
11,62 271333 [707,1826 739, 605, 451, 415, 235, 116 Non identifié 0,55
12,03 579,1722 1159[2(M-H)], 27 1[(M-H)-308] Naringénine-7-O-rutinoside | 12,27
1314|284 609,1823  |301[(M-H)-308] El‘gizi%%‘;ercetme'3'o' 10,42
13,51 324 683,2927 729, 575, 427, 351, 235, 116 Non identifié 0,45
14,35 324 575,1406 899, 643, 489, 395, 235, 116 Non identifié 0,90
16,37 324 589,1558 657, 499, 417, 387, 235, 116 Non identifié 0,45
16,88 283 593,1874 503[(M-H)-90], 417[(M-H)-176] ;‘utfgrlg:ﬁ (iemosy] 0,90

RT : Temps de rétention (min), Amax : Longueur d’onde maximale (nm), % : Pourcentage d’aire de pic par rapport a la somme des aires des principaux pics.
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2-3-4/ Identification des molécules présentes dans I’ELF d’Opuntia ficus-

indica

Les résultats d’analyse d’ELF d’Opuntia ficus-indica par HPLC-MS sont présentés dans la

figure 39 et le tableau XXII.
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Figure 39 : Chromatogramme HPLC-UV-MS relatif a I’'ELF d’ Opuntia ficus-indica.

De la lecture du tracé chromatographique (fig39) et des résultats d’analyse du tableau XXII

on peut remarquer que :

-Plus de 16 composés ont été identifiés sur 28 composés détectés ;

-Les principaux composants d’ELF d’Opuntia ficus-indica sont des acides phénoliques dont

I’acide quinique 1 (20,90%), I’acide caféoyl benzoique (20,21%) et 1’acide piscidique

(13,94%) sont considérés comme des composants dominants ;

-La quercétine et I’isorhamnétine sont aussi présents mais en faibles quantités (1,10% et

0,09%) respectivement.
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Tableau XXII : Principales molécules détectées dans I’ELF d’ Opuntia ficus-indica.

RT min |Amax [M-H] |Fragments Identifications (%)
0,59 266 284,099 179 Acide caféoyl benzoique 20,21
0,7 257 387,1143 |341, 291, 215 Betanidine 3,77
0,75 245 191,0205 | 173,133 Acide quinique I 20,90
0,81 261 191,0205 |133 Acide quinique II 2.29
1,19 191,0203 |133 Acide quinique III 0,56
1,36 257 515,1602 | 191, 179 acide dicaféoyl quinique 0,73
2,05 301,0933 |271,179 Quercétine 1,10
2,69 272/314 |315,0718 |235,116 Isorhamnétine 0,09
2,87 247 255,0518 |511[(2M-H)] Acide piscidique 13,94
3,63 280 373,1135 ?gg,[(%IAH)_M]’ 207[(M-H)-14-152], 193, Acide diméthyle galloyl férulique 0.62
3,92 361,0772 |293, 235,174, 116 Acide syringique hexoside 0,76
4,38 386,1081 |339, 235,116 Acide dihydroxy caféoyl quinique |(,31
5,71 266 417,1399 | 405, 236, 215, 207 Non identifié 1,12
5,85 274 239,057 177 Acide eucomique 0,98
6,2 259 461,1661 | 451, 387,235,116 Non identifié 3,30
6,46 319 959,321 387,235,174, 116 Non identifié 0,57
6,57 328 355,1035 |235,207,116 Acide férulique hexoside I 0,54
7,47 322 355,1035 |235,207, 116 Acide férulique hexoside II 3,00
7,7 286 517,1555 |355 Acide férulique diglucoside 5,93
8,37 284 1019,3414| 555, 431, 387, 329, 235, 207 Non identifié 0,35
9,22 271 613,2131 | 603, 481, 405, 341, 235, 116 Non identifié 1,47
9,91 273 787,2673 | 777, 625, 499, 387, 245, 235, 116 Non identifié 0,29

79



Résultats et discussion

10,7 275 565,1923 | 555,405, 327, 235, 116 Non identifié 12,51
11,11 271 827,2615 | 827, 535, 449, 387, 235, 207 Non identifié 1,47
11,81 487,1817 | 627, 415, 405, 235, 207, 116 Non identifié 0,52
12,63 274 605,1873 | 561, 327, 235, 209, 116 Non identifié 1,30
13,45 273 791,275 763, 583, 457, 343, 235, 207, 116 Non identifié 0,26
15,14 562,1559 | 555, 352,235,116 Non identifié 0,37

RT : Temps de rétention (min), Amax : Longueur d’onde maximale (nm), % : Pourcentage d’aire de pic par rapport a la somme des aires des principaux

pics.
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En conclusion, les résultats d’analyse par HPLC-MS d’ELF de Vitis vinifera a révélé un profil
dominé par le resvératrol hexoside I (12,75%), 'acide caftarique (12,66%), 1’acide p-
coumarique hexoside (8,05%), 1’acide dicaféoyl tartrique (7,25%), la quercétine 3-O-
glucoside (5,31%), la quercétine 3- O-glucuronide (5,03%) et d’autres constituants mineurs.
La présence de tous ces constituants ainsi que d’autres ont été signalé par d’autres auteurs
(Downey and Rochfort., 2008; Godevac et al., 2010; Lago-Vanzela et al., 2011 ; Stefova and
Ivanova., 2011 ; Perestrelo et al., 2012).

Les résultats de I’analyse d’ELF de Punica granatum a révélé la présence dominante d’une
coumarine dérivé de bargaptene (39,39%), de glycoside de la quercétine et de I’isorhamnétine
ainsi que des dérivés d’acide vanillique, d’acide citrique et d’acide p coumarique. Des travaux
antérieurs ont révélé la présence dominante de la quercétine hexoside, des dérivés d’acide
éllagique, cafféique, vanillique et d’autres constituants mineurs. Nos résultats s’accordent
avec les travaux antérieurs sur le point que la quercétine hexoside est présente en quantité
importante et de la présence d’autre constituants également (Cristofori et al., 2011 ; Fischer

etal.,, 2011 ; Ambigaipalan et al., 2017).

Les résultats concernant les analyses par HPLC-MS d’ELF de Citrus aurantium montre la
prédominance d’acide diféruloyl sinapique (22,02%), quercétine caféoyl glucosyl glucoside
(12,52%), naringénine 7-O-rutinoside (12,27%) et la rutine (10,42%), plus des dérivés de
I’acide quinique et d’autre. Ces résultats sont partiellement en accord avec les travaux de Wu
et al (2015) qui rapporte la présence en grande quantité de la naringénine-7-O-triglucoside et

I’acide quinique.

Les analyses par HPLC-MS d’ELF d’Opuntia ficus-indica ont montré la présence en grande
quantité d’acide quinique I (20,89%), acide caféoyl benzoique (20,21%), acide piscique
(13,94%) ainsi que d’autres acides et leurs dérivés en quantités moindre. Les flavonoides
comme la quercétine (1,10%) et I’isorhamnétine (0,09%) sont détectés en faibles quantités.
Nos résultats sont partiellement comparables a ceux décrits par Dhaouadi et al (2013),

Yeddes et al (2013) et Mata et al (2016).
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2-4/ Estimation des contenus en composés phénoliques dans les ELFs

Les résultats de 1’analyse quantitative des phénols totaux (PT), des flavonoides totaux (FT),

des flavonols (FLT), ainsi que ceux des tanins (condensés (TC) et hydrolysables (TH)) sont

exprimés dans le tableau XXIII et la figure 40.

Tableau XXIII : Estimation des contenus en composés phénoliques dans les ELFs.

Extraits Lyophilisés des Fruits (ELFs)

Vitis Punica Citrus Opuntia

vinifera granatum aurantium | ficus-indica
Phénols totaux (mg GAE/g) | 23,06+0,17 | 15,39+0,08° | 14,34+0,3" | 1,95+0,07°
Flavonoides totaux (mg 14,37£0,08 | 12,95:0,07° | 10,1740,56" | 1,35+0,02"
QE/g)
Flavonols (mg QE/g) 5,34+0,02 | 4,00+0,06° | 3,99+0,04° | 2,24+0,04"
Tanins condensés (mg CE/g) | 8,77+0,13 | 4,63+0,26° | 2,95+0,29" | 3,68+0,30"
Tanins hydrolysables (mg 4,73+0,38 | 4612028 | 3.23+0,11° | 3,18+0,07°

GAE/g)

mg GAE/g : mg d’acide gallique équivalent/ g d’extrait sec, mg QE/g: mg de quercétine équivalent/ g d’extrait

sec, mg CE/g: mg de cyanidine équivalent/g d’extrait sec.

vinifera.

" p<0.0001 ; valeur comparée a 'ELF de Vitis
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Figure 40 : Teneurs en composés phénoliques dans les ELFs.
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De la lecture des résultats on peut déduire que les taux des phénols totaux (23,06+0,17 mg
GAE gl'), flavonoides totaux (14,37+0,08 mg QE gl'), flavonols totaux (5,34+0,021 mg QE
g"), tanins condensés (8,77+0,13 mg CE gl') d’ELF de Vitis vinifera est significativement
plus important (p<0.0001) que ceux des autres fruits. Alors que le taux des tanins
hydrolysables (4,73+0,38 mg GAE g'") dans 'ELF de Vifis vinifera reste important mais
comparable a celui de Punica granatum (4,61£0,28 mg GAE gl'). A I’opposé Opuntia ficus-
indica présente un taux relativement faible, en phénols totaux (1,95+0,07 mg GAE gl'), en
flavonoides totaux (1,35+0,015 mg QE gl'), et en flavonols totaux (2,24+0,04 mg QE gl') par
rapport a ceux des autres fruits. Le fruit d’Opuntia ficus-indica présente des contenus en
tanins condensés (3,68+0,3 mg CE g') et tanins hydrolysables (3,18+ 0,07mg GAE gl')
comparables a ceux de Citrus auriantum. Quant a I’ELF de Punica granatum, les taux de
phénols totaux (15,39+0,08 mg GAE g"), flavonoides totaux (12,95+0,07 mg QE g"),
flavonols totaux (4,00+0,062 mg QE gl'), et tanins condensés (4,63+0,26 mg CE gl') sont

modérés.

On peut conclure a travers 1’évaluation des teneurs en composés phénoliques (phénols totaux,
flavonoides totaux, flavonols totaux, tanins condensés et hydrolysables) dans les fruits des
quatre especes étudiées, que Vitis vinifera peut constituer une source potentielle de
substances phénoliques antioxydantes. Ce résultat est conforté par d’autres travaux sur cette
espece qui souligne que Vitis vinifera est parmi les plantes qui renferment des taux élevés en
substances phénoliques qui pourraient étre mis a profit contre le stress oxydant et les maladies
qui en découlent (Baydar et al., 2004 ; Nirmala et Narendhiraka., 2011 ; Weidner et al., 2013 ;
Thapakorn et Niramon, 2015).

3/ Evaluation des activités biologiques

3-1/ Activité antioxydante au DPPH

La cinétique de la réduction du radical libre par les ELFs de Vitis vinifera, Punica granatum,
Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica ainsi que les concentrations inhibitrices 1Csy sont

exprimés dans les figures 41 et 42, respectivement.
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Pourcentage d'inhibition de DPPH*

100

=& Vitis vinifera
== Punica granatum
Citrus aurantium

=>&=Opuntia ficus indica

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Concnetrations (mg/ml)

*valeurs moyennes d’inhibition de DPPH £SD (n=3).

Figure 41: Evolution du pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des concentrations

des ELFs.
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* 1 p<0,0001 ; valeur comparée au trolox.

#: p<0,0001 ; valeur comparée a I’ELF de Vitis vinifera.

Figure 42 : Valeurs des ICs, des ELFs et de Trolox.
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La lecture des courbes des cinétiques de I’inhibition du radical DPPH (figure 41, 42) montre

que :

- Les ELFs et le trolox (substance antioxydante témoin) posseédent un pouvoir inhibiteur

envers le radical DPPH;
-L’effet inhibiteur des ELFs est proportionnel aux doses utilisées ;

- Les ELFs de Vitis vinifera, Punica granatum et Citrus aurantium ont montré des pouvoirs

inhibiteurs supérieurs a celui observé pour I’ELF d’ Opuntia ficus-indica ;
-LELF de Vitis vinifera se distingue des autres extraits par son effet inhibiteur le plus élevé.
La figure 42 montre que :

-Le trolox possede un 1Csy de 0,006+0,001, jugé significativement inferieur (p<0,0001) par

rapport a ceux des ELFs ;

-Les valeurs des ICsy des ELFs de Vitis vinifera, Punica granatum, et Citrus aurantium sont

largement inferieures (p<0,0001) a celui d’ELF d’Opuntia ficus-indica ;

-La valeur d’ICso d’ELF de Vitis vinifera est significativement la plus faible (p< 0,0001) par

rapport a celui des autres ELFs (Punica granatum, Citrus aurantium, Opuntia ficus-indica).

D’apres ces résultats, il est évident que les ELFs, notamment ceux de Vitis vinifera, Punica
granatum et Citrus aurantium possedent un pouvoir antiradicalaire vis-a-vis du DPPH qui est
relativement élevé par rapport a celui d’Opuntia ficus-indica. Le plus important effet
inhibiteur est observé dans le cas de I’extrait de Vitis vinifera qui reste toutefois

significativement moins important que celui du trolox.

Les résultats des ICsy des ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum sont respectivement de
I’ordre de 0,270,001 mg/ml et 0,59+0,003 mg/ml. Ces valeurs sont en accord avec ceux
rapportés par Srividya et Chandra (2014) et Safaa et al (2010), respectivement pour les
extraits des parties comestibles de Vitis vinifera (1C50=0,23 mg/ml) et Punica granatum
(IC50=0,53 mg/ml). Concernant I’ELF d’Opuntia ficus-indica, Mabrouki et al (2015)
signalent un ICsy (IC50=8,63+1,33) deux fois plus important que celui obtenu dans notre étude
(IC50=3,5240,026). Les travaux de Ghasemi et al (2009) et Mazher Asjad et al (2013)
rapportent des ICsy égales a 3,9 mg/ml et 3,7 mg/ml, respectivement. Ces valeurs décrivent
des pouvoirs antiradicalaires faibles vis-a-vis du DPPH par rapport a celui mesuré dans notre

étude (IC50=0,81+0,005 mg/ml).
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Les différences observées dans les valeurs des ICsy peuvent étre attribuées a plusieurs raisons,

notamment a la variation dans la composition chimique d’une plante qui est tributaire des

facteurs génétiques et environnementaux (Abou Elella et al., 2014).

3-2/ Activité antioxydante a ’ABTS

La cinétique de la réduction du radical ABTS™ par les ELFs de Vitis vinifera, Punica

granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica ainsi que les concentrations inhibitrices

ICs sont exprimés dans les figures 43 et 44, respectivement.
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Figure 43: Evolution du pourcentage d’inhibition d’ABTS en fonction des concentrations des

ELFs.
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Figure 44 : Concentrations inhibitrices (ICsp) des ELFs par test d’ABTS.

La lecture des courbes des cinétiques de I’inhibition du radical ABTS™ (figure 43, 44) montre

que :

- Les extraits ELFs et le trolox (substance antioxydante témoin) possedent un pouvoir

inhibiteur envers le radical ABTS™;
-L’effet inhibiteur des ELFs est proportionnel aux doses utilisées ;

-LELF de Vitis vinifera se distingue des trois autres extraits par son effet inhibiteur

significativement (p<0,0001) supérieur.
La figure 44 montre que :

-Le trolox (IC5p=0,03+0,001 mg/ml) et a un degré moindre I’extrait de Vitis vinifera
(IC50=0,04+0,0025 mg/ml) possédent des pouvoirs antioxydant contre le radical ABTS™,

significativement supérieur (p<0,0001) aux autres ELFs;

- Les ELFs d’Opuntia ficus-indica, Punica granatum, et Citrus aurantium montrent des
pouvoirs antioxydants plus faibles de 0,80+0,047 mg/ml, 0,580,028 mg/ml, 0,49+0,025

mg/ml respectivement.
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De la cinétique de la courbe de Vitis vinifera (fig 43), on peut remarquer que le pouvoir
antiradicalaire contre I’ ABTS™ dépasse les 80% pour une concentration de 0.1 mg/ml d’ELF,
alors que le méme seuil d’inhibition est produit avec une concentration proche de trolox,
estimée a 0,04 mg/ml. Nos résultats sont confortés par ceux trouvés par Kelebek et al (2013)
et Hariram et al (2015) qui ont montré que I’ extrait du fruit de Vitis vinifera a un important

pouvoir antioxydant vis-2-vis du radical cation ABTS™.

Le plus faible pouvoir a stabiliser le radical ABTS™ a été enregistré par 'ELF d’Opuntia
ficus-indica (1Cs50=0,80+0,0047 mg/ml). Ceci pourrait étre expliqué par les relatives faibles
teneurs en composés phénoliques (phénols totaux, flavonoides totaux, flavonols totaux, tanins
condensés et hydrolysables) trouvées dans 1’extrait de ce fruit, comme révélé par les mesures
déja effectuée (tableau XXIII). Ces résultats sont en accord avec les travaux de Fernandez-
Lopez et al (2010) qui ont prouvé que I’effet piégeur de I’extrait du fruit d’Opuntia ficus-
indica s’avére moins actif vis-a-vis du radical cationique ABTS™. Les ELFs de Punica
grantum et Citrus aurantium ont révélé des valeurs d’ICsy comparables, avec toutefois un

pouvoir antioxydant 1égerement supérieur pour Citrus aurantium (p<0,05).

En général, il ressort des résultats de la méthode d’ABTS™ que I’activité antioxydante
(exprimés a travers les ICsp) est proportionnelle a la teneur en phénols totaux, en flavonoides,
en flavonols, en tanins condensés et en tanins hydrolysables. Ce qui indique que
probablement ces groupes de produits naturels pourraient étre associés a cette activité,

comme suggéré par d’autres auteurs (Lutz et al., 2011).

3-3/ Activité antioxydante au FRAP

La cinétique de la réduction du fer ferrique (Fe+3) en fer ferreux (Fe+2) par les ELFs de Vitis
vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica ainsi que les

concentrations inhibitrices ICsy sont exprimés dans les figures 45 et 46, respectivement.
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Figure 45: Cinétique de réduction du fer ferrique (Fe+3) en fer ferreux (Fe+2) par les ELFs.
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Figure 46: Concentration effective (ECsg) des ELF et Trolox évaluée par test FRAP.

La lecture des courbes des cinétiques de réduction de fer ferrique (Fe*

(figure 45, 46) montre que :

%) en fer ferreux (Fe*?)
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- Les extraits ELFs et le trolox (substance antioxydante témoin) possedent un pouvoir

réducteur de fer ferrique (Fe*®) en fer ferreux (Fe*);
-L’effet réducteur des ELFs est proportionnel aux doses utilisées ;

-LELF de Vitis vinifera se distingue des trois autres extraits par son effet réducteur

significativement (p<0,0001) supérieur.

-Le trolox (ECsp de 0,06+0,0004 mg/ml) et I’extrait de Vitis vinifera (ECsy de
0,9840,0061) possedent des pouvoirs réducteurs, significativement supérieur (p<0,0001) aux

autres ELFs;

-Un pouvoir réducteur modéré a faible est observé pour les ELFs de Punica granatum
(EC50=2,612£0,0145) et Citrus aurantium (ECsp= 3,83+0,011) et Opuntia ficus-indica
(ECs0=8,05 £0,023).

L’ELF de Vitis vinifera a enregistré le pouvoir réducteur le plus important, suivi par ceux de
Punica granatum (ECs50=2,61£0,0145) et Citrus aurantium (ECsp= 3,83%£0,011). L’extrait
d’Opuntia ficus-indica a donné 1’effet réducteur le plus faible (ECs5,=8,05 £0,023). Le trolox
s’est montré plus réducteur que tous les extraits (ECsp=0,06£0,0004). Des précédents travaux
vont dans le sens de nos résultats o I’extrait de Vitis vinifera s’est révélé plus réducteur que
celui de Punica granatum (Srividya et Chandra., 2014). Mabrouki et ses collaborateurs (2015)
ont montrés que le fruit les extraits d’Opuntia ficus-indica possedent une ECsy de 4,71+ 1,09
mg/ml. La valeur trouvée par cet auteur représente le double de la valeur trouvé dans notre
étude pour la méme espece. Cette différence pourrait étre expliquée par les possibles
fluctuations qu’on peut observer dans la composition qualitative et quantitative d’une méme
plante, soumises a des facteurs endogenes (génétique) et exogene (climatique) (Rice-Evans et

al.,1996 ; Van Acker et al 1996 ; Bahorun et al., 2004).

3-4/ Activité antioxydante ORAC

La cinétique de la décroissance de la fluorescence de la fluorescéine en présence des ELFs de
Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica est décrite dans la
figure 47. Les capacités ORAC (uM trolox équivalent/ g d’extrait) des ELFs a protéger la
fluorescéine contre le radical AHHP (2-2’-azobus(2-aminopropane dichlorohydrate)) sont

exposées dans la figure 48.
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Activité antioxydante ORAC (uM Trolox
equivalent/ g extrait)"

2500 A
2036,65
2000 - I
%
1500 1 1328,59
= *
1043,81
* T
1000 - 842,02
T
500 -
O T T T 1
Vitis vinifera Punica granatum  Citrus aurantium Opuntia ficus indica

"Valeurs moyennes d’ORACSD (n=3).

*: p<0,0001 ; valeurs comparées a ELF de Vitis vinifera.

Figure 48 : Activité antioxydante des ELFs par le test ORAC.

La lecture des courbes de la décroissance de la fluorescence et de la valeur ORAC pour les

ELFs étudiés (figure 47, 48) montre que :

-Globalement a travers 1’allure des courbes, il peut €tre observé que les ELFs ralentissent plus

la décroissance de la fluorescéine comparés au contrdle (blanc) ;
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-L’effet protecteur de la fluorescéine vis-a-vis du radical AHHP est plus visible aprés un

temps d’environ 5 minutes et se maintient jusqu'a la fin de I’expérience ;

-LELF de Vitis vinifera se distingue des trois autres extraits par son potentiel antioxydant

(ORAC=2036,65+46,14 uM TE/g) significativement (p<0,0001) supérieur ;

-Un potentiel antioxydant modéré a faible est observé pour les ELFs de Punica granatum
(ORAC=1328,59+11,72 uM TE/g), Opuntia ficus-indica (ORAC=1043,81+24,13 uM TE/g)
et Citrus aurantium (ORAC=842,02+20,47 uM TE/g).

L’activité antioxydante des ELFs de Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium et
Opuntia ficus-indica a été évaluée en se basant sur la capacité de ces extraits a protéger la

fluorescéine et de réduire la vitesse de sa dégradation.

Dans cette évaluation, les valeurs d’ORAC obtenues par I'ELF de Vitis vinifera
(2036,65+46,14 uM TE/g), place cette espece comme une bonne source antiradicalaire contre
I’AHHP. Ce résultat va dans le sens des conclusions de plusieurs auteurs (Kedage et al.,
2007 ; Lutz et al., 2011 ; Kelbek et al., 2013 ; Liang et al., 2014). Ces derniers soulignent la
capacité antioxydante importante de 1’extrait de Vitis vinifera et rapportent les valeurs élevées

d’ORAC.

Selon de précédents travaux, les extraits de la peau du fruit d’Opuntia ficus-indica a donné
une valeur de 42200 uM Tequi/g (Kuti et al., 2004), alors que celui de la pulpe sans graines a
présenté une valeur de 9,8+£0,01uM TE/g (Albano et al., 2015). La valeur d’ORAC trouvée
dans notre étude en utilisant le fruit débarrassé de la peau est de 1041,81 uM TE/g. De ce qui
précede, il peut étre conclu que la peau constitue une source plus importante en substances

antioxydantes comparé aux autres parties testés par notre étude et celle d’ Albano ef al (2015).

3-5/ Activité antioxydante au TBARS

La cinétique d’inhibition de la peroxydation lipidique en présence des ELFs de Vitis vinifera,
Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica ainsi que les concentrations

inhibitrices ICsp sont exprimés dans les figures 49 et 50, respectivement.
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Figure 49: Evolution de I’inhibition de la peroxydation lipidique en fonction des

concentrations des ELFs.
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Figure 50 : Concentration inhibitrice (ICsy) des ELFs par test TBARS.
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La lecture des courbes des cinétiques d’inhibition de la peroxydation lipidique ainsi que les

ICsp des ELFs (figure 49, 50) montre que :

- Les ELFs et ’acide ascorbique (substance antioxydante témoin) possedent un pouvoir

inhibiteur envers la peroxydation lipidique;
-L’effet inhibiteur des ELFs est proportionnel aux doses utilisées ;

- L’ELF de Vitis vinifera, a montré le pouvoir inhibiteur (ICsp=1,64+0,029 mg/ml) supérieur

a celui observé pour les ELFs de Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus indica ;

- Un potentiel antioxydant modéré a faible est observé pour les ELFs de Punica granatum
(IC50=3,77£0,182 mg/ml), Opuntia ficus-indica (ICsp= 3,30£0,016 mg/ml) et Citrus
aurantium (I1Cs50=9,36 £0,190 mg/ml).

La figure 50 montre que :

-Le potentiel antioxydant de 1’acide ascorbique (ICs5p=0,029+0,0007 mg/ml) est largement
supérieur (p<0,0001) a celui des ELFs ;

-La capacité antioxydante d’ELF de Vitis vinifera est significativement (p<0,0001)

supérieure a celle des autres ELFs ;

-Les valeurs obtenues pour les autres ELFs (Punica granatum (ICs5y=3,77+0,182 mg/ml),
Opuntia ficus-indica (ICsop= 3,30+0,016 mg/ml) et Citrus aurantium (1C5,=9,36 +0,190

mg/ml) sont modérées a faibles

On déduit de ces résultats que I’ELF du fruit de Vitis vinifera exprime un caractere
antioxydant appréciable, vis-a-vis de la peroxydation lipidique, pour 1’ensemble des

concentrations étudiées (p<0,0001).

Marcincdkova et son équipe (2012) ont démontré en utilisant le test TBARS que 2 mg/ml de
I’extrait de Vitis vinifera correspond a une activité antioxydante de 1’ordre de 65,88+5,34 %.
Cette valeur est comparable a celle trouvée par notre étude (61,96+6,99%). Pour la méme
concentration de 2mg/ml, les ELFs de Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus-
indica ont montré des valeurs d’inhibition de la peroxydation lipidique comparables, a savoir
34,38+6,88%, 35,05%0,78% et 39,44+0,24%, respectivement. Toutefois, le pouvoir inhibiteur

des ces trois extraits reste au dessous de celui de I’extrait de Vitis vinifera

De nombreux travaux entrepris par la littérature ont soutenu la supposition que la capacité de

modification de la peroxydation lipidique est strictement liée aux caractéristiques structurales

95



Résultats et discussion

des antioxydants dont la lipophilie et la structure des composés phénoliques sont parmi les

importants facteurs dont découlent les propriétés des antioxydants (Djeridane et al., 2007).

3-6/Activité antioxydante a I’oxyde nitrique (NOe)

La cinétique d’inhibition du radical azoté oxyde nitrique (NOe) en présence des ELFs de Vitis
vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica ainsi que les

concentrations inhibitrices ICsy sont exprimés dans les figures 51 et 52, respectivement.

70 - = Vitis vinifera
—— Punica granatum
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Inhibition d'oxyde nitrique (%)*

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Concentrations (mg/ml)

*Valeurs moyennes d’inhibition du radical azoté oxyde nitrique (NOe®) = SD (n=3).

Figure 51 : Cinétique de 1’évolution de I’inhibition du radical azoté oxyde nitrique (NOe) en

fonction de la concentration des ELFs.
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Figure 52 : Concentrations inhibitrices (ICsp) des ELFs par test NOe.

La lecture des courbes des cinétiques d’inhibition du radical azoté NOe ainsi que les ICsy des

ELFs (figure 51, 52) montre que :

- Les ELFs et I’acide ascorbique (substance antioxydante témoin) posseédent un pouvoir

inhibiteur envers le radical azoté oxyde nitrique (NQOe);

-L’acide ascorbique possede un pouvoir inhibiteur (ICso=0,174+0,016), significativement

plus élevé (p<0,0001) par rapport a ceux des ELFs ;
-L’effet inhibiteur des ELFs est proportionnel aux doses utilisées ;

- L’ELF de Vitis vinifera, a montré un pouvoir inhibiteur supérieur (p<0,0001) a celui

observé pour les ELFs de Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica ;

-Le pouvoir antioxydant enregistré pour les ELFs de Punica granatum (1Csy=1,29+0,006) et

Citrus aurantium (IC5y=2,92+0,021) sont moindres que celui de Vitis vinifera
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(IC50p=0,79+0,009) mais reste élevé comparé a Opuntia ficus-indica (1Csy=8,85+0,021), qui a

enregistré I’effet le plus faible ;

Les résultats obtenus permettent de déduire que I’ELF de Vitis vinifera possede un potentiel
supérieur pour inhiber le radical azoté NOe. Cette constatation est soutenue par les travaux
entrepris dans le littérature, qui montrent que 1’extrait de Vitis vinifera est un fort inhibiteur de

la production du radical oxyde nitrique (Hassan et Nahla, 2010 ; D’Mello et al., 2012).

D’autres auteurs ont également évalué le pouvoir inhibiteur du radical azoté par les ELFs de
Punica granatum et Opuntia ficus-indica. Gnanavel and Namasivayam (2015) ont montré que
I’ELF de Punica granatum est doué d’un pouvoir antioxydant trés important vis-a-vis du
radical oxyde nitrique (NOe¢). Cependant, les travaux de Saravankumar et al (2015) rapportent
un potentiel modéré a faible d’ELF d’Opuntia ficus-indica. Nos résultats sur les deux extraits

confortent cette tendance.
3-7/ Test de toxicité larvaire

Les valeurs de mortalités des larves de crevettes exprimées en pourcentage ainsi que les

concentrations létales sont décrites dans le tableau XXIV et le tableau XXV respectivement.

Tableau XXIV : Pourcentage de mortalité des larves de crevettes en fonction des

concentrations des ELFs.

Concentration des ELFs (mg/ml)

Extrait 0,1 0,25 0,5 1,0
Vitis vinifera 26,67+£5,77 36,67+5,77 50,00£10 53,3345,77
Punica granatum 6,67+5,77 6,67+5,77 10,00+0,00 20,00+10,00
Citrus aurantium 13,3345,77 40,00+0,00 80,00+0,00 100,00+0,00
Opuntia ficus-indica 6,67+5,77 6,67+5,77 10,00£0,00 13,3345,77
Sulfate de cuivre 100 100 100 100
Témoin 0 0 0 0

Tableau XXV : Concentrations létales (I.Cso) des ELFs.

ELF testé LCsy (mg/ml)
Vitis vinifera 0,77+0,13
Punica granatum >1
Citrus aurantium 0,37+0,02
Opuntia ficus indica >1
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En se référant a 1’échelle de toxicité établie par Mousseux (1995), rapporté dans le tableau
XXVI, les valeurs des LCsy des extraits, sont supérieures a 0,1 mg/ml. Sur la base de cette
référence, on peut déduire que les ELFs des especes testées ne sont pas toxiques. En
I’absence de précédentes études, on peut souligner que les extraits des fruits préparés par

I’alcool n’induisent pas de toxicité décelable par le test Brin shrimp.

Tableau XXVI : Présentation de la correspondance entre LCs et la toxicité selon Mousseux

(1995).

LCs (ug/ml) Toxicité Symbole
LCs0>0,1 Absence )
0,1 >LCs0>0,05 Faible (+)
0,05 >LC5¢>0,01 Moyenne (++)
LCsy<0,01 Forte (+++)

3-8/ Evaluation de la toxicité aigué chez les souris

Les résultats du suivi clinique pendant 14 jours des souris gavées avec différentes
concentrations (500, 2500, 5000 et 10000 mg/kg), montrent que les ELFs de Vitis vinifera et
Punica granatum n’induisent pas de mortalité, ni perturbation dans le comportement (acces a
la nourriture) ni perte de poids. L’examen macroscopique des organes vitaux des souris
effectué apres le sacrifice des animaux a la fin de ’expérience n’a révélé aucun changement
morphologique (taille, forme, couleur, poids) des organes des souris traitées (cceur, foie, reins,

poumons et rate) en comparaison avec ceux des souris témoins.

Selon I’échelle de toxicité d’Hodge et Sterner (1949) (tableau XXVII), les résultats obtenus
de cette étude indiquent que les ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum sont non toxique

chez les souris a la dose maximale de 10000 mg/kg.

Tableau XXVII : Echelle de toxicité des substances d’apres Hodge et Sterner (1949).

Classe de toxicité DL5 pour la souris ou le rat
Extrémement toxique <1 mg/kg
Tres toxique 1 250 mg/kg
Moyennement toxique 50 a 500 mg/kg
Faiblement toxique 0,5a5 g/kg
Pratiquement non toxique 5al5gkg
Relativement sans danger >15 g/kg
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3-9/ Activité analgésique

Les résultats concernant 1’effet analgésique évalué par les tests de torsion, plaque chauffante

et immersion de la queue, sont exposés comme suit :

3-9-1/ Test de Torsion

Les résultats obtenus sont exposés dans le tableau XXVIII

Tableau XXVIII : Réduction du nombre de crampes induites par 1’acide acétique chez les

lots traités en non traité (contrdle).

Nombre de crampes Pourcentage
Groupes Affectation Dose (g/kg) d’inhibition des
crampes (PIC %)
GroupeI | Contrdle - 94,00£3,03 -
1,0 59,67+4,76™" 36,52+4,76
Groupe I1 | ELT de Vilis 2,0 31,33+5,95™ 66,67+5,96
vinifera
3,0 09,67+1,97""" 89,71£1,97
1,0 51,33+0,82"" 45,39+0,82
ELF de
Groupe I1II | Punica 2,0 27,33+5,43" 70,93+5,43
granatum 3,0 12,33+4,41""" 86,88+4,41
Groupe IV Acide acétyl 0,1 22.50+1,00" 76,06+1,76
salicylique

Les valeurs sont exprimées en moyennes * SD (Tukey HSD-test, n=6). # p<0,0001 : par

comparaison au témoin négatif. " p<0,01, "™ p<0,0001: par comparaison a 1’acide acétyl
salicylique. PIC : pourcentage d’inhibition des crampes.

Il ressort de la lecture des données que :

-L’effet de D’injection par voie intrapéritonéale de 1’acide acétique (1%) provoque au bout

d’une période de 20 minutes une moyenne de campes égales a 94,00+3,03 chez le lot témoin ;

-Le nombre de crampes diminue significativement (p<0,0001) par rapport au contrdle, chez

les lots de souris traités avec les ELFs et ’acide acétyle salicylique ;
-L’effet analgésique provoqué par les ELFs est dose dépendant ;

-L’effet analgésique provoqué par I’acide acétyle salicylique a une dose de 0,1 g/kg, est
significativement supérieur a celui des ELFs de Vitis vinifera et de Punica granatum

administrés a (1,0 et 2,0 g/kg) et (1,0 g/kg), respectivement;
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-L’effet analgésique des ELFs de Vitis vinifera (administrés a une dose >2,0 g/kg) et de
Punica granatum (3,0 g/kg) s’est révélé significativement supérieur (p<0,0001) par rapport a

I’acide acétyl salicylique (0,1 g/kg) ;

-Aucune différence significative dans la réduction des contractions n’est observée entre les
lots traités par Vitis vinifera comparé a celui traité par Punica granatum aux doses de 2,0 et
3,0 g/kg. Cette différence est toutefois visible (p<0,05) a la dose de 1,0 g/kg, en faveur de

Vitis vinifera.

3-9-2/ Tests de plaque chauffante et immersion de la queue

L’évaluation de I’effet analgésique des ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum et de
I’acide acétyl salicylique ont été faites par les tests de plaque chauffante et immersion de la

queue. Les résultats de ces évaluations sont exprimés dans le tableau XXIX

Tableau XXIX : Temps de réaction a une excitation thermique pour les lots traités et non

traité (controle).

Doses Temps de réaction (secondes)
Groupes Affectation Test de pl Test d’i :
(g/kg) est de plaque est d’immersion
chauffante de la queue
Groupe I Controle - 02,98+0,47 02,12+0,51
1,0 03,16+0,82 02,38+0,61
ELF de
Groupe I1 | Vitis 2,0 04,17+1,09 02,43+0,60
vinifera
4 3,0 12,7742,79%44% 03,06+1,32
1,0 04,13+0,60" 02,39+0,49
ELF de
Groupe III | Punica 2,0 10,3241, 2744A#S 03,31+0,96"
ranatum .
§ 3,0 16,18+1,02844%5 03,90+0,51**
Acide
Groupe IV | acétyl 0,1 1,92+0,614* 2,80+1,17
salicylique

Les valeurs sont exprimées en moyennes * SD (Tukey HSD-test, n=6). (A p<0,05, Ad p<0,01, AAA
p<0,001): valeur vs contrble ; (#p<0,05, i p<0,001) : valeur vs acide acétyl salicylique.

(§p<0,0], 5 p<0,0001): valeur vs Vitis vinifera.
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A la lecture des résultats :
a) Pour le test de la plaque chauffante, on peut remarquer que :
-Le temps de réaction dans le lot controle est de 2,98+0,47 secondes

-Le temps de réaction du lot traité par I’acide acétyl salicylique a une dose de 0,1 g/kg est

significativement inférieur a celui du contrdle (p<0,01) ;

-LELF de Punica granatum a allongé d’une fagon significative (p<0,0001) le temps de
réponse au stimulus thermique produit par la plaque chauffante, et ceci a une dose (>2,0
g/kg). Alors que le méme effet ne s’est produit pour Vitis vinifera qu’a une dose égale a 3,0
glkg.

b) Pour le test d’immersion de la queue, on peut noter :

-Le temps de réaction dans le lot controle est de 2,12+0,51 secondes

-Le temps de réaction du lot traité par I’acide acétyl salicylique a une dose de 0,1 g/kg est

comparable a celui du contrdle ;

-Le lot traité par 'ELF de Punica granatum a montré un temps de réaction significativement

plus important que celui du lot contrdle, et ceci a des doses de (>2,0 g/kg).

Les données expérimentales obtenues par le test de la plaque chauffante, montrent que les
ELFs de Punica granatum et Vitis vinifera exercent un effet analgésique significatif comparé
au controle. Toutefois, la premiere espece exerce son effet dés 2,0 g/kg alors que I’effet de la

seconde espece se manifeste a une dose de 3,0 g/kg.

En ce qui concerne le test d’immersion de la queue, seul I’ELF de Punica granatum s’est

montré doué d’un effet analgésique significatif par rapport au contrdle et ceci a une dose > 2,0
g/kg.
Selon les résultats de ces deux tests, il peut étre déduit que I’ELF de Punica granatum

possede un effet analgésique significativement supérieur a celui de Vitis vinifera.

Finalement, il est utile de souligner que dans notre cas, la dose de 0,1 g/kg d’acide acétyl
salicylique, utilisée par plusieurs auteurs (Okpo et al., 2001 ; Fadeyi et al., 2004 ; Hamid et
al., 2004), s’est révélée dans notre étude inefficace a réduire la douleur et ceci dans les deux
tests (plaque chauffante et immersion de la queue). Jacob et son équipe (2013) ont rapporté
que I’acide acétyl salicylique agirait contre la douleur plutdt a des concentrations de 1’ordre de

0,3 g/kg. Notre choix porté sur cette dose apparemment faible, nous a pas permis de procéder
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a une comparaison du potentiel analgésique de nos extraits vis-a-vis d’une substance active

témoin.

A T’exception de Punica granatum, aucune partie du fruit de Vitis vinifera n’a fait 1’objet
d’étude de I’activité analgésique. Bensaad et al (2013), Saad et al (2014) et Lamees et kah

(2015) ont montré que I’extrait du fruit de Punica granatum a exercé une activité analgésique.

Notre étude a conclut que les ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum ont un effet
analgésique central modéré dont I’action se fait au niveau périphérique, et cela peut €tre 1ié a
I’activité antioxydante qui inhibe les médiateurs de la douleur. Les résultats phytochimiques
effectués ont permis de mettre en évidence la présence de nombreux composés phénoliques,
notamment des acides phénoliques, des flavonoides. Ces substances sont douées d’activité
antiradicalaire et anti inflammatoire importantes (Jyoti et al., 2009 ; Saad et al., 2014). A ce
titre, ils peuvent inhiber la production de Prostaglandine par blocage des enzymes
spécifiques telles que les cyclooxygénases impliquées dans la genese de la douleur (Le Bars

et al., 2001 ; Ferreira et al., 2002 ; Negus et al., 2006 ; Murshid et al., 2014).

3-10/ Evaluation de ’effet cicatrisant des ELFs

Les ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum ont fait 1’objet d’une évaluation de leur activité
cicatrisante sur des plaies d’excision et brilures pratiqués sur des lapins Néo-zélandais.
L’effet des extraits est comparé par rapport a une pommade cicatrisante commerciale

(Cicatryl®).

Les résultats obtenus de 1’évolution de la cicatrisation des plaies d’excision, apres application

journaliere des extraits, sont exprimés dans la figure 53 et le tableau XXX.
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Progression de la contraction des plaies d’excision en fonction des jours

v

Jour 0 Jour 3 Jour & Jour 9

Physiologique

Extrait de Punica granatum FExtrait de Vitis vinifera

Cicatryl

Figure 53 : Chronologie de la cicatrisation des plaies d’excision traitées et non traitées

(contrdle) chez le lapin.
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Tableau XXX: Evolution de la contraction des plaies d’excision chez le lapin traité et non

traité.
Contraction des plaies d’excision exprimée en % *
Groupe Affectation Jour 3 Jour 6 Jour 9
GroupeI | Non traité 2,59+0,24 33,2620,59 77,8620,48
Groupe 11 | BLE Viris 20,8422,95" | 4452136 | 92,03+0,58 "
vinifera
Groupe I | ELF Purica | 5 9615 4 | 65,0142,77% 10020,00 *=
granatum
Groupe IV | Cicatryl® 9,67+2,42* 49,32+2,07* 81,18+0,74*

A Valeur moyenne *+ écart type (n=6) ;# p<0,0001 vs controle ; ® p<0,0001 vs Cicatryl® ;

¥ p<0,0001 vs Punica granatum.

Il ressort de la lecture du tableau XXX et de la figure 51 que :

-Les groupes traités par les deux extraits et la pommade Cicatryl ® montrent une contraction

des plaies plus rapide (a J3, J6 et J9) que celle observée dans le groupe contréle ;

-A T’exception du groupe II a J6, les groupes traités par les ELFs Vitis vinifera et Punica

granatum  montrent une progression de la cicatrisation plus rapide (p<0,0001) que celle

observée pour le groupe témoin traité par Cicatryl ®.

-A partir de J6, la contraction des plaies est plus rapide dans le groupe traité par I’ELF de

Punica granatum par rapport a celui de Vitis vinifera (p<0,0001).

Les résultats obtenus de 1’évolution de la cicatrisation des brllures, aprés application

quotidienne des extraits, sont exprimés dans la figure 54 et le tableau XXXI.
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Progression de la contraction des plaies de briilures en fonction des jours

v

JO J3 J6 Jo J12 J15
o . l . . . .
Extrait de '
Vifis vinifera
Extrait de
Punica granatum

Figure 54 : Chronologie de la cicatrisation des briilures traitées et non traitées (contrdle) chez

le lapin.
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Tableau XXXI: Evolution du pourcentage de contraction des plaies de brllure chez le lapin

traité et non traité.

Contraction des plaies de brilure exprimée en %"
Groupe Affectation Jour 3 Jour 6 Jour 9 Jour 12 Jour 15
Groupe I Controle 5,89+ 11,91+ 12,92+ 30,12+ 38,35+
1,64 1,39 1,37 0,99 0,72
Groupe II | ELF de Vitis 10,53+ 18,94+ 20,76+ 65,56+ 93,55+
vinifera 2,15%% | 1,50%%™ | ] 60%*"" | (,76%*"" | (83"
Groupe III IEIL:ZSS 13462 | 2373+ | 2666+ | 76,59+ | 100,00+
3, 31%%%% | 2 47#x"% | D R xx"E (), 80* "™ | 0,00%*""
granatum
Groupe IV Cicatryl® 6,53+ 7,35+ 20,88+ 53,23+ 78,12+
0,80 0,99* 0,64 ** 0,00%* 0,47%*

A valeur moyenne * écart type ; *p<0,001, **p<0,0001 valeur vs contrdle ; 'p<0,05, “p<0,000] valeur vs

Cicatryl® ; s p<0,0001 valeur vs Punica granatum.

Il ressort de la lecture de la figure 54 du tableau XXXI que :

-Les groupes traités par les ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum et par Cicatryl ®
montrent d’une facon générale sur la période de traitement, une contraction des plaies de
brilures plus rapide par comparaison au contrdle. Toutefois, I’effet des ELFs est significatif

dés le 3°™ jour alors que celui de Cicatryl ® est visible a partir du 6™ jour ;

-Sur toute la période (J3—J15) les groupes traités par les ELFs de Vitis vinifera et Punica
granatum montrent une cicatrisation plus rapide que celle observée dans le lot traité par

Cicatryl © ;

-Le lot traité par 'ELF de Punica granatum montre une contraction des plaies plus rapide
(p<0,0001) que celle observée avec I’ELF de Vitis vinifera. La fermeture des plaies (100% de
contraction) est atteinte dés le 15°™ jour pour le lot traité par 'ELF de Punica granatum

alors que celui du lot traité avec ’ELF de Vitis vinifera n’a atteint que 93%.

Aucune des plantes étudiées n’a fait I’objet d’une évaluation de son potentiel cicatrisant. A la
lecture des résultats de I’évolution de la cicatrisation des plaies d’excision et de brilures, il
peut étre  observé que I'ELF de Punica granatum présente un effet cicatrisant
significativement supérieur (p<0,0001) a celui de Vitis vinifera. A la lumiere des résultats
obtenus, il ressort que les ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum ont montré une activité
cicatrisante supérieure a celle de la créme Cicatryl ©, ceci est interprété par une diminution

de la phase inflammatoire, une favorisation de la contraction des plaies et une réduction de la
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période d’épithélialisation. Le mécanisme d’action peut €tre affecté par certaines substances
bioactives ayant un effet cicatrisant et doués d’un potentiel antioxydant. Selon Martin (1996)
et Palmeri et al (1995) les antioxidants qui réduisent les radicaux libres sont capables
d’empécher la dépréciation au niveau cellulaire par inhibition de I’inflammation qui conduit a
I’appauvrissement de collageéne, en offrant ainsi une protection contre les dommages de la

peau.

3-11/ Evaluation de I’activité antihyperlipidémiante des ELFs

Les ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum ont fait ’objet d’'une étude in vivo chez des

souris suralimentées en lipides (huile de tournesol) pour évaluer leur activité

antihyperlipidémiante. Les résultats sont exprimés dans le tableau XXXII.

Tableau XXXII: Influence des ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum sur le profil

lipidique des souris.

Parametres biochimiques (g/l)a
Groupe Affectation Triglycéride | Cholestérol C-HDL C-LDL
Groupe I contrdle positif 2,16+0,11 3,83+0,10 0,27+0,02 2,38+0,08
Groupe IT | controle négatif 1,1840,07° | 2,05+0,13° | 0,47+0,06 | 1,37+0,06
ELF V.vinifera (0,1 ‘m - "
Groupe I1I e 0,95+0,05 1,85+0,09 0,55+0,04 1,28+0,05*
g/Kg
ELF V. vinifera (0,5 ‘mm ‘mm * %
Groupe IV e 0,67+0,03 1,59+0,10 0,62+0,04 1,10+0,09
g/Kg
ELF P. granatum % % %
Groupe V 0,87+0,04 2,00+0,09 0,55+0,04 1,27+0,07*
(0.1 gikg)
ELF P. granatum * % * *
Groupe VI 05 ko) 0,54+0,04 1,41+0,07 0,64+0,04 1,04+0,09
»D g/Kg

Controle positif : souris en hyperlipidémie, Contréle négatif : souris normales (ne recevant pas d’huile de

tournesol), 6valeur moyenne * SD (Tukey HSD-test, n=6). . p<0,0001 : valeur vs contr6le positif. - p<0,05, -
p<0,01: valeur vs Punica granatum.

L’analyse des résultats fait ressortir que :

-Les souris (controle positif) ayant recu de I’huile de tournesol montre une hyperlipidémie
(triglycéride, cholestérol, C-LDL et C-HDL) significative (p<0,0001) par rapport aux souris

normales (controle négatif) ;
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-Les lots traités par les ELFs de Vitis vinifera et de Punica granatum ont montré une baisse
significative (p<0,0001) dans le taux des triglycérides, cholestérol, C-LDL et une
augmentation significative (p<0,0001) du taux de C-HDL par rapport au lot contrdle
positif ;

-L’effet antihyperlipidémique des ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum est dose

dépendant (0,1 g/kg et 0,5 g/kg) ;

-Les lots traités par 0,5 g/kg et 0,1 g/kg de 'ELF de Punica granatum ont montré des taux de
triglycérides et cholestérol plus bas que ceux traités par les mémes doses de I’ELF de Vitis
vinifera ;

- Les lots traités par 0,5 g/kg et 0,1 g/kg de ’ELF de Punica granatum ont montré des taux
de C-LDL et C-HDL comparables a ceux traités par les mémes doses de I’ELF de Vitis

vinifera.

Nos résultats concordent avec ceux de Masani et ses collaborateurs (2012) qui confirment
que la consommation du jus du fruit de Vitis vinifera a raison de 0,1 et 0,5 g/kg, chez des
souris rendues hyperlipidémiantes, diminue significativement les taux de triglycéride, du
cholestérol et de C- LDL et augmentent le taux de C-HDL. Bhaskar et kumar (2012) et
Sarker et son équipe (2012) confirment aussi I’influence des extraits des fleurs de Punica
granatum sur le bilan lipidique des souris hyperlipidémiques par une réduction significative

des taux de triglycéride, du cholestérol et C- LDL et une augmentation du taux de C-HDL.

De nombreux auteurs ont signalé que la consommation des substances riches en composés
phénoliques améliore les profils lipidiques et lipoprotéiques, ce qui permettrait de prévenir
les maladies cardiovasculaires et de réduire le risque d’athérosclérose (Martin et

Andriantsiitohaina., 2002 ; Awika et Rooney Lloyd., 2004).
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Il est bien établi que les fruits constituent une source concentrée de composants avec des
effets bénéfiques pour la santé humaine. Selon ’OMS, la consommation réguliere de fruits,
éventuellement de 1égumes, peut contribuer a réduire les facteurs de risque du cancer, des

maladies cardiovasculaires, métaboliques et neuro-dégénératives.

La présente étude s’inscrit dans le cadre de la valorisation d’agroressources par leurs
caractérisations moléculaires et leurs activités biopharmaceutiques. Elle s’intéresse
particulierement a quatre fruits cultivés localement ; il s’agit de Vitis vinifera L, Punica

granatum L, Citrus aurantium L et Opuntia ficus-indica L.

Sur le volet phytochimique, 1’analyse par HPLC a révélé la richesse des extraits des fruits
étudiés en composés phénoliques, notamment en acides phénoliques et en flavonoides.
L’analyse quantitative montre que les taux des phénols totaux, flavonoides et flavonols
totaux, tanins condensés et hydrolysables d’ELF de Vitis vinifera sont significativement plus
importants que ceux des autres fruits. D’autre part, I’extrait hydroalcoolique du fruit
d’Opuntia ficus-indica s’est révelé contenir les quantités les plus faibles en ces constituants

phénoliques.

Les résultats de I’analyse par HPLC-DAD/MS d’ELF de Vitis vinifera a montré un profil
dominé par le resvératrol hexoside I (12,75%), I’acide caftarique (12,66%), 1’acide p-

coumarique hexoside (8,05%), I’acide dicaféoyl tartrique (7,25%), les dérivés de la quercétine

(14,73%).

L’ELF de Punica granatum a révélé la présence dominante d’une coumarine dérivé de
bargaptene (39,39%), de glycosides de la quercétine et de I’isorhamnétine ainsi que des
dérivés d’acides vanillique, citrique et p coumarique. L’ELF de Citrus aurantium a montré la
prédominance d’acide diféruloyl sinapique (22,02%), quercétine caféoyl glucosyl glucoside
(12,52%), naringénine 7-O-rutinoside (12,27%) et la rutine (10,42%), en plus des dérivés de
I’acide quinique. Le fruit d’Opuntia ficus-indica s’est révélé quant a lui particulierement
riche en acides phénols, notamment les acides quinique I (20,89%), caféoyl benzoique

(20,21%), et piscique (13,94%).

A travers cette analyse phytochimique, il peut étre conclu que 'ELF de Vitis vinifera, qui
s’est révélé relativement riche en composés phénoliques, par rapport aux autres ELFs,

pourrait constituer une source potentielle d’antioxydants.
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Sur le volet biopharmacologique plusieurs activités ont été étudi€es, a savoir les activités

antioxydante, analgésique, cicatrisante et antihyperlipidémiante.

L’évaluation de I’activité antioxydante en utilisant les différents essais (DPPH’, ABTS™,
FRAP, ORAC, TBARS, NO") a montré que le potentiel inhibiteur envers les radicaux libres
d’ELF de Vitis vinifera est le plus important comparé aux autres extraits. Ceci peut étre
corrélé avec sa teneur élevée en différents groupes de composés phénoliques, comme révélée
par les précédentes analyses phytochimiques. L’ELF de Punica granatum s’est montré aussi
doué d’un potentiel antioxydant qui reste toutefois moins important que celui de 1’espece
précédente. Les autres extraits de Citrus aurantium et Opuntia ficus-indica ont révélé des

effets antiradicalaires modestes par rapport aux précédents extraits.

Au regard du potentiel antiradicalaire important, Les ELFs de Vitis vinifera et Punica
granatum, ont été sélectionnés pour subir une évaluation de leur activités analgésique,

cicatrisante, et antihyperlipidémiante.

Les ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum ont montré un effet analgésique sur les trois
tests (torsion, plaque chauffante, immersion de la queue) par rapport au contrdle. Toutefois, le
potentiel a réduire la douleur des deux extraits s’est révélé statistiquement comparable et s’est
manifesté surtout dans le test de la torsion. Ce qui suggere que les deux extraits possedent des

phyto-constituants qui suppriment la douleur au niveau périphérique.

En plus, notre étude a conclu que les ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum ont un effet
analgésique central modéré dont I’action se fait au niveau périphérique. Ceci peut étre li€ a

I’activité antioxydante qui inhibe les médiateurs de la douleur.

D’autre part, les résultats de 1’évaluation de 1’activité cicatrisante chez le lapin ont montré
que ’ELF de Punica granatum et un degré moindre celui de Vitis vinifera accélerent le
processus de cicatrisation des plaies d’excision et des briilures par rapport au controle. Le
pouvoir de ces plantes s’est révélé méme supérieur a celui d’une créme cicatrisante

commerciale (Cicatry1®).

A la lecture des résultats de I’activité antihyperlipidémiante, on a noté que les souris rendues
expérimentalement dans une situation d’hyperlipidémie, ont vu leur profil lipidémique se

normalise par rapport au controle.

Les résultats de la toxicité aigué chez la souris démontrent 1’innocuité des ELFs de Vitis

vinifera et Punica granatum pris per os a la dose maximale de 10 g/kg. Ce résultat est
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conforté par I’évaluation in vitro de la cytotoxicité par le test d’Artemia salina, ou les valeurs

de DL50 sont considérées comme non toxique.
En conclusion, cette étude nous a permis,
-Sur le volet chimique :

D’établir la richesse des ELFs des plantes étudiées en composés phénoliques particuliecrement
I’extrait des fruits de Vitis vinifera ; ce dernier pourrait étre exploité comme source potentiel

d’antioxydant.
-Sur le volet pharmacologique :

Les évaluations expérimentales in vitro sur des biotests normalisés (DPPH’, ABTS™, FRAP,
ORAC, TBARS, NO") a permis de mettre en évidence un potentiel antiradicalaire pour les
quatre extraits. Ceci est particulierement notable pour I’ELF de Vitis vinifera et de Punica
granatum. Les extraits de Vitis vinifera et Punica granatum se sont par ailleurs, révélés aussi

doués d’effet analgésique, cicatrisant et antihyperlipidémiant sur des modeles animaux.
-Sur le volet toxicologique :

Les ELFs de Vitis vinifera et de Punica granatum sont dénoués de toxicité a court terme

comme révélé par 1I’absence de signes toxiques a une dose maximale de 10 g/kg.

En perspective, il serait intéressant d’approfondir les investigations phytochimiques,
toxicologiques et biologiques des fruits de Vitis vinifera et Punica granatum afin de s’assurer
de leur innocuité, de mettre en évidence d’autres activités bénéfiques pour la santé et de
caractériser leurs principes actifs. Ces travaux complémentaires permettront éventuellement
une phytostandardisation ultérieure, critere indispensable a la valorisation industrielle de ces

produits en tant que compléments alimentaires a allégation de santé.

Cette proposition est confortée par le fait que ces deux especes sont des especes alimentaires
et que les études que nous avons effectuées mettent en évidence, entre autres vertus, des

pouvoirs antioxydants et antihyperlipidémique, et 1’absence de toxicité a court terme.
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Annexe 1: courbes d’étalonnages pour le dosage des différents métabolites secondaires

Figure 1 : courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols.
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Figure 2: courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Figure 3 : courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonols.
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Annexe 2 : spectres de masse de différents standards en mode d’ionisation négatif

Figure 1 : spectres de masse d’acide gallique en mode d’ionisation négatif
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Figure 2 : spectres de masse d’acide caféique en mode d’ionisation négatif
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Figure 3 : spectres de masse d’acide malique en mode d’ionisation négatif
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Figure 4 : spectres de masse d’acide p coumarique en mode d’ionisation négatif
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Figure 5 : spectres de masse d’acide quinique en mode d’ionisation négatif
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Figure 6 : spectres de masse d’acide sinapique en mode d’ionisation négatif
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Figure 7 : spectres de masse d’acide hydroxy cinnamique en mode d’ionisation négatif
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Figure 8 : spectres de masse d’acide 3 hydroxy 4 méthoxy cinnamique en mode

d’ionisation négatif
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Figure 9 : spectres de masse d’acide hydroxy benzoique en mode d’ionisation négatif
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Figure 10 : spectres de masse d’acide dihydroxy benzoique en mode d’ionisation négatif
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Figure 11 : spectres de masse d’acide citrique en mode d’ionisation négatif

20170209_AP2_DilutionH20_100ppm_neg 47 (0.933) 1: TOF MS ES-
g 191.0191 1.90e6
100
<
4359573
192.0222
111.0083 193.0233 405.0273|436.9608 ! !
680.8952 !
. | 2899954 390034 4 sl09 6270897 6 81988 g7p g0 PEBIB ot 1105 a0y 113577%8 o
LR R N A Ry LA A AL L) LA LA KL LA R L ) L A L A Ly L Rl LA LAY L K LR LRl K A ARy LR KA LA AR LAAR A LA KAL) R AN AN LA A A
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150
Figure 12 : spectres de masse de la rutine en mode d’ionisation négatif
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Figure 13 : spectres de masse de la quercétine en mode d’ionisation négatif
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Figure 14 : spectres de masse de la quercétrine en mode d’ionisation négatif
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Figure 15 : spectres de masse de la lutéoline en mode d’ionisation négatif
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Figure 16 : spectres de masse de la naringénine en mode d’ionisation négatif
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Figure 17 : spectres de masse de la naringine en mode d’ionisation négatif
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Figure 18 : spectres de masse de la catéchine et 1’épicatéchine en mode d’ionisation

négatif
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Figure 19 : spectres de masse de I’épigallocatéchine gallate en mode d’ionisation négatif

20170209_FL1_DilutionH20_100ppm_neg 369 (7.148) 1: TOF MS ES-
. 457.0766 1.91e8
100
458.0796
455,061 503.0625
235.9248 520.0718
116.9279 1749550 453.0444 556.9978 915.1620 !
’ | 243.8993 305.0666 ‘ ( 913145 | 1059.9788
oteo |l L R 7009182 77958730 >4 [945.1340.968.0691 11726783 ..
S A R R LR LA R L) KA AR LR LA RAAK AR A AL R A LA A Ry R AL LA KA AR A T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150

Figure 20 : spectres de masse de la pyrocatéchine en mode d’ionisation négatif
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Résumé

Résumé

Le présent travail s’inscrit dans le cadre de valorisation d’agroressources de quatre fruits
cultivés localement en Algérie ; Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium et Opuntia
ficus-indica par leurs caractérisations moléculaires et leurs activités biologique.

Les fruits sélectionnés ont subi une extraction hydroalcoolique. Les extraits obtenus ont été
évalués pour leurs activités antioxydante, analgésique, cicatrisante et antihyperlipidémiante
ainsi que leur potentiel toxique.

Une analyse chromatographique par HPLC-DAD-ESI/MS a été réalisée et complété par une
évaluation quantitative du contenu des extraits en phénols totaux, flavonoids, flavonols, tanins
condensés et hydrolysables. Les résultats de 1’analyse quantitative montre que les taux des
composés phénoliques d’ELF de Vitis vinifera sont significativement plus importants que
ceux des autres fruits. Les résultats de I’analyse par HPLC-DAD-ESI/MS ont révélé un profil
dominé par une coumarine dérivé de bargaptene pour I’ELF de Punica granatum et par les

acides phénoliques et les flavonoides pour les autres ELFs.

L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro (DPPH’, ABTS™, FRAP, ORAC, TBARS,
NO’) a montré que le potentiel antioxydant d’ELF de Vitis vinifera est le plus important
comparé aux autres extraits. L’ELF de Punica granatum s’est montré aussi doué d’un

potentiel antioxydant qui reste toutefois moins important que celui de 1’espece précédente.

Les ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum ont montré un effet analgésique sur les trois
tests (torsion, plaque chauffante, immersion de la queue) dont le potentiel a réduire la douleur
des deux extraits s’est révélé statistiquement comparable et s’est manifesté surtout dans le test
de la torsion. D’autre part, les résultats de 1’évaluation de 1’activité cicatrisante chez le lapin
ont montré que 'ELF de Punica granatum et un degré moindre celui de Vitis vinifera
accélerent le processus de cicatrisation des plaies d’excision et des briilures par rapport au
controle, et s’est révélé méme supérieur a celui d’une créme cicatrisante commerciale
(Cicatry1®). A la lecture des résultats de I’activité antihyperlipidémiante, on a noté que les
ELFs Vitis vinifera et Punica granatum normalisent le profil lipidémique chez des souris
rendues hyperlipidémiantes par rapport au controle. Les résultats de la toxicité aigue chez la
souris démontrent que les ELFs de Vitis vinifera et Punica granatum sont dénoués de tous

signes de toxicité aux doses maximales prescrites.

Mots clés: Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium, Opuntia ficus- indica,

composés phénoliques, activités biopharmacologiques.



Abstract

Abstract

The present work was based on the valorization of agroresources of four fruits grown locally
in Algeria; Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium and Opuntia ficus-indica by the

determination of their molecular characterizations and biological activities.

The hydroalcoholic extracts of the selected fruits were evaluated for their antioxidant,

analgesic, healing and antihyperlipidemic activities as well as their toxic potential.

A chromatographic analysis by HPLC-DAD-ESI/MS was performed and supplemented by a
quantitative evaluation of the total phenols, flavonoids, flavonols, condensed and
hydrolysable tannins. The results of the quantitative analysis show that the levels of the of
Vitis vinifera fruit extract on phenolic compounds are significantly higher than those of other
fruits. The results of the HPLC-DAD-ESI/MS analysis revealed a chromatographic profile
dominated by a bargaptene (coumarin) for the extract of Punica granatum and by the phenolic

acids and flavonoids for the other extracts.

The antioxidant activity (DPPH’, ABTS™, FRAP, ORAC, TBARS, NO") evaluated in vitro
showed that the antioxidant potential of the Vitis vinifera extract is the most important
compared to the other extracts. The Punica granatum extract has also a potential antioxidant

activity but it remains less important than that of the previous species.

The Vitis vinifera and Punica granatum extracts showed an analgesic effect on the three tests
(torsion, hot plate and tail immersion), of which the potential to reduce the pain was
statistically comparable in both extracts and was most evident in the torsion test. On the other
hand, the results of the evaluation of the healing activity in the rabbits showed that the Punica
granatum extract and at lesser degree that of Vitis vinifera accelerate the process of healing
of excisional wounds and burns compared to the control, and was even superior to that of
commercial healing cream (Cicatry1®). The results of the antihyperlipidemic activity showed
that the Vitis vinifera and Punica granatum extracts normalized the lipidemic profile in mice
made hyperlipidemic compared to the control. Finally, the results of the acute toxicity in mice
demonstrated that the Vitis vinifera and Punica granatum extracts are free of any signs of

toxicity at the maximum dose prescribed.

Key words: Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium, Opuntia ficus-indica,

phenolic compounds, biopharmacological activities.
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