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4-HNE : 4-hydroxynonénal.

DMSO: Dimethylsulfoxide.

DO: Densités optique.

DPPH: 2.2 diphényl-1 picryl hydrazyl.

E.coli: Escherichia coli.

E.faecalis : Enterococcus faecalis.

ECso (1Cso) : Concentration inhibitrice a 50%.

ERA : d’espéces réactives dérivées de 1’azote.

ERO : d’especes réactives dérivées de 1I’oxygene.

GPX : Glutathion peroxydase.

GSH : Glutathion.

GSSG : Glutathione disulfide.

HCL: Hydrogen chloride.

I'EM-R. retam: I' extrait méthanolique de Retama retam.

MDA : malondialdéhyde.

mg EAG/g MS: Milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de la MS.
mg EQ/g MS: milligrammes d’équivalent de quercétine par gramme de matiére séche.
MV : Matériel vegetal.

SOD : Le super oxyde dismutase.
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Introduction

Depuis des siécles, I’Homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins de
base : nourriture, abris, vétements et également pour se soigner et venir a bouts des maladies
infectieuses. L’utilisation thérapeutique des plantes est trés ancienne et évolue avec 1’histoire

de I’humanité (Lhuillier, 2007).

Beaucoup de remedes phytothérapiques sont nés des observations, de I'inspiration et de
I'expérience des guérisseurs. Ces observations et applications ont été enregistrées depuis des
millénaires dans les diverses parties du monde (Benzeggouta, 2005).

Les plantes renferment une part importante des composes qui interviennent dans
I'ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques ayant lieu dans I'organisme, appelées
métabolites secondaires. Ils sont mis a profit en thérapie comme anti-inflammatoires,
inhibiteurs enzymatiques, antioxydants, antibactériens, anticancéreux, antifongiques,

diurétiques...etc. (Hartmann, 2007).

L’ Algérie abrite plus de 3000 especes végétales dont 15% sont endémiques, auxquelles
la population a recours a la médecine traditionnelle (Benguerba, 2008), Parmi lesquelles
I’espece Rétama retam qui est connue pour avoir des propriétés hypoglycémiques,

antioxydantes, antihypertensives et antibactériennes (Eddouks et al., 2007 ; Xu et al., 2015).

Les rétames sont des légumineuses arbustives, possédant a la fois des intéréts
pharmacologiques et écologiques, caractérisés par une distribution géographique trés
diversifiée en partant des pourtours de la cote méditerranéenne jusqu’aux régions semi-arides

et arides, ils représentent un moyen naturel de lutte contre la désertification (Mehnane, 2010).

Les métabolites secondaires dont les polyphénols ont fait 1’objet de nombreuses
recherches n vivo et in vitro. C’est un groupe complexe de substances qui ont attiré une
attention considérable en raison de leur réle en thérapeutique comme vasculo-protecteurs,
anti-inflammatoires, inhibiteurs enzymatiques, antioxydants et anti-radicalaires, en particulier
les flavonoides et les proanthocyanidines (Bahorun, 1997 ; Simi¢ et al., 2012 ; Leo'n-
Gonza'lez et al., 2018).

Dans une logique de stratégie des études des plantes médicinales ; la valorisation ne
s’arréte pas uniquement au niveau des connaissances ethnopharmacologiques et biologiques
des plantes, mais aussi a I’étude phytochimique qui est obligatoire pour cerner 1’ensemble des

1
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informations nécessaires a cette valorisation (Brahim, 2011). En effet, les molécules
bioactives naturelles font 1’objet de nombreuses recherches et d’une nouvelle haleine vers
I’exploitation des métabolites secondaires d’une manic¢re générale et celle des huiles
essentielles et des polyphénols en particulier, tant dans la santé des maladies pernicieuses que
dans I’industric agro-alimentaire. Ces composés sont largement recherchés pour leurs
propriétés biologiques: antioxydantes, antibactériennes, anti- inflammatoires et antiallergiques
(Macheix et al., 2005).

L’objectif de notre travail vise a démontrer le contenu de notre plante en composés
phénoliques et a déterminer leur activité antioxydante et antibactérienne. Le travail est
subdivisé en deux grandes parties: dont une partie bibliographiques qui regroupe trois
chapitres dont le premier chapitre rassemble des données bibliographiques sur la plante étudié
Retama retam, Par ailleurs, le deuxiéme chapitre rassemble des données sur les métabolites
secondaires et le troisieme chapitre a étudié l'activité antibactérienne et antioxydant de notre

plante étudié Retama retam.

La partie expérimentale englobe deux chapitres : dont le premier chapitre le matériel et
les méthodes utilisées lors de travail expérimental, qui porte sur une étude phytochimique
d'extrait de plant étudiée basée sur la quantification des composés phénoliques, et I'évaluation
de l'activité antioxydante des extraits vis-a-vis du radical libre DPPH. Finalement un test
antibactérienne est également réalisé afin de déterminer I'efficacité de I'extrait contre
Escherichia coli, Enterococcus faecalis. Le deuxieme chapitre, regroupant les résultats

obtenus et leur discussion.
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CHAPITRE 1 Présentation de I’espéce étudiée

I1.1. Le Genre rétama
11.1.1 Rappels sur les Fabaceae

La famille des Fabaceae (anciennement nommées Légumineuses) est une des plus
importantes parmi les dicotylédones, c'est la famille végétale qui fournit le plus grand nombre
d'espéces utiles a I'nomme, qu'elles soient alimentaires, industrielles ou médicinales.
(Bokhari, 2016).

Le terme Légumineuse vient du mot légume, apparu en Francais en 1530 et qui désigne
les aliments de I’homme d’origine végétale sous forme de graines séches ou d’herbes fraiches.
En latin le mot « Legumen » signifie graines qui se forment dans les gousses de certaines

plantes, nommees pour cette raison « Légumineuse ».

La famille des Fabaceae contient environ 20 000 espéces, la placant en seconde
position apres les Poaceae en termes de diversité. Les Fabaceae présentent une grande
diversité (Bokhari, 2016).

En Algérie, les fabacées ligneuses occupent une place importante et jouent un role
important dans I'équilibre du milieu naturel et la lutte contre la désertification (Boussahel,
2011).

11.1.2 Définition le genre rétama

Les rétames sont des Légumineuses arbustives, qualifiées de plantes fixatrices de
dunes. Leur nom dérive du nom biblique (Rotem) qui fut changé par les arabes en (R’tem) ou
(retam). Elles sont des plantes pérennes, des arbustes monoiques, pouvant atteindre jusqu’a 3
meétres de long. En Algérie Le genre Rétama compte trois especes : Rétama monosperma,

Rétama sphaerocarpa et Retama retam (Mahnane, 2010).
11.1.3 Description générale du genre Retama

Le genre Retama est un genre d’espéces représenté par des arbustes ou arbrisseaux de
un a quatre metres de longs rameaux « joncailles» dépourvus ou avec peu de feuilles
(xéromorphes) dans le but de s’adapter au milieu désertique ou I’eau est rare. La chlorophylle
se trouve dans I’écorce des rameaux qu’ils sont donc verts et remplacent les feuilles dans le
phénomeéne d’assimilation chlorophyllienne. Les stomates sont rares et sont confinés dans des
cryptes revétues entourées de poils ou l’air y est toujours humide et 1’évaporation est

5
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fortement réduite. Les tiges sont rigides« leurs parois externes sont épaisses et 1’épiderme est

recouvert d’une épaisse cuticule.

Les fleurs sont en grappe de couleur blanche ou jaune selon les especes (Shallaby et al.,
1972).

11.1.4 Présentation des espéces du genre Retama
En Algérie Le genre Rétama compte trois especes :

a) Rétama sphaerocarpa
Arbrisseaux de 1a 2m a rameaux pubescents plus ou moins dressés, caractérisés
par de petites fleurs jaunes (5-6mm), situées en grappes latérales sur les rameaux ageés,
feuilles trés petites,gousse globuleuse, jaune brun de 7-13x 5-7 mm - paturage
rocailleux (figure 01) (Quezel et Santa, 1962).

Figure 01 : Photographie d’un arbuste de R.monosperma / a. la fleur /b. fruit (Bokhari,
2016).

b) Rétama monosperma

Arbuste de 2 a 4m des dunes littorales, Fleurs blanches de 14-15mm étendard plus court
que la carene, légerement veiné de pourpre corole blanche, gousse a suture ventrale dilatée,

ovoide, portant une seule graine de couleur vert olive (figure 02) (Quezel et Santa, 1962).
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Figure 02 : Photographie d’un arbuste de R.sphaerocarpa / a. la fleur /b. fruit (Bokhari,
2016).

c) Retama retam

Arbuste saharien de 1a 3,5 m de hauteur a rameaux veloutés, fleurs blanches de 8-10
mm, étendard égalant la caréne ou plus long, gousse non dilatée sur sa nature ventrale

contenant une petite graine (Quezel et Santa, 1962).

Les deux especes Rétama retam et Rétama monosperma se ressemblent beaucoup et
présentent des caractéeres peu distinctifs au niveau morphologique, une étude biochimique et
moléculaire serait donc nécessaire pour faciliter leur identification et permettre ainsi une

meilleure valorisation de leurs diversité génétique (tableau 01).

Tableau 01 : Systématique de Retama (Quezel et Santa, 1962).

Embranchement Spermaphytes

S. embranchement = Angiospermes

Classe Dicotylédones
Ordre Fabales

Super famille Légumineuses
Famille Fabacées

Sous famille Papilionacées
Genre Rétama

Espéces R.sphaerocarpa.

R.monosperma
R.retam
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11.2. Espéce Retama retam
11.2.1 Définition Retama retam

La plante R’tem (Retama retam (Forssk Webb & Berthel.), est une fabacaea du milieu
aride, couvre toutes les regions steppiques et pré-sahariennes, joue un role primordial de point
de vue écologique sur le maintien de 1’équilibre de 1’écosystéme steppique du sud-ouest et
centre algérien, s’adapte au milieu extréme aride (salinité et sécheresse), et améliore les
propriétés des sols. Cette espéce est répertoriée comme une plante médicinale et agropastorale
(Benzohra et al.,2019).

11.2.2 Description:

Retama retam est un halophyte de la famille des Fabacées (Ghani et al., 2019). C’est
un arbuste saharien de 1a 3,5 m de hauteur. Ses rameaux sont dressés des la base. Le tronc
peut atteindre 20 cm de diamétre, couvert ainsi que les grosses branches d’une écorce brune
noiratre. Les rameaux sont verts, fortement sillonnés, effilés, souvent arqués et retombant aux
extrémités, densément vétus dans la jeunesse de poils simples et courts qui leur donne un
aspect soyeux argenté. Puis bientdt, glabre sur les c6tés, jaunes, lachement feuillés puis

aphylles en stade adulte. Les feuilles sont unifoliées a foliole tres caduque (figure 03).

e Stipules ordinairement rudimentaires. Les grappes sont latérales, solitaires ou
géminées, laches. (Bokhari, 2016) La floraison se situe entre Février et Mars jusqu’en
Juillet (Quezel et Santa,1962).

Figure 03: Photographie d’un Arbuste de R.retam (Jean-Paul, 2022).
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e Les feuilles, qui sont trés petites (environ 6-7 mm de long), simples, subsessiles et
étroites (seulement 1 mm de large), tombent rapidement et la plante reste sans feuilles

pendant la majeure partie de I'année.

e Les fleurs mesurent 8-10 mm. long, blanc et ressemblant a un pois, apparaissant pres

de la tige en grappes de 3-15.

e La gousse glabre en forme de raisin (10-15 mm de diamétre) contient une ou deux
graines en forme de rein, qui mesurent environ 6,5 mm. long et peut étre jaune, vert,

brun ou noir.

e Le fruit est une gousse indéhiscente a une graine de couleur foncée, de 12-15 mm. de

long et 7-10 mm. Large (figure 04).

Figure 04: a. Photo de la fleur papilionacée de R.retam ; b. Photo du fruit de R.retam
(Bokhari.,2016) .

11.2.3.Génétique et caryologie le genre Retama

Le genre Retama a fait I’objet de peu de travaux dans le domaine de la cytogénétique
en Algérie et les premicres études cytogénétiques ont révélées 1’existence d’un seul cytotype
polyploide (2n=48) chez R. retam et R.monosperma d’Algérie .Le méme nombre (n=24 ;
2n=48) a éte déterminé chez R.sphaerocarpa par Gallego-Martin et al .en 1988 (Mahnane,
2010).

11.2.4 Position Systématique

Selon Quezel et Santa (1962) les rétames sont classés dans le taxon suivant :
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Régne : Végétal

Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Fabales

Super famille : Légumineuses
Famille : Fabacées

Sous famille : Papilionacées

Genre : Retama

Espéces : Retama retam

11.2.5. Répartition géographique Retama retam, En Algérie, Djelfa

Les Rétames sont des Iégumineuses arbustives, occupant les zones arides, semi-arides et
cotieres, qualifiées de plantes fixatrices de dunes, leur nom dérive du nom biblique (ROTEM)

qui fut changé par les arabes en (R’tem) ou (retam) (Zohary, 1962).

En Algérie, R. retam est localisée dans les régions du Sahara et de I'Atlas (Djeddi et
al., 2013), et dans le sud oranais, sud de Djelfa (Tadamit), Ain Safra, Touggourt, au centre de

la Kabylie, a I’est de Biskra et également a Ouargla (figure 05) (Benmiloud et al., 2011).

Tadmit
)

\

Figure 05: Situation géographique de espéce de R.retam en Djelfa (Saada et al., 2018).
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11.3.Capacite symbiotique

Les Rétames ont une grande capacité symbiotique, faisant partie de la famille des
fabacées, leurs racines se terminent par de petits renflements qu’on appelle nodules ou
nodosités, qui abritent une faune microbienne tres diversifiée. Cette association symbiotique
leurs permet de fixer I’azote atmosphérique et de le convertir en azote organique assimilable
(NO3).

Les bactéries nodulatrices isolées des racines de Retama retam sont souvent des
Sinorhizobium, des Rhizobiums et des agrobacteriums (Mosbah, 2007).

11.4.Intérét des retames
11.4.1.Ecologique

Selon Mittler et al. (2001), Rétama retam s’adapte bien aux conditions les plus
extrémes de changements climatiques (manque de nutriments et stress hydrique), D'apres
Farchichi, (1996) Rétama retam grace a son potentiel germinatif élevé. Sa tolérance au stress
hydrique et son mode de ramification radicalaire, peut étre considéré comme une espéce
pionniere apte a coloniser les cordons dunaires. Son utilisation dans les opérations de

végeétation de ces milieux fragiles est recommandable.
11.4.2 pharmacologique

Certains composés actifs responsables de 1’activité pharmacologique ont été identifiés et
isolés de plusieurs plantes, dont leurs mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans

les effets thérapeutiques ont été partiellement ou completement élucidés (Rates SMK, 2001).

Actuellement, selon 'OMS (Organisation mondiale de la santé), plus de 80 % de la
population mondiale, surtout dans les pays sous-développés, ont recours aux traitements
traditionnels pour satisfaire leurs besoins en matiére de santé et de soins primaires (Eddouks
et al., 2007).

En plus, Retama reatam a une activité antioxydante, ainsi qu’antimicrobienne et

cytotoxique.

11
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De ce fait, nous constatons la large capacité pharmacologique des rétames et leur
éventuelle utilisation en phytothérapie et donc la nécessité d’approfondir les connaissances

sur ces especes, au niveau moléculaire et genétique (Saadaoui, 2006).
11.4.3 Industriel et Economique

La Retama retam est considérée comme un excellent fourrage, de plus leur bois est
utilisé en chauffage. lls sont riches en fibre, dont la longueur moyenne atteint 1,93mm (Bahi,
1991) ils pourraient donc étre valorisés dans I’industrie papetiére. Les Retama retam sont

aussi des plantes ornementales en raison de leurs multiples fleurs odorantes.
I1.5.Utilisation en médecine traditionnelle

Retama retam est une espéce trés utilisée au Nord d’Afrique, en Algérie, elle est
prescrite pour soulager les yeux enflammés, la fievre, les maux d'estomac, les maux de dos et
la diarrhée Les décoctions ou infusions des fruits, des grains et des racines de R. retam sont
utilisées pour le traitement du diabéte (Leo'n-Gonza'lez et al., 2018). Au Liban, elle est
utilisée contre les douleurs articulaires (Djeddi et al., 2013). Et elle a été également décrit
pour le traitement d’hypertension en 1’ Arabie Saoudite et au Maroc (Maghrani et al., 2003 ;
Ghani et al., 2019). En plus Retama retam est utilisée pour le traitement de I'hépatite, l'ictére,
le mal de gorge, les rhumatismes, fiévre, inflammation, eczéma et infections microbiennes
(Saada et al., 2018).
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11.1. Les polyphénole
11.1.1. Définition et structure

Les polyphénols sont des métabolites secondaires des plantes (Chira et al., 2008 ;
Tsao, 2010). Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée
dans I’organisme de la plante, elles sont nécessaires a sa défense contre les agressions
extérieures (Muanda, 2010), et contre des facteurs liés a leur environnement direct : UV,

température (Bouque, 1997).

Les composés phénoliques sont présents chez tous les végétaux supérieurs (Macheix,
1996) et dans différentes parties des plantes selon I’espéce végétale et le groupe
polyphénolique considéré (Hadri, 2015). Ils se caractérisent par la présence d'un noyau
benzénique, portant un ou plusieurs groupes hydroxyles libres ou engagés dans une fonction
ester, éther ou hétéroside (Krief, 2003 ; Vermerris et Nicholson, 2009), les noyaux
aromatiques peuvent étre synthétisés soit par la voie du shikimates, soit par celle de I'acétate
(Dahmani, 2019). En effet, ces composés sont antioxydants tres forts contre le stress oxydatif

causé par exces d'especes réeactives de I'oxygene (ROS) (figure 06) (Tsao, 2010).

Figure 06 : Structure du noyau phénolique (CHEYNIER, 2005).
11.1.2.Classification des polyphénols

Les polyphénols forment une grande famille de composés chimiques. Ils possédent
plusieurs groupements phénoliques qui peuvent étre liée a d’autres fonctions (alcooliques,
carboxyles...). Dans cette famille se trouvent de nombreux composés, qui peuvent étre classés
en : Acides phénoliques, coumarines, flavonoides, tanins, lignines et stilbénes (Akroum,
2011).
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11.1.2.1. Les flavonoides
11.1.2.1.1. Définition

Sont des composeés naturels polyphénoliques. Ils sont considérés comme des pigments
quasi universels des végétaux. Structuralement, il est généralement sous forme libre ou sou
forme d’un glycoside. Ils sont localisés dans divers organes des plantes telle que, racines,

tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits (figure 07) (Marfak, 2003).

Figure 07 : Structure de base des flavonoides ( Harborne et Williams, 2000).

11.1.2.1.2. Classification

Les flavonoides sont divisés en plusieurs classes de molécule, Les principales classes de

flavonoides sont :
a) Flavones

Le noyau flavone dérivé du noyau flavane de base (dont la structure est constituée de
deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle oxygéné (cycle C) par la
fixation a la position 4 d’un atome d’oxygéne relié¢ au carbone par une double liaison (figure

08).

Les principaux flavones sont I’apigénine et la lutéoline. Elles ont dans la majorité des

cas la forme de glycosides (Dacosta, 2003).
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Figure 08: Structure de base des flavones (Ghedira, 2005 ).

b) Flavonols

Les flavonols se distinguent des flavones par la présence d’un groupement OH en
position C-

3. En plus de ce radical OH, les diverses molécules de flavonols en comprennent deux,
trois, quatre ou cing autres. Les flavonols sont beaucoup plus abondants dans le regne végétal
que Les flavones et leurs concentrations sont plus élevées. Les principaux sont la quercétine,

kaempférol et myricétine (figure 09) (Harborne et Williams, 2000).

" h

~
h

OH

A
)

Figure 09: Structure de base des flavonols (Derbel et Ghedira, 2005).

¢) Flavanones

Ces molécules sont caractérisées par 1’absence de double liaison en 2, 3 et par la

présence d’un centre d’asymétrie. Elles existent sous forme libre ou sous formes glycosylées.

Sous forme libre, les carbones en position 5 et 7 sur le cycle A peuvent étre hydroxyléees
ou Méthoxylées. Le cycle B peut aussi étre substitué en position 3°, 4°, 5’ et 6. La principale

flavanone est : La naringénine (figure 10) (Bruneton, 1999).
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CHAPITRE II

Figure 10 : Structure de base des Flavanones ( Bruneton, 1999 ).

d) Anthocyanidines
Les anthocyanidines ne possedent pas de groupe OH a la position 4 et ont une double
liaison entre les positions 3 et 4. Les plus importants sont : pélargonidine, cyanidine et

péonidine (figure 11) (Bruneton, 1999).

B SR N OH

Figure 11 : Structure de base des Anthocyanidines (Bruneton, 1999).

e) Flavanols
Ils se distinguent des flavanones par 1’absence a la position 4 d’un atome d’oxygene

Relié¢ au carbone par une double liaison la plus rencontré est la catéchine (figure 12)

(Havsteen, 2002).
3-1
’/f-l:'-:- & .'-._._1-
P .-QLH_ A5
;! - i, L Ll
~F N7 oy
5

Figure 12 : Structure de base des Flavanols (Madi, 2010).
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11.1.2.1.3. Rdles des flavonoides chez les plantes

Les flavonoides sont des pigments quasiment universels des végétaux. Ils sont
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois feuilles. Quand ils ne sont pas

directement visibles, ils contribuent a la coloration par leur r6le de co-pigments.

Dans certains cas, la zone d'absorption de la molécule est située dans le proche
ultraviolet : la coloration n'est alors percue que par les insectes qui sont ainsi efficacement
attirés et guidés vers le nectar et donc contraints a assurer le transport du pollen (Bruneton,
1999). On peut également noter que les flavonoides, en repoussant certains insectes par leur

godt désagreable, peuvent jouer un rdle dans la protection des plantes.

Les flavonoides montrent d’autres propriétés intéressantes dans le controle de la
croissance et du développement des plantes en interagissant d’'une mani¢re complexe avec
diverses hormones végétales de croissance. Certains d’ entre eux jouent également un rdle de
phytoalexines, ¢’est-a-dire des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour
lutter contre une infection causée par des champignons ou par des bactéries (Marfak, 2003).

De plus ils sont impliqués dans la photosensibilisation, la morphogenese, la
détermination sexuelle, la photosynthése et la régulation des hormones de croissance des
plantes (Lhuillier, 2007).

11.1.2.1.4. Propriétés des flavonoides

* Les flavonoides sont de puissants antioxydants car ils permettent le piégeage direct des

EOR (Espéces oxygéneées réactives) (Ngene et al., 2015).

* Leur principale activité est une propriété vitaminique (Belkhiri et Baghiani, 2017), et en
plus des propriétés antioxydants, anti-inflammatoires, antiallergiques et antiulcérogenes
(Ghedira, 2005 ; MaleSve et Kuntié¢, 2007 ; Bougandoura, 2011).

11.1.2.2. Tanins
11.1.2.2.1. Définition

Les tanins sont des composés phénoliques solubles dans 1’eau, de poids moléculaire
compris entre 500 et 3000 Dalton (Peronny, 2005), ayant en commun la propriété de tanner la

peau, c'est-a-dire de la rendre imputrescible. Ces substances ont en effet la propriété de se
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combiner aux protéines, ce qui explique leur pouvoir tannant. Tres répandus dans le regne
vegétal ils peuvent exister dans divers organes, mais on note une accumulation plus
particulierement dans les tissus agés ou d'origine pathologique. Ils sont localisés dans les

vacuoles, quelque fois combinés aux protéines et aux alcaloides (Roux et Catier, 2007).

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs deux groupes basés sur des
différences structurales : les tanins hydrolysables et les tanins non hydrolysables (Fiorucci,
2006).

11.1.2.2.2. Classification
a) Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables, comme leur nom I’indique, sont caractérisés par le fait qu’ils
s’hydrolysent facilement en milieux acides et alcalins ou sous 1’action d’enzymes (telle que la
tannase) (Quideau, 2009). Se sont des esters d’un sucre (glucose) et d’un nombre variable de
molécules d’acide phénol (figure 13), ces tanins sont de deux types : Les tanins galliques qui
sont les esters d’oses (glucose) et d’acides galliques; et les tanins éllagiques qui sont des

esters d’oses et d’acide éllagiques (figure 14), (Atefeibu, 2002 ; Asres et al., 2005) .

OH OH

HO o
HO

Figure 13: Structure de base des tanins hydrolysables (Hartzfeld et al., 2002).
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Acide élagallique Acide gallique
Figure 14 : Structure chimique de quelques tanins hydrolysables (Crestini et Lange, 2015).
b) Tanins condensés

Les tanins condensés sont des oligomeres de flavane-3-ols (des anthocyanidines) et des
flavane-3,4-diols (des leucoanthocyanidines) (figure 15), dérivés de la catéchine ou de ses
nombreux isomeres (Stevanovic et Perrin, 2009).

Contrairement aux tanins hydrolysables, les tanins condensés sont résistants a

I’hydrolyse et seules des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader (Macheix et al.,
2005).

Figure 15: Structure chimique des tanins condensés (Macheix et al., 2005).
11.1.2.2.3. Propriétés des tanins

» Les tanins sont des corps généralement amorphes, solubles dans 1’eau et 1’alcool
et insolubles dans les solvants organiques apolaires. On les extraits, généralement

par des mélanges hydro-alcooliques.
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= |ls précipitent, avec de nombreux réactifs et avec les sels de métaux lourds tels

que le fer, le plomb, le zinc et le cuivre (Pool, 2001).

= Grace a leur astringence, les tanins sont utilisés comme antidiarrhéiques,
vasoconstricteurs et hémostatiques, mais surtout comme protecteurs veineux dans

le traitement des varices et hémorroides (Sarker et al., 2005).

= [lIs sont largement employés dans I’industrie du cuir surtout dans celle des vernis

et peintures (Sarker et al., 2005 ).

11.1.2.3. Acides phénoliques
11.1.2.3.1. Définition

Le nom « acide phénolique » en général, regroupe les phénols qui possédent une
fonction carboxylique lié au noyau benzénique. Ces composés comme tous les phénols sont
instables en milieu alcalin. Ils tendent a s’oxyder facilement (Bruneton, 1999 ; Krieps,

2009).

La majorité de ces composés sont liés soit a un ester, a un éther, a des composants de la
plante (celluloses, protéines), ou bien a de plus grands polyphénols (flavonoides, lignines),
comme ils peuvent étre liés aux plus petites molécules organiques telles que le glucose
(Robbins, 2003). Les acides phénoliques présents dans la paroi cellulaire sont supposés jouer
un role important dans la réticulation de polysaccharides avec les autres composantes de la

paroi cellulaire (Parker et al., 2005).

Ils présentent un intérét important dans 1’industrie alimentaire, ils ont été associés a la
couleur, qualité sensorielle, nutritionnelle et antioxydant des aliments. Ces acides phénoliques

sont également utilisés comme conservateurs naturels (Robbins, 2003).
11.1.2.3.2. Structure et classification

Les acides phénoligues sont distingués en deux classes principales selon la position des

groupements hydroxyles sur le cycle aromatique (Dykes et Rooney, 2007).

a) Les dérivés de I’acide benzoique (hydroxybenzoique Cs-C;) (figure 16)
géneralement trés faibles chez les vegétaux comestibles. Ces dérivés sont assez
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rares dans 1’alimentation humaine, exemples : Acide benzoique, acide

salicylique, acide p- hydroxybenzoique.

R,

OH

R; R,

Figure 16: Structure de base des acides hydroxybenzoiques (Muanda, 2010).

b) Les dérivés de 1’acide cinnamique (hydroxycinnamiques Cg-C3) (figure 17) sont
présents avec une concentration élevée dans I’alimentation humaine (Muanda,

2010 ; khadem et Marles, 2010).

R K O

Figure 17 : Structure de base des acides hydroxycinnamiques (Muanda, 2010).
11.1.2.4. Coumarines
11.1.2.4.1. Définition

Les coumarines constituent une classe importante de produits naturels. Ils ont été isolés
pour la premiére fois par Vogel en 1820 dans le Coumarouna odorata. Prés de 1000
composés coumariniques sont isolés dans plus de 800 espéces de plantes appartenant aux
Apiacées, aux Astéracées, aux Fabacées, aux Rosacées, aux Rubiacées, aux Rutacées et aux

Solanacees (Onwukaema et al., 1999 ).
11.1.2.4.2. Structure et classification

Se sont des hétérocycles oxygenés (figure 18) ayant comme structure de base le benzo- 2-
pyrone (Touafek, 2010).
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Figure 18 : Structures de base de la coumarine (Schmauch, 2010).
11.1.2.5. Lignines

La lignine représente 15 a 36% de la masse de matiere seche du bois des angiospermes
et des gymnospermes (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006). Ce polymere carboné a noyau
aromatique issue de la polymérisation oxydative de quatre types d’alcools : les alcools p-
hydroxycinnamyliques ou monolignols, les alcools p-coumarylique, les alcools coniférylique
et les alcools sinapylique. Ce sont des polymeéres réticulés qui se retrouvent chez tous les
végétaux, principalement au niveau des parois cellulaires, avec des compositions qualitatives
et quantitatives différentes selon les espéces (Jouanin, 2006 ; Bedon, 2007 ; Muanda,
2010).

Les lignines renforcent les propriétés mécaniques des tissus de soutien des tiges et des
troncs, imperméabilisent les parois des tissus conducteurs ou circule la séve et serrent
d’agents de liaison entre les différents polyméres de sucres (Jouanin et al., 2006). Elles
participent aussi a la défense des plantes en constituant une barriere moléculaire efficace

contre les microorganismes pathogenes ainsi que le stress abiotique (Bedon 2006).
11.1.2.6. Stilbenes

Les stilbenes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison (figure 19) (Belkheiri, 2010). Ils sont largement
présent dans les raisins, on cite: les Pterostilbénes, les Resvratrols et les Picéides (Perret,
2001).
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Figure 19: Structure de base des stilbénes (Belkheiri, 2010).

Ils sont connus pour leurs propriétés antioxydantes vis-a-vis des lipoprotéines a basse
densité (LDL) ; ils pourraient ainsi jouer un role protecteur contre les maladies
cardiovasculaires. Ces composés ont aussi des activités chimiopréventives contre le cancer
(Belkheiri, 2010).

11.1.3. Rdles des polyphénols dans les plantes

Les flavonoides sont responsables de la coloration des fleurs et des fruits qui couvrent
une large gamme de couleur allant du rouge au violet en passant par le jaune. Leur couleur

dépend de leur structure, mais aussi de I'acidité du milieu (Bruneton, 2009).

On peut également noter que les flavonoides, en repoussant certains insectes par leur
godt désagréable, peuvent jouer un role dans la protection des plantes. Les flavonoides
montrent d’autres propriétés intéressantes dans le contrdle de la croissance et du
développement des plantes en interagissant d’une maniére complexe avec diverses hormones
végétales de croissance. Certains d’ entre eux jouent également un role de phytoalexines,
c’est-a-dire des métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une
infection causée par des champignons ou par des bactéries (Ghedadba et al., 2015). De plus
ils sont impliqués dans la photosensibilisation, la morphogenese, la détermination sexuelle, la

photosynthése et la régulation des hormones de croissance des plantes (Lhuillier, 2007).
11.1.4. Propriétés biologiques des polyphénols
a) Activité antioxydante

Comme la vitamine C et les caroténoides, les polyphénols ont la capacité de piéger les
radicaux libres, générés en permanence par notre organisme ou formés en réaction a des

agressions de notre environnement (tabac, polluants, infections ...). Quand ils sont ingérés
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avec les aliments, ils renforcent nos défenses naturelles en protégeant nos cellules et nos tissus

contre le stress oxydant (Scalbert, 2004).

Les flavonoides, peuvent empéchés les dommages oxydatifs par différentes mécanismes
d’actions : soit par capture des radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxydes (Hodek et al.,
2002) ; soit par chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui sont d’importance majeure dans
I’initiation des réactions radicalaires ; soit 1’inhibition des enzymes responsables de la
génération des radicaux libres (Van Acker et al., 1996 ; Benavente-Garcia et al., 1997).
Concernant le pouvoir antioxydant des tannins, cette propriété est tres remarquable due a leurs
noyaux phénols (Rahman et al., 2006). Les autres composés phénoliques qui possédant les
activités antioxydantes et antiradicalaires sont 1’acide caféique, 1’acide gallique et 1’acide

chlorogénique (Bossokpi, 2002).

b) Activité antimicrobienne
Les polyphénols notamment les flavonoides et les tannins sont reconnus par

leur toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a
I'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres
interactions pour inactiver les adhésines microbiens, les protéines de transport et d'enveloppe

cellulaire (Cowan, 1999).

Il a été reporté que les raisins Vitis vinifera possédent des propriétés pharmacologiques
importantes, en particulier des activités antimicrobiennes grace a la présence de nombreux
polyphénols, notamment d’acide gallique, d’acide hydroxycinammique, de flavanols, de

flavonols, et de tanins (Nassiri-asl et Hosseinzadeh, 2009).

Une étude faite sur Tibouchina grandifolia a montré une forte activité antifongique de

flavonoide contre différents types de moisissures (Kuster et al., 2009).

Pour I’acide caféique, il se montre trés efficace contre les virus, bactéries et
champignons (Cowan, 1999). Les flavonoides sont aussi connus pour leur activité antivirale,
principalement contre le rétrovirus HIV responsable du symptome d’immunodéficience
acquise (SIDA), virus d’influenza, virus de I’herpes (HV), adénovirus (ADV) et virus de la
grippe A (A/WS/33) (Choi et al., 2009).
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c) Activités anti-inflammatoire

L’inflammation est la réponse immunitaire de 1’organisme a une agression par des
agents pro-inflammatoires d’origine virale, bactérienne ou autre (par exemple, les
lipoprotéines oxydées, marqueurs du stress oxydant). L’inflammation est précisément régulée
afin de limiter les altérations des biomolécules de 1’hdte. Cependant, une régulation
inappropriée de ce phénomene peut conduire a un état inflammatoire chronique (Bengmark,
2004), et la plupart des pathologies chroniques citées précédemment, possedent une

composante inflammatoire (Hotamisligil, 2006).

Les différentes études menées sur les effets protecteurs des polyphénols dans ces
contextes pathologiques ont montré que ceux-ci diminuaient les marqueurs de 1’inflammation
(Gonzalez-Gallego et al., 2010) et agissaient sur de nombreuses cibles moléculaires au centre

des voies de signalisation de I’inflammation (Santangelo et al., 2007).

Dans la famille des stilbénes, le resvératrol, a montré des propriétés anti- inflammatoires
in vivo et in vitro. Les recherches se tournent actuellement vers la synthese de produits a base

de resvératrol dans le but de diminuer I’utilisation de médicaments synthétiques (Udenigwe et

al., 2008).

11.2. Alcaloides
2.1. Définition

Les alcaloides sont des composés cycliques contiennent un ou plusieurs atome d'azote
dans leur structure chimique. Sont stockés dans les plantes en tant que produits de différentes
voies biosynthétiques. Quelques structures sont relativement simples, tandis que d'autres sont
tout a fait complexes. Les alcaloides peuvent se trouver dans toutes les parties de la plante et
la partie dans laquelle les alcaloides s'accumulent n'est pas forcément celle ou ils sont
synthétisés (Harborne et Herbert, 1995), nous pouvons les trouver dans des nombreuses
familles des plantes, et la plupart des alcaloides sont solubles dans ’eau et 1’alcool (Wichtl et
Anton, 2009 ; Doncheva et al., 2014 ).

Ils sont amers et apéritifs, ils sont a la base de nombreuses molécules therapeutiques
(Marouf et Reynaud, 2007).
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11.2.2. Classification et Structure

Parmi les nombreux systemes proposés pour la classification des alcaloides, on peut
citer, selon leur biogénése et la position de I’azote, celui qui regroupe les alcaloides en trois

classes. On distingue généralement (Dehak, 2013 ; Beddou, 2015).

a) Les alcaloides vrais :

Les alcaloides vrais représentent le plus grand nombre d’alcaloides qui sont toxiques et
disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils dérivent d’acides aminés et
comportent un atome d’azote dans un systéme hétérocyclique. Ils sont présents dans les
plantes, soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde (Figure 20)
(Tadeusz Aniszewski, 2007).

Hygrine Cocaine Lobéline
Figure 20 : Structure de quelques alcaloides vrais ( Tadeusz Aniszewski, 2007 ).
b) Les pseudo-alcaloides

Ce sont des composés dont le squelette carboné de base ne dérive pas d’acide aminé. 11
s’agit d’alcaloides aromatiques qui sont, dans la majorité des cas, des isoterpénoides comme
la capsaicine. La caféine et la noréphédrine sont aussi des pseudo- alcaloides (Figure 21)
(Tadeusz Aniszewski, 2007 ).
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Figure 21 : Structures de quelques pseudo-alcaloides( Tadeusz Aniszewski, 2007 ).

c) Les proto-alcaloides
Ce sont des amines simples qui dérivent d’acides aminés mais pour lesquels 1’azote est
en dehors des structures cycliques (exemple : la colchicine), certains s’associent a des résidus

terpéniques, exemple: alcaloides indoliques monoterpéniques (utilisés contre le cancer)

(Figure 22) (Dehak, 2013 ).
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Figure 22 : Exemple des proto-alcaloides (Dehak, 2013).

11.2.3. Role biologique des alcaloides
Le role des alcaloides sont tres important dans les métabolismes de la plantes mais

souvent inconnu, et n’est pas définie. Pourtant, plusieurs alcaloides sont trés toxiques et

offrent, par conséquent :
e Un arsenal chimique de défense des plantes contre I’attaque des herbivores et

des micro- organismes.
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e Produits d’excrétion du métabolisme azoté parfois.
e Substances de réserve.

e Protégent les plantes contre les dommages provoqués par la lumiere UV
(Harborne et Herbert, 1995).

11.2.4. Propriétés physico-chimiques des alcaloides

Les alcaloides sont des substances azotées ayant des masses moléculaires trés
variables de 100 a 900 g/mol (Wichtl et Anton, 2009).

Les alcaloides et leurs sels purs sont, en général des produits solides cristallisés,
caractérisés par un point d'ébullition propre. Certains d’entre eux sont amorphes et se
trouvent sous forme de cires. D'autres, ayant de faibles points d'ébullitions sont a I'état

liquide sous forme d'huiles et ont une viscosité variante (Paris et Hurabeille, 1986).

I1s sont solubles, dans 1’eau et les solvants organiques polaires comme les alcools, tant
qu’ils sont placés en milieu acide (sels d’alcaloides), ils sont solubles aussi, dans les
solvants organiques peu polaires comme le dichlorométhane, le chloroforme, etc...en

milieu alcalin (alcaloides sous forme de base) (Vigor et al., 2010).

La basicité des alcaloides est tres variable et dépend de la disponibilité du doublet
libre de 1’atome d’azote. Cette basicité est fortement influencée par la présence des
groupements liés a 1’atome d’azote les groupements électro-attracteurs adjacents a
I’atome d’azote diminuent la basicité tandis que les groupements électro- donneurs la
renforcent. La colchicine et la pipérine, du fait de I’existence du carbonyle de 1’amide,

sont pratiquement neutres (Vigor et al., 2010).

11.2.5. Propriétés thérapeutiques des alcaloides

Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leur activité

pharmacologique qui s’exerce dans des domaines variés (BEDIAGA, 2011).

Au niveau du systeme nerveux central, ce sont des dépresseurs (morphine) ou des

stimulants (caféine)

¢ On notera aussi I’existence de curarisants, d’anesthésiques locaux (cocaine),

d’antifibrillants (quinidine), d’anti-tumoraux (vinblastine), d’antipaludique (quinine).
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Ces différentes activités (et d’autres) conduisent a une utilisation pharmaceutique des

plantes a alcaloides. D’une mani¢re générale, les alcaloides sont des substances

particuliérement intéressantes pour leurs activités pharmacologiques tres variées ainsi que par

leur toxicité (Bruneton, 1993).
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111.1.Définition de activités biologiques

Comme la plupart des métabolites secondaires, les composés phénoliques sont la
premiere ligne de défense des plantes. Ils sont peut-étre les groupes bioactifs nutritifs les plus
importants dans I'alimentation (Cory et al., 2018). Parmi les divers avantages potentiels pour
la santé des polyphénols alimentaires, leur capacité de prévenir les dommages oxydatifs et de
réduire l'inflammation. Un apport élevé en fruits, légumes et grains entiers riches en
phénoliques réduit le risque de cancer, de maladies cardiovasculaires, d'inflammation
chronique et de troubles métaboliques (Poti et al., 2019). Les composés phénoliques naturels
ou synthétiques ont montré de nombreuses activités biologiques et des avantages pour la santé

pour la prévention et le traitement de plusieurs maldies (Watson et al., 2019).
I11.2.Activité antioxydante

Notre organisme a besoin d’énergie pour fonctionner correctement. Les cellules
transforment les nutriments apportés par I’alimentation en énergie et en eau. Cette
transformation génére environ 2% de molécules d’oxygéne (Edeas, 2005). L’oxygeéne peut
s’avérer délétere en raison de son caractére oxydant, il est a I’origine de la formation de
dérivés plus réactifs appelés d’especes réactives dérivées de I"oxygeéne (ERO) et de 1’azote

(ERA) (Ichai et al., 2011).

La toxicité des espéces oxygénées réactives n’est pas nécessairement corrélée avec leur
réactivité, dans plusieurs cas des espeéces peu réactives peuvent étre a 1’origine d’une grande
toxicité en raison de leur demie vie longue qui leur permet de se diffuser et gagner des
locations sensitives ou elles peuvent interagir et causer des dommages a longue distance de

leurs sites de production (Kohen and Nyska, 2002).

111.2.1. Stress oxydatif et Radicaux Libres
111.2.1.1. Stress oxydatif

Le stress oxydant peut étre défini comme |’incapacité de 1’organisme a se défendre
contre I’agression des especes réactives de I’oxygene (ERO) ou de ’azote (ERA), suite a un
déséquilibre lié, soit a une production accrue en radicaux libres, ou une diminution de la
capacité de defenses antioxydantes (Sies 2015 ; Sies 2018). Ce déséquilibre peut survenir
suite a I’effet de certains stimuli pathologiques endogénes (hyper-LDLémie, hypertension,

diabéte...) ou exogeénes (polluants environnementaux, tabagisme...) (Favier, 2003).
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111.2.1.2. Radicaux Libres
111.2.1.2.1. Définition

Un radical libre est une espece chimique, molécule, morceau de molécule ou simple
atome, capable d'avoir une existence indépendante « libre » en contenant un ou plusieurs
¢lectrons célibataires sur un atome d’oxygeéne ou d’azote. Cela lui confére une grande
réactivité donc une demi-vie trés courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a
remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en
oxydant un autre composé, Un stress oxydatif survient lorsque 1’équilibre est rompu en faveur
des radicaux libres (Goudable et Favier, 1997).

Toutefois, une production excessive de ces molécules réactives ou une insuffisance des
mécanismes antioxydants peut déséquilibrer la balance oxydant/antioxydant (Christophe P et
Christophe S, 2011).

111.2.1.2.2. Différents types des radicaux libres
a. Les Espéces Réactives De L’oxygéne (ERO)
Tableau 02 : Especes réactives d'oxygene d'intérét biologigue (MOUFFOUK 2019).

Réactivité

Espéces réactives Symbole

Généré dans les mitochondries et dans le

Radical superoxyde 0,* systéme
cardiovasculaire.
Sl el HO® Tres réactif, généré lors d’une surcharge de fer
Formé dans notre corps par un grand nombre de
Peroxyde H,0, o .p P \g .
, \ réactions et produit des especes puissantes
d’hydrogene 5
comme HO
. . Réactif et formé a partir de lipides, de protéines,
Radical peroxyl ROO P d'ADN P P

de sucres etc. pendant les dommages oxydatifs
Hydro-peroxyde ROOH Réagit avec des ions métalliques transitoires
organique pour
produire des espéces réactives
Tres réactif, formé lors de la photosensibilisation
et

certaines réactions chimiques

L'oxygene singulet
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Ozone 0 Peut réagir avec diverses molécules pour former
& 5 \ .
I’oxygene singulet 'O,

b. Les Espéces Réactives Azotées (ERA)

Tableau 03 : Especes réactives d'azote d'intérét biologique (MOUFFOUK 2019).

Especes réactives Symbole Réactiviteé

Neurotransmetteur et régulateur de pression
Oxide nitrique NO* sanguine,
peut produire des oxydants puissants pendant les
états pathologiques

Peroxynitrite ONOO Formé de NO* et superoxyde, hautement
réactif
Acide ONOOH Forme protonée de ONOO"

peroxynitrique
Formé lors de la pollution par le dioxyde

; ; NO »
Dioxyde d’azote 2 atmosphérique

111.2.1.2.3. Conséquences des radicaux libres et le stress oxydant

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer
lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que ’ADN (Hadj,
2009), les lipides (peroxydation), les protéines ...etc (Jacob 2007). Cette oxydation provoque
des dommages sur tout I’organisme, accélérant le vieillissement (maladies cardiovasculaires
et neuro-dégénératives, cancer, diabéte...) (Pincemail et Defraigne, 2003), et la dégradation

des cellules et des tissus (Bonnet et al., 2010).
a. Altérations de la molécule d’ADN

L’oxydation de la molécule d’ADN par les radicaux libres peut induire des lé€sions
simples voir importantes et dangereuses pour la cellule a savoir : des lésions isolées des bases
azotées ou des cassures simples (SSB), des Iésions complexes (les cassures du double brin) et
d'autres lésions (Kryston et al., 2011 ; Nassour 2015 ; Sies 2015).

Les radicaux libres peuvent aussi altérer le fonctionnement des protéines qui entrent en
contact avec I'ADN (histones, enzymes et facteurs de la réplication et de la transcription,

enzymes des pontages des protéines) (Corne 2010 ; Silerme 2014), comme ils peuvent
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attaquer la liaison entre les bases azotées et le désoxyribose, créant un site abasique, ou

attaquer le sur celui méme, créant une coupure de chaine simple brin (Favier, 2003).

Les dommages oxydatifs dans I'ADN sont réparés principalement par la voie de
réparation de l'excision de base, les cellules activent leurs points de contrdle du cycle
cellulaire, ce qui entraine I'arrét du cycle cellulaire et empéche la réplication des dommages et
de I'ADN défectueux (Barzilai et Yamamoto, 2004 ; Scott et al., 2014). Cependant
I'accumulation des dommages dans la molécule d’ADN résultant d'une mauvaise réparation ou
d'une réparation incompléte peut entrainer une mutagenése et, par conséquent, une
transformation en cellules cancéreuses, en particulier si le dommage est associé a une voie
apoptotique déficiente (Whitaker et al., 2017 ; Kabzinski et al., 2016).

b. Oxydation des protéines

Les radicaux libres peuvent entrer en réaction avec certains acides aminés libres ou avec
leur résidu. Les réactions typiques entre ces derniers comprennent I'addition ou le transfert
d'électrons et I'abstraction d'hydrogéne (Stefani¢ et al., 2009). Ces réactions induisent ainsi
des modifications au niveau de leur structure et par consequent la modification de leur activité

(enzymatique, de signalisation ou de transport) (Davies, 2016).

L'oxydation des protéines peut entrainer la conversion de certains résidus d'acides
aminés en dérivés carbonylés suite a: I'nydroxylation des groupes aromatiques et des chaines
latérales d'acides aminés aliphatiques, la sulfoxydation des résidus méthionine et la chloration
des groupes aromatiques et des groupes amino-primaires (Liu et al., 2017). Ce qui entraine le
clivage de la chaine polypeptidique et la formation d'agrégats protéiques réticulés. De plus,
des groupes fonctionnels de protéines peuvent réagir avec des produits d'oxydation d'acides
gras polyinsaturés et avec des dérivés glucidiques (glycation/ glycoxydation) pour produire

des dériveés inactifs (Stadtman et Levine, 2003).

Le niveau de protéines oxydées augmente avec le vieillissement et dans le cas de
certaines maladies liées a lI'age. Cependant, lI'accumulation de protéines oxydées est une
fonction complexe qui dépend du taux de formation de ERO, des niveaux d'antioxydants et la
capacité d’élimination par protéolyse des formes oxydées. Elle dépend également des facteurs

génétiques et de styles de vie individuels (Stadtman, 2002).
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c. Oxydation des lipides

Les ERO induisent la peroxydation des composants de la membrane cellulaire, en
particulier les lipides membranaires (phospholipides et acides gras polyinsaturés) (Matsuda
et al., 2012). Les ERO détachent 1'hydrogéne a partir de la chaine d’acide gras polyinsaturé,
ceci induit la réduction du ERO en eau et la transformation de I'acide gras en un radical libre.
Ce radical s'attache a la charge des molécules d'oxygene ce qui favorise la génération du
radical peroxyle. Le radical libre peroxyle a la capacité de détacher les atomes d'hydrogene
d'autres acides gras polyinsaturés pour générer des peroxydes lipidiques. Comparés aux
lipides, les peroxydes lipidiques sont moins stables et peuvent se décomposer en radicaux
libres. Ce processus est accéléré par la présence d'ions de fer et de cuivre (Fe?*, Cu?")
(Lorrain et al., 2012; Getzoff et al., 1983). La forte réactivité des radicaux peroxyles avec
les molécules lipidiques, ainsi que I'instabilité chimique des peroxydes lipidiques, contribuent
a une rétroaction positive impliquant ainsi la peroxydation rapide de la majorité des lipides de
la membrane cellulaire. D'autres constituants de la membrane cellulaire, comme les acides
aminés ou les protéines, sont également impliqués dans le processus de peroxydation

lipidique, mais avec une vitesse assez ralentie (Matsuda et al., 2012 ; Kwiecien et al., 2010).

Les peroxydes lipidiques sont métabolisés par la voie de [-oxydation en
malondialdéhyde (MDA) et en 4-hydroxynonénal (4-HNE) (Esterbauer et al., 1991), qui

sont responsables d'une pléthore d'événements pathophysiologiques cellulaires a savoir :

¢ La modification des propriétés des membranes cellulaires en insérant des groupes
polaires dans les molécules de phospholipides situées a I'intérieur de la bicouche lipidique ; de
cette fagon, la partie interne lipidique de la membrane devient hydrophobe et plus perméable
(Kwiecien et al., 2010).

¢ Les altérations du potentiel de la membrane vers une dépolarisation et I’inhibition de
I'activité des transporteurs de protéines, entrainant une perturbation du transport actif a travers

la membrane (Kwiecien et al., 2014 ; Kourie, 1998).

¢ Les produits de la peroxydation lipidique découplent la phosphorylation de la chaine
respiratoire au sein des mitochondries, résultant d'une augmentation de la perméabilité de la
membrane mitochondriale interne pour les protons. Ce mecanisme crée l'équilibre des
concentrations de protons entre les deux c6tés de la membrane mitochondriale interne

(Nagano et al., 2012).
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¢ Les produits aldehydiques de la peroxydation lipidique, tels que le MDA, réagissent
avec les groupes amines de la protéine membranaire pour donner des bases de Schiff et, par

conséquent, la membrane cellulaire devient plus rigide (Kwiecien et al., 2002).

¢ Le 4-HNE modifie la croissance cellulaire et présente des propriétés de signalisation.
Il se diffuse facilement dans les tissus en formant des lésions distantes et, de la méme facon
que le MDA, il peut réagir avec les groupes thiol et amine des protéines cellulaires, entrainant
des perturbations métaboliques cellulaires. D'autres propriétés importantes du 4-HNE sont la
stimulation de la chimiotaxie des neutrophiles, qui facilitent la destruction tissulaire
dépendante des ERO, résultant de la génération intracellulaire de ERO (Kwiecien et al.,
2014).

111.2.2. Antioxydants
111.2.2.1. Définition

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber
I’oxydation de ce substrat. Cette définition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de
substances, comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi de
petites molécules hydro- ou liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la
présence d’antioxydants dans tous les compartiments de 1’organisme, qu’ils soient

intracellulaires, membranaires ou extracellulaires (Cano et al., 2006).
111.2.2.2. Classification des antioxydants
111.2.2.2.1. Antioxydants endogénes

a. Enzymes antioxydantes

Le super oxyde dismutase (SOD) décompose le superoxyde en O2 et H202 moins
toxiques. Le H202 sera a son tour transformé par la catalase en O2 et H20, ou en H20 par le
glutathion peroxydase, en présence du glutathion réduit (GSH). Le glutathion réduit, sert de
substrat a la GPX pour former du glutathion oxydé (GSSG). Avec 1’aide d’une glutathion
réductase et de NADPH, le GSH sera régénéré a partir du GSSG. En plus d’éliminer
directement les ERO, les enzymes antioxydantes participent a la régulation du stress oxydant
(Sayre et al., 2005).
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b. Antioxydants non enzymatiques

Cette classe regroupe des composes endogénes de faible poids moléculaire qui peuvent
étre soit des produits de synthése (glutathion, histidine dipeptide) ou issus du métabolisme
cellulaire (acide urique). Des protéines telles que la ferritine, la ceruloplasmine et 1’albumine
contribuent a leur tour dans la défense antioxydante secondaire en chélatant les métaux de
transition permettant de prévenir la formation du radical hydroxyle (Martinez-Cayuela,
1995).

b.1. Glutathion réduit

Le glutathion réduit (GSH) est un antioxydant protéique abondant dans 1’organisme ou
il joue un role de protection des tissus et des protéines transporteuses d’ions redox actifs
comme I’hémoglobine, la transferrine, la ferritine et I’albumine. Le GSH est capable de
régénérer les vitamines E et C oxydées. Au niveau hépatique, il est détoxifiant car il peut se
lier aux métaux toxiques comme le mercure et I’arsenic (Clarkson et Thompson, 2000; Lyn
Patrick, 2006).

b.2. Acide urique

L’acide urique est I’un des meilleurs antioxydants du plasma, il couvre 35-60% de la capacité
antioxydante totale (Johnson et al., 2009). L’acide urique peut étre oxydé en différents
produits dont le prédominant est I’allantoine qui augmente dans les muscles en cas d’effort

(Hellsten et al., 2001), puis elle sera régénéré par la vitamine C (Vasconcelos et al., 2007).
111.2.2.2.2. Antioxydants exogenes

Beaucoup de phyto-nutriments ont été identifiés comme antioxydants. Les plus
importants sont les caroténoides, flavonoides, phenols, phytostérols et les glucosinolates. Ils
ont des propriétés antioxydantes intéressantes comme piégeurs/inhibiteurs de radicaux
lipidiques, des anions superoxydes, de I’oxygene singulet ou comme régulateur du systeme
antioxydant (Dufour et al., 2007 ; Gobert et al., 2009).

a. Vitamines

La vitamine E est le principal antioxydant dans les membranes des cellules, en
particulier celles des mitochondries (Traber et Atkinson, 2002). Elle agit directement sur
une grande variété de ERO pour former un radical peu réactif. Par la suite la vitamine E

38



CHAPITRE 111 Activités Biologiques

oxydée pourra étre reconvertie par la vitamine C mais également par d’autres composés
comme la vitamine A, le GSH et I’ubiquinol. La vitamine E peut aussi activer les SOD et les
catalases (Margaritis et al., 2003; Lyn Patrick, 2006).

La vitamine A agit sur les ERO en formant un radical de vitamine A qui pourra agir
comme antioxydant en réagissant avec un autre radical pour former un non radical, ou sera
régénére en vitamine A (Clarkson et Thompson, 2000; Fisher-Wellman et Bloomer, 2009).
En excés, la vitamine A pourrait agir comme pro-oxydants, et favoriser 1’oxydation de I’ADN
(Van Helden et al., 2009).

La vitamine C joue un réle de prévention de 1’oxydation dans le plasma et les fluides
extracellulaires, dont elle est considérée comme le plus important antioxydant (Koolman et
al., 1999). Elle agit directement sur les ERO et indirectement par son action de régenération
de la vitamine E et du GSH. A forte dose, la vitamine C peut exercer une action pro-oxydante
via son habilit¢ a réduire I’ion ferrique (Fe3+) en ion ferreux (Fe2+), qui participe aux

réactions de Fenton/Haber-Weiss (Sayre et al., 2005).

La vitamine B6 exerce un rdle antioxydant indirect en favorisant la synthese de la
cystéine a partir de la méthionine et ainsi renforcerait la production de GSH (Dalto et Matte,
2017).

b. Polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux qui
regroupent plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques qui
présentent toutes dans leur structure au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme
porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (Tapiero et al., 2002). Les composes
phénoliques (acides phénoliques, tannins et flavonoides) forment le groupe le plus important
(Beta et al., 2005).

Les acides phénoliques (acide chlorogénique, caféique, protocatéchique, vanillique,
férulique, sinapique et gallique) contenus dans certaines plantes médicinales (Hale, 2003;

Psotova et al., 2003) sont considérés comme des antioxydants.

Les flavonoides (plus de 5000 molécules isolées) sont les polyphénols les plus
nombreux (Pietta, 2000). lls agissent de différentes facons soit par effet scavenger directe
(Quinones et al., 2013). soit par chélation de métaux de transition empéchant ainsi la réaction
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de Fenton (Rodrigo et al., 2011) soit par inhibition de I’activité de certaines enzymes
responsables de la production de ERO comme la xanthine oxydase (Halliwell, 1994;

Jayasena et al., 2013).
111.2.3. Réaction entre le radical libre DPPH et I’antioxydant

Le composé chimique 1,1-diphényle-2-picrylhydrazyle fut I’un des premiers radicaux
libres utilisé pour étudier la relation structure-activité anti-oxydante des composés
phénoliques. Il posseéde un électron non apparié sur un atome du pont d’azote. Du fait de cette
délocalisation, les molécules du radical ne forment pas des diméres, DPPHe reste dans sa
forme monomeére relativement stable a température ordinaire. La délocalisation provoque
aussi la couleur bleue bien caractéristique de la solution de DPPHe. La mesure de 1’efficacité
d’un anti-oxydant se fait en suivant la diminution de la coloration bleue, due a une
recombinaison des radicaux DPPHe, mesurable par spectrophotométric a A = 515 nm (Foti,

2004).
111.3. Activité Antibactériennes

Ces derniéres années, il y a eu un grand intérét pour la découverte de nouveaux agents
antimicrobiens, due a une augmentation alarmante du taux des infections avec les
microorganismes résistant aux antibiotiques .Une des approches courantes pour la recherche
des substances biologiquement actives est le criblage systématique des micro-organismes ou
les plantes, qui sont des sources de beaucoup d'agents thérapeutiques utiles (Talbi, 2015).

Il a été rapporté que les extraits de plantes et beaucoup d’autres préparations
phytochimiques riches en flavonoides ont possédé une activité antimicrobienne (Tim et
al,2005). Gréce a leur structure caractérisée par la présence de groupe phénolique, et d’autres
fonctions chimiques, les flavonoides sont considérés de trés bons agents antimicrobiens
(Harborne et Williams, 2000).

111.3.1. Mécanisme d’effet antibactériennes des polyphénols

Il est sans doute tres complexe, peut impliquer multiples modes d'actions tels que :
I'inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes, la séquestration de substrat nécessaire
a la croissance microbienne ou la chélation de métaux tels que le fer, I’inhibition du
métabolisme microbien (Daglia M , 2011), dégradation de la paroi cellulaire, perturbation de
la membrane cytoplasmique, se qui cause une fuite des composants cellulaires, I’influence de
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la synthése de I'ADN et I'ARN (Zhang et al,2009), des protéines des lipides, et la fonction
mitochondriale (Balentine et al., 2006), ainsi que la formation des complexes avec la paroi

(Gangoué piéboji , 2007).

Ces mécanismes ne sont pas des cibles séparées, certains peuvent étre comme
conséquence d'un autre mécanisme. Le mode d'action des agents antimicrobiens dépend
également du type de micro-organismes et a l'arrangement de la membrane externe (Shan et
al., 2007).

111.3.2. Les antibiotiques

IIs sont définis par Turpin et Velu comme : « Tout composé chimique, élaboré par un
organisme vivant ou produit par synthése, a coefficient chimio-thérapeutique élevé dont
I’activité thérapeutique se manifeste a treés faible dose et d’une maniére spécifique, par
I’inhibition de certains processus vitaux, a I’égard des virus, des micro-organismes ou méme
de certaines cellules des étres pluricellulaires » Bergogne-Berezin et Dellamonica, 1995). Ils
ont la capacité soit de détruire les bactéries (effet bactéricide), ou d’inhiber leur croissance

(effet bactériostatique) (Elghozi, 1992).
< Classification des antibiotiques

Il existe plusieurs classifications des antibiotiques, elles sont basées sur le spectre
d'action, la cible, ou la famille chimique. Cette derniere est la plus fréquemment rencontrée.
Les principales familles chimiques des antibiotiques sont: Bétalactamines: pénicilline et
céphalosporines;  Aminosides:  streptomycine, gentamycine;  Chloramphénicol et
thiamphénicol; Cyclines: tétracyclines, doxycycline. Macrolides et apparentés

Erythromycine et oléandomycine (Cohen et Jacquot, 2001).
3.3. Activité antimicrobienne des extraits des plantes

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la sélection
de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a 1’acquisition de génes de résistance portée par des éléments génétiques
mobiles (plasmides, phages, transposons et intégrons). Ces résistances ont conduits a chercher
de nouveaux agents antimicrobiens possédant une efficacité plus importante que les drogues
synthétiques, d’une part et bien accepté par 1’organisme d’autre part (sans exercer des effets
déléteres sur la santé humaine) ( Garcia-Ruiz et al., 2008 ; Kempf, 2009).
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Beaucoup de groupes de recherches ont étudié 1’activité antimicrobienne des extraits de
plantes médicinales telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint (Mentha piperita) et
thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les
bactéries mais aussi contre les champignons, les levures et lesvirus ( Jirgen et al., 2009; Xia
etal., 2011).

D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié
les métabolites responsables de 1’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant 1’industrie pharmaceutique, la

médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang et al., 2008).
111.3.3. Description des bactéries étudiées

Les bactéries représentent un groupe étonnamment complexe et fascinant. Ce sont des
organismes cellulaires simples appelés Procaryotes qui ne contiennent pas de noyaux et qui
sont d’habitude trouvés en trés grand nombre parce qu’ils peuvent se multiplier rapidement.
Bien que les bactéries soient microscopiques, on distingue différentes morphologies. Les plus
communes sont les tiges, les coccidies (circulaire) et la spirale. Elles peuvent étre grandes,
petites, ovales grosses, longues, courtes ou encore plus épaisses. Les bactéries peuvent étre
divisées en deux groupes (Gram positif et Gram négatif), basés sur la différence de la
structure et de la composition chimique de la paroi cellulaire (Figure 23). (Huang et al.,
2008).
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Figure 23: Structure de la paroi bactérienne (Huang et al., 2008).
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Figure 1 : Séchage d'échantillon le plante Retama retam dans 1’étuve (45 °C). (Photo
original)

Figure 2 : Poudre d'échantillon de plante aprés le Séchage. (Photo original)
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Figure 5 : Extrait sec de Retama retam a processus final d'extraction. (Photo original)
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Figure 7 : préparation Le milieu de culture (la gélose nutritive et gélose Mueller-Hinton).
(Photo original)

70



Slimdni abir

Annexes

préparation des disques de papier wathman, stériles, sont chargés de I'extrait a

tester. (Photo original)
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Figure 9 : deux espéces bactériennes utilisé. (Photo original)
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Figurell : les disques de papier filtre contenu les extrais sont déposés a la surface de la
gélose dans boites pétrie. (Photo original)
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Courbe d'EM-R.raetam pour dosage
des polyphénols totaux
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Figure 12 : les courbes des dosages polyphénols totaux, flavonoides et tanins condenses
d'extrait méthanolique de Retama retam.
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Figure 13 : Appareil évaporateur rotatif.(Photo original)
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Figure 14: spectrophotomeétre. (Photo original)
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Figure 16 : Vortex. (Photo original)
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Figure 18: appareil d'aspiration. (Photo original)
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