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RESUME

Ce travail est une contribution a 1’évaluation de I’activité antioxydante des mucilages
du fruit d’Arbutus unedo L. en s’intéressant aux mucilages pour évaluer leur potentiel
antioxydant par le pouvoir inhibiteur du DPPH, la capacité antioxydante totale (CAT) et le
pouvoir réducteur du fer (FRP). Apres I’extraction des mucilages brut et purifié, nous avons

procédé a la caractérisation de ces molécules.

Les résultats montrent la présence d'acides aminés et de composés phénoliques
(tanins) dans les deux types de mucilages et I'absence de flavonoides. Le pH est neutre de

I’ordre de 7,21 pour le mucilage brut et acide pour I'extrait purifié avec un pH acide de 5,94.

De plus, les tests de caractérisation révélent que, I'extrait de mucilage brut est
Iégerement riche en protéines (36,10+16,07 %) que le mucilage purifié (34,30+6,79%) ; la
méme allure est remarquée pour les sucres totaux ou le mucilage contient 39,86+1,004 %

tandis que le mucilage purifié deux contient 40, 14+3,72 %.

Pour la réduction du fer, les valeurs d’ECsg enregistrées sont 0,547 et 3,56 mg/ml pour
l'extrait brut et ’extrait purifié. Cela indique que l'extrait brut est plus efficace. Le méme
résultat est obtenu pour la réduction du DPPH ou I’extrait brut (ICso= 0,103 mg/ml) et plus
efficace que 1’extrait purifié (ICso= 0,799 mg/ml).

Ainsi I’é¢tude de la capacité antioxydante totale des extraits a révélé les valeurs de

100,54 mg EAA/g pour I’extrait brut et 98,92 mg EAA/g pour I’extrait purifié.

En conclusion, le mucilage brut du fruit d’Arbutus unedo L. possede des proprietés

antioxydantes trés importantes.

Mots clés : Arbutus unedo L., pouvoir antioxydant, FRAP, CAT, DPPH,

mucilage brut, mucilage purifié .



Abstract

This work is a contribution to the evaluation of the antioxidant activity of mucilages
from the fruit of Arbutus unedo L. by focusing on mucilages to assess their antioxidant
potential through DPPH inhibitory power, total antioxidant capacity (CAT) and iron reducing
power (IRP). After extracting crude and purified mucilages, we proceeded to characterize

these molecules.

The results show the presence of amino acids and phenolic compounds (tannins) in both
types of mucilage, and the absence of flavonoids. The pH is neutral at around 7.21 for the raw
mucilage, and acidic for the purified extract, with an acid pH of 5.94.

Furthermore, characterization tests reveal that the crude mucilage extract is slightly
richer in protein (36.10£16.07%) than the purified mucilage (34.30+6.79%); the same pattern
is noted for total sugars, where the crude mucilage contains 39.86+1.004%, while the purified

mucilage contains 40.14+3.72%.

For iron reduction, the EC50 values recorded are 0.547 and 3.56 mg/ml for both the
crude and purified extracts. This indicates that the crude extract is more effective. The same
result was obtained for DPPH reduction, where the crude extract (IC50= 0.103 mg/ml) was
more effective than the purified extract (IC50= 0.799 mg/ml).

A study of the total antioxidant capacity of the extracts revealed values of 100.54 mg
EAA/g for the crude extract and 98.92 mg EAA/g for the purified extract.

In conclusion, the raw mucilage of Arbutus unedo L. fruit possesses highly significant

antioxidant properties.

Key words: Arbutus unedo L., antioxidant power, FRAP, CAT, DPPH, raw mucilage,
purified mucilage.
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AA : acide ascorbique
CAT : capacité antioxydante totale

DPPH : Radical 2.2 diphényle-1-picrylhydrazyl.
EC50 : La concentration qui correspond a une absorbance de 0.5
ERO : Espeéce réactif de I’oxygéene.

ED : Eau Distillé

Fe3+: lon ferrique.

FRP: Ferric Reducing Power

FeClI3: Chlorure ferrique

Fe2+ : Fer ferreur

G : gramme

HCL : acide chlorhydrique

IC50 : Concentration d’inhibition pour 50

K3Fe (CN)6 : Ferricyanure de potassium

Mg : milligramme

MI : millilitre

Mg AA/g :milligramme d'équivalent d’acide ascorbique par Gramme d'extrait
PH : potentiel hydronium

RL : radical libre

TCA : Acide trichloracétique

SOD :peroxyde dusmutase

Tr/mn : tour par minute

UV-VIS : Ultraviolet-Visible
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Introduction générale

Les plantes médicinales restent la principale source de biomolécules qui sont a
I’origine des médicaments. Celles-ci sont considérées comme un ensemble trés diversifie et
essentiel de composés, qui constituent tous des principes actifs fondamentale a base du
développement de nouveaux traitements (Maurice, 1997). Du fait, ces molécules sont
d’intérét varié et sont utilisées dans les industries alimentaire, pharmaceutique et cosmétique.

Les propriétés préventives des plantes médicinales sont principalement dues a la
présence de vitamines, de caroténoides et de composés phénoliques aux propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et antibactériennes (Guo et al., 2003).

En effet, plusieurs études ont démontré que l'utilisation de produits a base de plantes
peut réduire considérablement diverses maladies comme les accidents cardiovasculaires et
certains types de cancer (Dauchet et al., 2005).

Au cours des derniéres décennies, la recherche de nouveaux antioxydants naturels
pour remplacer les antioxydants synthétiques a suscité un intérét considérable dans la
recherche scientifique.

Ces études indiquent que les plantes médicinales et aromatiques sont des sources
potentielles d’antioxydants naturels, dont I’activité peut dépasser celle des antioxydants
synthétiques.

De ce point de vue, nous sommes intéressés & L’ Arbutus unedo L., une plante
traditionnellement utilisée dans divers domaines.

Actuellement, les recherches s’intéressent de plus en plus a ses propriétés biologigues,
antifongiques, antibactériennes et antioxydantes, d’ou nous nous sommes intéressés par
I’étude de cette derniere propriété.

Le but de cette étude est d'étudier in vitro l'activité antioxydante de mucilages du fruit
de I’arbousier (Arbutus unedo). Cette plante est trés répandue dans la wilaya de Tlemcen.

Notre manuscrit se présente comme suit : La premiére partie est une synthése
bibliographique dont le premier chapitre est consacré a I'Arbutus unedo.

Ensuite, le deuxiéme chapitre qui est sur les Mucilages et leurs applications suivi
d’un troisiéme chapitre sur le stress oxydatif et I’activité antioxydante.

La deuxieme partie, décrit le matériel et les techniques utilisées lors des travaux

expérimentaux, les résultats obtenus et la discussion.



Synthese
bibliographique




Chapitre | : Arbutus
unedo L et métabolites
des plantes




Chapitre 1 : Arbutus unedo L et métabolites des plantes

1. Définitions de la phytothérapie

La phytothérapie (En grec, Python= végétal et Therapein= soigner) est 1’art de soigner par
les plantes. La phytothérapie permet a la fois de traiter le terrain du malade et les symptémes
de sa maladie (Nelly, 2013).

2. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des plantes ou des parties de plantes qui sont utilisées a des
fins médicales, thérapeutiques ou préventives pour la sante humain et voir méme animal (EL
amri et al.,2014).

En effet, on peut utiliser une ou plusieurs de leurs parties, racines, feuilles, fleurs. Ces
composés biologiquement actifs peuvent étre isolés a 1’aide de divers procédés tels que la
macération, la décoction et I’infusion. Depuis 1’antiquité, les plantes médicinales sont utilisées
comme des médicaments pour la prise en charge des maladies humaines (Ouedraogo et al.,
2021).

Elles contiennent souvent des composes chimiques actifs tels que des alcaloides, des
flavonoides, des terpénes, des tanins, des glycosides et d'autres substances qui peuvent avoir

des effets benéfiques sur la santé humaine.

3. Arbutus unedo L.
3.1. Définition

L’Arbutus unedo L. est une espéce tres fréquente en Algérie. Il possede plusieurs noms

communs comme 1’arbousier, 1’arbre aux fraises, le fraisier en arbre (Boullard, 2001).

En général, la plus grande densité ainsi que la plus grande diversité des Ericacées se
retrouve sous les climats méditerranéens (Didi, 2009) incluant certaines parties de 1’Europe

(Portugal, I'Espagne, I'Italie) le nord d’Afrique.
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La plante Arbutus unedo atteint généralement une hauteur de 5 a 10 metres et présente une
écorce brun-rougeatre distinctive qui s'exfolie en fines écailles. Ses feuilles sont d'un vert

fonce, coriaces et ont un aspect brillant (Figure 1).

Figure 1. Arbre de /’Arbutus unedo L (Haouchine et al., 2017)

3.2. Caracteristiques de I'Arbutus unedo

Son fruit ressemble a une fraise. Le fruit commence par étre vert, puis il devient
progressivement jaune, orange et enfin rouge vif a maturité. Les fruits sont comestibles et ont
un godt sucré, bien qu'ils soient souvent décrits comme assez fades. Ils sont parfois utilises

pour faire des confitures, des gelées, des liqueurs ou consommeés frais. (Martin, 2002)

L'Arbutus unedo est également apprécié pour ses qualités ornementales, avec ses fleurs
attrayantes, ses fruits colorés et son écorce intéressante. 1l est souvent cultivé dans les jardins
et les parcs pour son attrait esthétique. Elle la capacité de s'adapter a des conditions
environnementales difficiles. Il peut tolérer des sols pauvres en nutriments, des périodes de

sécheresse et des températures élevées. (Martin, 2002)

3.3. Nomenclature d’Arbutus unedo
- Nom scientifique : Arbutus unedo L. (Wahid et al., 2019).
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- Nom Francais : Arbousier (Moualek, 2018).

- Nom commun : Arbre a fraises (Moualek, 2018).

- Nom Berbere: Sasnou, assisnou (Wahid et al., 2019 ; Moualek, 2018).
- Nom Anglais : Strawberrytree (Ozcan et Haciseferogullari, 2007).

- Nom Arabe : Lendj (Koula et Souhila, 2014).

3.4. Description botanique

La plante est un arbuste ou un petit arbre a feuilles persistantes avec une croissance
étalée et une éecorce gris-brun. Les petites fleurs blanches du bleuet s'épanouissent en
panicules d'environ 5 cm de long. Les fleurs d’4. unedo (figure2) sont une source importante
de nectar et de pollen pour les abeilles. Les feuilles sont alternes, simples, en vert foncé, avec

des bords dentés et des pétioles atteignant 10 mm de long.

Figure 2. fleurs et feuilles d’Arbutus unedo L (Hadim et Ben Aissou, 2018)

Les fruits sont sphériques (figure3), rouge orangé a maturité, atteignent 2 cm de
diameétre, sont rassemblés par des papilles coniques et marissent en automne (Oliveira et al,
2011).11 faut environ 12 mois pour que le fruit mdrisse. Les populations d'Arbutus unedo L
peuvent étre homogeénes, mais le plus souvent cette espéce est associée a d'autres arbres
(Reille, 2015).
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Figure03: Fruit d’arbousier (Gheraibia et Lahcene, 2020).
3.5. Répartition géographique

L’arbousier pousse dans différentes parties du monde (Figure 04), mais il est le plus
souvent présent dans les zones a climat non continental avec un climat méditerranéen, au
nord-est de I'Afrique, a I'ouest. On le trouve dans le sud de I'Europe et a l'ouest d’Asie.
(Morales et al., 2002). En Algérie, les arbousiers sont répandus notamment dans les foréts
de chénes-lieges, comme dans les régions de Souk Arras, El Taraf, Skikda, Jijel et Tizi Ouzou
(Aksil, 2015).

Figure 3. Représentation géographique mondiale d’Arbutus unedo L (Oliveira et al. 2009)
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3.6. Composition chimique

L'arbousier commun contient 2,7 % d’arbutine (figure5), de la methylarbutine et

d'autres comme 1’hydroquinone qui est un principe amer et des tanins. L'arbutine est un

puissant antiseptique de I’appareil urinaire (Iserin, 2001).

Figure 5 : Formule chimique de I’arbutine (Ghedira et Goetz., 2013).

Le tableau suivant (tableau 1) présente les études ou les testes phytochimiques que faites par
plusieurs auteurs Ait Youcef (2006), Doukani et Tabak (2015), Males et al., (2006), Ali-
Delille (2013), Migel et al., (2014) présentent que la composition chimique des différentes

parties d’ Arbousier est trés Variée.

Tableau 01:La composition chimique de différentes parties de I'arbousier

Partie de la plante Composeés phénoligues Sucres Autres
Fruit Tannins = Fructose = Protéines
Flavonols = Glucose = vitamine E
Anthocyanes = Saccharose = vitamine ¢
Acide ellagique = Cellulose = Acide a-linolénique
dérivés d’acide = amidon = Minéraux
gallique = potassium
= calcium
= phosphore
Feuille = Tannins = Arbutoside * I’hydroquinone
= Flavonoides = Unédoside
= Catéchine
= Quercitrine
= Arbutin
Racine = Anthocyanes Composés mutagenes

= Flavonoides

= Flavonols

= Arbutin

= Acide caféique
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3.7.Usage traditionnelle

Les extraits des différentes parties de I'Arbutus unedo possedent des propriétés
biologiques telles que l'activité antioxydante, anti-inflammatoire, antibactérienne,
antifongique, anti-lithiasique, anticancéreuse, antihyperglycémiante et antiulcéreuse. Des
études ethnobotaniques ont également montré que I'Arbutus unedo assure une activité
antihypercholestérolémique, antispasmodique rénale, anti-hémorroidale et gastroprotectrice,
offrant ainsi une protection contre les maladies urologiques et dermatologiques, les troubles

gastro-intestinaux, les infections vaginales et la diarrhée (Trik, 2020).

Ce fruit est utilisé pour traiter les maladies gastro-intestinales ainsi que les problémes
neurologiques et dermatologiques (Leont et al, 2009). Il est également utilisé comme

conservateur dans le traitement des infections des voies urinaires (Alarcao et al, 2001).

En raison de sa riche teneur en sucres fermentescibles, il est traditionnellement utilisé
dans la production de boissons alcoolisées et dans la production de confitures, gelées et
marmelades (Tardio et al. 2006 ; Pallauf et al., 2008). Il est également ajouté a la viande et
aux produits céréaliers (Bouzid, 2015). De plus, les fruits secs conviennent a la production
industrielle de thé, d’ardmes et de colorants (Didi, 2009).

Selon Bellakhdar (1997), il a un effet anti diarrhéique a petites doses, mais en exces il

devient toxique, il faut donc surveiller la dose prise d'arbousier.

Les feuilles de I'Arbutus unedo L sont utilisées dans la préparation de tisanes et
d'infusions pour soulager les troubles digestifs et les inflammations. Elles sont également
utilisees en cosmétique pour leurs propriétés astringentes et tonifiantes, notamment pour le
soin de la peau et des cheveux. Les décoctions de racines sont efficaces contre les
rhumatismes et ont des propriétés anti-inflammatoires, elles sont donc prescrites en cas

d'hypertension artérielle.

La racine est extraite car elle a pour effet d’améliorer la sensibilité des récepteurs de la
tension artérielle. Elles sont utilisés pour abaisser le taux de sucre dans le sang et aider a

prévenir la tension artérielle et I'hypertrophie myocardique (Miguel et al., 2014).
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3.8.Toxicité d’arbousier

L’arbousier a une toxicit¢é modérée a forte dose ; il peut avoir des effets narcotiques et
stupéfiants. Toutes les parties de la plante, surtout les feuilles, sont potentiellement
dangereuses. Cependant, le fruit est généralement sdr a consommer en quantités raisonnables
ou il es préférable de le consommer cuit, par exemple en confiture ou en infusion, pour éviter

tout inconfort di a sa teneur en tanins (Belkadi, 2018).

3.9.Métabolites de la plante
Dans la suite, nous allons parler de quelques métabolites des plantes, particulierement ceux

dont I’arbousier est en trés riche.
3.9.1. Composeés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par un cycle
aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou liés a un glucide. Ils sont présents
dans toutes les parties des végétaux supérieurs et interviennent dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou

la maturation des fruits.

Ces composés sont issus de la voie du shikimate et de la voie de I'acide acétique/acide
malonique (Labbani, 2022). Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les
tannins (Boizot et Charpentier, 2006). La figure 6 cite quelques exemples de composés

phénoliques.

10
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Figure06 : quelques exemples de polyphénols (Hadjila, 2016)

3.9.2. Terpénes:

Les isoprenoides, également connus sous le nom de terpénoides, ces composes sont
dérivés de I’isopentényl pyrophosphate (IPP), une molécule a cinq carbones. Ces isoprénoides
peuvent étre subdivisés en plusieurs catégories selon le nombre d’unités isoprénes présentes
dans leur structure. lls sont produits naturellement par les plantes et se caractérisent par leur
volatilité et leur forte odeur. Elles donnent aux fleurs leur parfum caractéristique. Ci-dessous

est resumé quelques classes de ces molécules.

11
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Tableau02: Classification des terpenes et terpénoides sur la base de leurs unités isoprene
(Borrelli et Trono, 2016).

Class Isoprene Units Carbon Atoms Examples
Canphor, eucalyptol, geraniol, lavandulol,
Monoterpene 2 10 p Y, 8 : ;
limonene, menthol, pinene, thymol
3 Abscisic acid, bergamotene, cedrol,
Sesquiterpene 3 15 & :
curcumene, patchoulol, vetivone
; Abietic acid, cafestol, caffeol,
Diterpene 1 20 g
carnosol, gibberellin, phytol
; Betulinic acid, morolic acid, oleanolic acid, ursolic
Triterpene 6 30 : : . .
acid, brassinosteroids, saponins
Carotenoids (e.g., a-carotene, 3-carotene, crocin,
Tetraterpene 8 40 licopene) and xanthophylls (e.g., lutein, zeaxanthir

3.9.3. Alcaloides

Ce sont des molécules organiques azotées, basiques et hétérocycliques, d’origine végétale
(Wichtel et Anton, 2009). Ces composés dérivent des acides aminés. L’ importance de ces
molécules réside dans le fait qu’elles ont une forte activité biologique méme a faibles doses.

D’une maniére générale, on distingue trois classes (Moulek, 2018):
* Alcaloides vrais
* Proto-alcaloides
* Pseudo-alcaloides

3.9.4. Mucilages

Les mucilages sont des macromolécules osidiques qui se dissolvent plus ou moins au
contact de 1’eau pour former des solutions colloidales ou des gels. La tendance actuelle est de
délaisser ce terme au profit de celui, plus général, d’hydrocolloides végétaux, et plus

globalement encore, de polysaccharides végétaux (Alalor et al., 2014).

12
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3.9.4.1. Types de mucilages

Il existe :

— Les polysaccharides dérivés du mannose : « mucilages neutres »

Les mannanes qui sont des polymeres constitués d'une chaine principale de résidus de D-

mannose liés par des liaisons B-(1,4). On distingue 3 types de mannanes :

- Les glucomannanes, qui contiennent & la fois des résidus mannose et glucose.
- Les galactomannanes, substitués par des résidus galactose.

- Les galactoglucomannanes, substitués par des résidus galactose et glucose.

La solubilité des mannanes dans I'eau dépend de leur degré de substitution par le galactose
et/ou de la présence de groupements acétyles qui estérifient les fonctions hydroxyle (-OH) des
résidus mannose (Chateigner-Boutin et al., 2020). Plus le degré de substitution par le
galactose est élevé, plus les mannanes sont solubles dans I'eau. La présence de groupements
acetyle diminue la solubilité aqueuse des mannanes. Ainsi, les mannanes peuvent étre
solubles ou insolubles dans I'eau selon leur structure précise. lls jouent des réles importants en

tant que réserves de carbone et d'énergie chez les plantes et certains microorganismes.

e Glucomannanes

Les glucomannanes sont des polymeéres constitués d'une alternance de résidus D-
mannopyranose et D-glucopyranose liés en B-(1,4). lls présentent une masse molaire tres
élevée. Chez les coniféres, les glucomannanes contiennent environ 1 unité glucose pour 3
unités mannose. lls sont plus abondants chez les gymnospermes (coniféres) que chez les
angiospermes et elles s’accumulent fréquemment dans les organes souterrains de diverses
monocotylédones, en particulier dans les tubercules de I'Amorphophallus konjac, ou ils
représentent le principal constituant (Atig et Malti, 2019).

e Galactomannane

Le galactomannane a une structure polymeére hétérogéne constituée d'une chaine principale
d’unités mannose liees par des liaisons B-1,4-glycosidiques et d’unités galactose attachées au

mannose par des liaisons a- 1,6-glycoside (Yadav et Maiti, 2020).

13
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Ce sont des polysaccharides de stockage d'énergie provenant des graines d'endosperme de
Iégumineuses qui sont déja utilisés comme prébiotiques dans l'alimentation. Les quatre

principales sources de galactomannane sont la caroube, le guar, la morue et le fenugrec.

Ceux-ci sont eégalement utilisés comme facteurs de viscosité, augmentant la solubilité en

fonction du degré de substitution galactosyle (Prajapati et al.,2013).

e Galactoglucomannanes

Les galactoglucomannanes sont des hémicelluloses solubles dans I'eau, composées de
galactose, glucose et mannose. Ils sont couramment trouvés dans les especes de bois durs,
comme le sapin du Norvége, ou ils peuvent représenter jusqu'a 10-20% du poids sec du bois
(Willfor et al., 2008).

— Polysaccharides hétérogenes acides: «Mucilages acides»

Considérant qu'il est difficile de classer chimiquement des structures souvent
incomplétement connues, nous discutons ici de l'origine végétale et de l'origine structurelle,

quelle que soit I'ambiguité qui peut caractériser cette idée (Bruneton, 1999).

3.9.4.2.Application de mucilages

— Applications pharmaceutiques et médicales

Les mucilages sont utilisés comme liants, agents émulsifiants, épaississants et gélifiants
dans la formulation de médicaments. Ils ont des propriétés adoucissantes et anti-
inflammatoires qui permettent de soulager les douleurs et les irritations des muqueuses (voies

respiratoires, digestives, urinaires, etc.) (Rabie et Barkani, 2015).

— Applications alimentaires et cosmétiques

Dans les cosmétiques, les mucilages servent d'agents hydratants, émollients et protecteurs de
la peau (Rabie et Barkani., 2015). Les mucilages sont utilisés comme stabilisants,
émulsifiants, épaississants et gélifiants dans l'industrie alimentaire et ils permettent de
prolonger la durée de conservation des aliments en limitant la croissance microbienne.
Certains mucilages peuvent étre utilisés comme substituts de matiéres grasses pour réduire la

teneur calorique des aliments.

14
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Dans les cosmétiques, les mucilages servent d'agents hydratants, émollients et protecteurs de
la peau. Les mucilages sont étudiés pour leur potentiel dans la fabrication de matériaux

d'emballage alimentaire biodégradables (Cakmak et al., 2023).
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1. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif, résulte d’un déséquilibre « prooxydants/antioxydants » en faveur des
oxydants, entrainant des dommages oxydatifs sur tous les composants cellulaires : membranes
cellulaires, acides nucléiques qui entrainent une perturbation des récepteurs lipidiques et les
enzymes, les mutations et le risque de cancer. Par consequent, le stress oxydatif peut résulter
d’une surproduction d’oxydants, tels que les espéces réactives de I’oxygene, et d’un déclin

des systemes de défense antioxydants (Defraigne et Pincemail., 2008).

Stres oxydatif
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FigureQ7: Le stress oxydatif d’une cellule
2. Origine du stress oxydatif

La découverte des espéces chimiques radicalaires présentes dans I’organisme a
profondément changé notre compréhension des mécanismes biologiques. Les radicaux libres,
produits par divers mécanismes physiologiques, jouent un rdle bénéfique a des doses
modérées. Toutefois, une production excessive peut survenir, soit en raison de mécanismes
physiologiques exagérés, soit a cause de phénomenes toxiques exogenes. Dans ces cas,

I’organisme doit se protéger a I’aide de différents systemes antioxydants.

En conditions normales, les radicaux libres sont produits continuellement en faible
quantité, servant de mediateurs tissulaires ou étant des résidus de réactions énergétiques ou de
défense. Cette production est bien contr6lée par des systemes de défense adaptatifs. Lorsque
cette régulation est équilibrée, la balance entre antioxydants et prooxydants est maintenue. En
revanche, un déséquilibre, di a un déficit en antioxydants ou a une surproduction massive de

radicaux, conduit a un stress oxydants

16
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Ce désequilibre peut avoir diverses origines, telles qu’une production excessive de
radicaux libres observée dans les intoxications aux métaux lourds, les irradiations, ou les

ischémies/reperfusions aprés des thromboses.

En général, le stress oxydant résulte de plusieurs de ces facteurs et se manifeste dans
un tissu ou un type cellulaire précis, affecté par la défaillance, plutét que dans tout

I’organisme (Favier, 2003)

Antioxydants

Figure08: Balance de stress oxydatif (Gheraibia et Lahcene, 2020).
3. Définition de radicaux libres (RL)

La production de RL augmente selon la situation : Stress, tabac, alcoolisme, obésité,
exercice inapproprié ...etc. (Beckmank ,Amesbn ., 1998). La majorité des RL proviennent de
I’activité  mitochondriale, mais également d’autres sources cellulaires telles que les

peroxysomes, les lipoxygénases, les NADH oxygénases et les cytochromes P450.

Par conséquent, RL est une espece chimique, un atome ou une molécule qui contient
un électron unique ou non apparié (Wassmann et al., 2004 ; Anglos et al., 2005 ; Wolin et
al., 2005,). Cet électron unique offre une réactivité chimique extrémement élevée aux

radicaux libres (Bonnefont-Rousselot et al ; 2003 ; Poortamans, 2009).
a. Les espéces réactives

Les radicaux libres dérivent d’autres atomes tels que I’oxygeéne (espéce réactive de I’oxygene
ERO), I’azote (espece réactive de I’azote) ou le chlore (espéce réactive du chlore) et peuvent

étre ou non radicalaires (Halliwell et Whiteman., 2004).
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- Espéces radicalaires : anion superoxyde (02 ), radical hydroxyle (OH °), radical peroxyle
(ROOQ ), radical alcoxyle (RO ‘) et oxyde nitrique (NO ).

- Espéces non radicalaires : peroxyde d’hydrogéne (H,O.), peroxyde organique (ROOH),
oxygene singulet (*O,), peroxynitrite (ONOO") et acide hypochloreux (HOCI).

b. Roles des radicaux libres
Les radicaux libres peuvent avoir un réle physiologique ou toxique selon leur concentration :

e Faible concentration: ils participent a la signalisation cellulaire, a la défense
immunitaire et a la régulation vasculaire.
e Haute concentration : lls causent du stress oxydatif, endommageant les cellules et

contribuant aux maladies dégénératives et inflammatoires.
Ainsi, leur impact dépend de leur équilibre dans les systemes biologiques.
2. Activité antioxydante
4.1. Définition des Antioxydants

Les antioxydants sont des molécules qui réduisent ou empéchent 1’oxydation d’autres
produits chimiques. Les antioxydants sont utilisés pour réduire 1’oxydation des produits

mélangés (Guinebert et al., 2005). L’action des antioxydants repose sur deux mécanismes :

» Les antioxydants neutralisent les radicaux libres et préviennent les réactions en chaine
provoquées par les radicaux libres.

» Les antioxydants détruisent les hydro peroxydes (intermédiaires qui forment des
radicaux libres en bloquant les liaisons O-0), réduisant ainsi le taux de formation de

radicaux libres (Gourrissi et Amari, 2017)
4.2. Classification des antioxydants

Antioxydants primaires (enzymes) : Les cellules sont équipées d’enzymes antioxydantes

qui sont des systemes de défense trés efficaces.
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Chapitre 11 : Stress oxydatif et activité antioxydante

Cette ligne de défense comprend le superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la peroxydase
(glutathion et acide ascorbique) (Favier, 2006). Ces enzymes antioxydantes permettent de

piéger les radicaux libres primaires selon la réaction suivante (Lehucher-Michel et al., 2001).

superoxyde dismutase

20,-+2H' ~ H,0,+0,

catalase

2 H,0, = 2 H,0+0,

clutathione peroxydase

H,0, +2 GSH = 2 H,0 + GSSG

Ils empéchent notamment la formation de radicaux libres organiques a partir des
lipides membranaires et contribuent ainsi & protéger les membranes de la peroxydation

lipidique.

Antioxydants secondaires (non enzymatiques) : Ce sont des molécules exogenes.
Contrairement aux enzymes antioxydantes, les molécules antioxydantes ne piégent que les
radicaux libres. Par conseéquent, pour fonctionner a nouveau, cette molécule antioxydante doit

étre régénérée par d’autres systémes (Figure 09) (Dacosta, 2003).

Plusieurs substances ont été proposées qui peuvent agir comme antioxydants in vivo. Ceux-ci
comprennent la vitamine E, de I’acide ascorbique, du béta-caroténe, des flavonoides et des

composés phénoliques (Kohen et Nyska, 2002)
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Figure 09: les systemes de défense contre les radicaux libres (Kohen et Nyska.,
2002).

4.3.Mécanisme d’action des antioxydants

Le mécanisme d’action des antioxydants est I’élimination de 1’oxygéne unique, I’inactivation
des radicaux par des réactions d’addition covalente, la réduction des radicaux ou des

peroxydes et la réduction des métaux de transition (Favier, 2006).
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FigurelO: Régulation de la production d’espéces réactives de I’oxygene par les systemes de
défenses antioxydants (Milbury et Richer., 2008)
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1. Objectif

Le travail expérimental que nous avons réalisé a été effectué au sein du Laboratoire de
recherche Antibiotique, antifongique : Physico-chimie, Synthése et activité biologique de
I’université Abou-Bekr Belkaid Tlemcen. L’objectif de cette étude est de tester I’activité
antioxydante des mucilages des fruits d’Arbutus unedo L. récoltés dans la région de Tlemcen.

Elle comporte :
Partie 1 : préparation des extraits de mucilages, brut et purifié

Partie 2: Les tests de caractérisation des extraits de mucilage : pH, les tests
phytochimiques, dosage des protéines, dosage des polyphénols, dosage des sucres, et

I’analyse par Infrarouge.

Partie 3 : évaluation du pouvoir antioxydant des extraits obtenus par la méthode de
FRP (Ferric reducing power), la méthode de DPPH (2-2 DiPhényl-1-PicrylHydrazyl), et la
méthode CAT (Capacité antioxydante totale).

2. Matériel végétal

Le fruit de I’Arbutus unedo L. a été récolté le mois de décembre 2023, dans la région d’Ain

Fezza, Tlemcen.

o 2 _Haliou
WL Ain g 22
=ElHadjar ELepuJl gimoy” (R
KOUDIATACHEFINF
% Safsaf _ °y
o ) )
: (‘;:J‘?hba _),EJ 85
MAMA U
Tlemcen Oued Mil
_Ben Mester SiDI TAHAR o}’. ) g pyhwar
LALA SETTI Ain Fezza N7
.Ain Douz _El'Mafrouch
*Zalboun Parc National de
' Tlemcen o
Al

Figurell : Carte géographique de la région Ain fezza (google maps)
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“

Figurel? : les fruits d’arbousier récoltés
3. Extraction des mucilages

L’extraction se fait par deux méthodes dont la premiere permet d’obtenir les mucilages

bruts et la deuxieme pour les mucilages purifiés.
3.1. Extraction du mucilage brut

L’extraction se fait par la méthode décrite par (Kolhe et al., 2014) avec modification,

ou il faut :
-Dans un premier temps, découper les fruits en petits morceaux.

-Mélanger 30g du matériel végétal avec 300ml d’eau distillée dans un ballon rodé surmonté

d’un réfrigérant.

-Laisser le mélange bouillir pendant 1 heure.

-Laisser le mélange se refroidir pendant 2 heures.

-Filtrer le mélange sur une mousseline et récupérer le filtrat.

-Ajouter 300 ml d’éthanol froid a 300 ml du filtrat (V/V). L’éthanol permet de précipiter les

mucilages. Ce mélange est mis au froid (4°C) pendant 24 heures.

-Centrifuger le mélange a 4000 tours/min pendant 10 min afin de récupérer le culot.
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-Eliminer le surnagent et rincé le culot avec 1’éthanol

-Centrifuger le mélange encore une fois a 4000 tours/min pendant 10 min.
- Sécher le culot a 40°C pendant 24 heures.

-Le résidu obtenu est 1’extrait du mucilage brut.

3.2.Extraction du mucilage purifié

Le protocole expérimental de I’extraction des mucilages purifiés ressemble a celui des
mucilages bruts mais avec 1’ajout d’une premiére étape. Celle-ci consiste a la macération

préalable du fruit d’arbousier dans I’acétone. L’extraction se fait, donc, en faisant ;

- Mélanger 10g du matériel végétal découpeés en trés petits morceaux avec 100ml d’acétone.

Laisser le mélange macérer pendant 24 heures.

- Filtrer le mélange sur papier filtre et récupérer I’infiltrat. Cette opération est répétée trois

fois.

Ensuite, nous procédons aux méme étapes précédentes jusqu’a 1’obtention d’un résidu qui

représente I’extrait du mucilage purifié.

Figure 13 : Dispositif d’extraction sous- reflux
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Extrait (30g) + 300ml d’eau distillée laisser le mélange bouillir pendant 1>|1

1)

Filtration du mélange sur la mousseline

=

Ajout 300ml d’éthanol froid a 300ml au filtrat puis mis au froid (4°C) pendant 24 heures

1y

Centrifugation 4000tours/min pendant 10min

1L 1L

Elimination du surnagent Culot recueillit

Séchage a I’étuve du culot

A 40°C pendant

Figurel4: Protocole d’extraction des mucilages brut a partir du fruit (Arbutus unedo L.)
4. Tests de caracterisation
4.1.Tests phytochimiques

— Test des tanins

Pour caractériser les tanins 1ml de chaque extrait a été mélangé avec 0,25 ml d’une
solution aqueuse de FeCl; (1%). Le mélange a été incubé a température ambiante pendant 15
minutes. L’apparition d’une couleur bleu-noiratre ou verdatre indique la présence des tanins
(Karumi, 2004).
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— Test des flavonoides

La réaction de détection des flavonoides est faite en ajoutant pour chaque volume de
I’extrait 1 ml d’acide chlorhydrique (HCI) concentré puis quelques copeaux de Magnésium.
La présence des flavonoides est mise en évidence par I’apparition d’une couleur rose ou rouge

ou orange (Karumi, 2004).
— Test de I’amidon

Premierement, il faut préparer le réactif d’amidon : mélanger 1,2g d’I, et 2,59 de Kl dans 500
ml d’eau distillée. Traiter les extraits, totaux et acétoniques avec le réactif d’amidon. La

couleur bleue violacée indique la présence d’amidon (Benmehdi, 2000).
— Acides amineés

A 1ml d’extrait a tester ajouter 1ml de la solution de ninhydrine préparée dans I’acétone ou
I’éthanol dont la concentration est 1% ; chauffer dans un bain marie et observer le
changement de couleur. La présence des acides aminés donne une couleur violette (Harbone,
1998).

4.2.L e pH des mucilages

Solubiliser une quantité de 10 mg de chaque extrait de mucilage (brut et purifi€) dans 10 ml

d’eau distillée, préparer 3 essais. Le pH est mesuré a I’aide d’un pH métre.
4.3.Dosage des protéines
e Principe

Le dosage des protéines se fait par la méthode de Biuret selon Henry (1964). En solution
Alcaline les protéines forment avec les ions cuivriques un complexe coloré. L’absorbance est
mesurable a 540 nm. La détermination des différentes concentrations se fait en se basant sur

une droite d’étalonnage du sérum albumine bovine (SAB).

e Dosage
Etapel : préparation du réactif de biuret pour 250 ml d’eau distillée.
* Solubiliser 11,5 g de NaOH dans 150 ml d’eau distillée.

* Ajouter les réactifs suivants successivement au mélange précédent : 0,28 g de CuSO,4 0,25 g
de Kl et 1,48g de tartrate double sodium potassium.

* Ajuster le volume a 250 ml par 1’eau distillée.
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Etape 2 : préparation de la SAB.

* Peser 0,2 g de la SAB dans 20 ml de tampon.

« Réaliser des dilutions en cascade.

Etape 3 : préparation des extraits.

» Solubiliser I’extrait (brut ; purifié) dans le tampon.
Etape 4 : dosage

* Préparation d’une série de tubes, extraits, blanc et SAB. Prévoir 3 tubes (essais) pour chaque

extrait ou pour le SAB.

* Dans les tubes, mettre 100 pl de la solution a doser (extrait ou SAB) et 1 ml du réactif de

biuret.
* Le tube blanc contient (100 ul H,O + 1 ml de biuret).
* Les tubes sont incubés a 1’ombre pendant 30 min puis I’absorbance est lue a 540 nm.
e Expression des résultats
Pr(%6)= [(CxV)/P] x 100

C : concentration en protéines de I’extrait en « mg/ml» (déterminée graphiquement).
V : volume de tampon en «ml».

P : la prise d’essais «mg».

Pr : taux de protéines.

4.4.Dosage des composes phenoliques
e Principe

Ce test est basé sur la réduction de fer ferrique en fer ferreux par les tanins et d’autres
polyphénols ce qui aboutit a la formation d’un complexe ferreux-ferricyanide coloré. Ce
produit est appelé « bleu de Prusse » qui absorbe a 720 nm (Martin et Larry, 1977).

e Mode opératoire

Dans des tubes a essai, nous melangeons 1 ml d’extrait végétal et 3 ml de la solution de
FeCl; (0,AM dans HCI 0,1N). Puis, nous ajoutons 3 ml de KsFe(CN)s (0,008N). Les tubes
sont soigneusement agités. Apres incubation de 1 mn a la température ambiante, les mesures

d’absorbance (DO) sont effectuées a 720 nm.
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Par ailleurs, le calibrage du spectrophotomeétre se fait avec un blanc contenant 1 ml d’eau
distillée, 3ml de FeCl; et 3 ml de KsFe (CN)s.

e Expression des résultats

Une courbe d’étalonnage a ¢été tracée pour différentes concentrations d’acide gallique. A
partir de cette courbe, on détermine la concentration de notre échantillon en composés

phénoliques par rapport & la matiéere séche.

CP (%MS) = [C x V / P] x 100.

C : concentration en compos¢ phénolique de 1’extrait en (mg/ml).
V : volume d’eau distillée utilisée en (ml).

P : prise d’essai (mg).

CP : composés phénoliques

4.5.Dosage des sucres totaux
e Principe

Pour I’analyse des sucres totaux, nous avons suivi la méthode de Dubois et al., (1956).
Le principe de cette méthode est qu’en milieu acide et a chaud, les liaisons glycosidiques des
hydrocarbures sont hydrolysées. Les oses simples ainsi libérés subissent une déshydratation
intramoléculaire pour donner des dérives furfuraux. La fonction aldéhyde des furfuraux se
condense ainsi en milieux acides avec 1’hydrolyse d’un composé phénolique pour donner des

acetals ou hémi —acétals de couleur rougeatre qui absorbent dans le visible (450-500 mm).
e Dosage

Dans des tubes a essai, nous mélangeons 1 ml de la solution a doser, puis 1 ml de la
solution de phénol (5%). Les tubes sont soigneusement agités. Puis 5 ml d’acide sulfurique
concentrés sont ajoutés a I’aide d’une pipette graduée. Apres séjour de 30 mn a I’obscurité, les

mesures d’absorbance sont effectuées a 490nm.

Par ailleurs, le calibrage du spectrophotometre se fait avec un blanc contenant : 1ml d’eau
distillée, 1ml de phénol a 5% et 5 ml de H,SO,.

e Expression des résultats

Une courbe d’étalonnage corrélant la variation de 1’absorbance en fonction de la

concentration de glucose a été tracée. A partir de cette courbe nous déterminons la
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concentration de notre echantillon en sucres totaux. Le taux des sucres en % par rapport a la

matiere seche est obtenu par la formule suivante :
ST (%MS)= [(CxV)/P] x100

C : concentration en sucres de I’extrait en mg/ml
V : volume de I’eau distill¢ utilis¢ en ml

P : la prise d’essais en mg

ST : sucres totaux

4.6.La spectroscopie IR

C’est une technique qui permet d’identifier la nature et les groupes fonctionnels des
composés des liquides, des solides, des gaz, des poudres, des fibres, des films ou des surfaces.
L’analyse du faisceau infrarouge permet de détecter un certain nombre de bandes
d’absorption qui correspondent aux modes de vibrations caractéristiques des divers
groupements contenus dans les substances analysées. Le spectre infrarouge constitué par

I’ensemble de ces bandes représente alors I’empreinte digitale de molécule (Mahdjar, 2013).
e Principe de la machine IR

Le principe de cette spectroscopie est I’examen des radiations absorbées par
I’échantillon permet d’identifier les transitions entre niveaux d’énergie et d’en déduire des
informations sur la structure de la molécule, utilisée pour déterminer la composition d’un

échantillon (fonction Chimique).

e Preéparation des échantillons

Déposer les extraits de mucilages, brut et purifié dans 1’appareil spectroscopique IR (Cary
600 Series FTIR, Agilent Technologies). Qui contient un cristal de réflexion pour I'analyse en
mode ATR (attenuated total reflectance) (figure 15).

Figure 15 : appareil spectroscopique IR (cary 600series FTIR., agilent technologies).
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5. Evaluation de Pactivité antioxydante

5.1.Evaluation de 'activité antioxydante par la méthode de FRP

L’activité antioxydante a été évaluee par la méthode de FRP (Ferric reducing power).
e Principe

La méthode de réduction de fer FRP est une méthode simple. Cette technique permet de
mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe**) présent dans le complexe
KsFe (CN) g en fer ferreux (Fe**) (Oyaizu, 1986).

e Solutions a préparer
* Solution tampon de phosphate 0,2M ; pH= 6,6
* Solution de ferricyanure de potassium K3Fe (CN)6 a 1%

* Solution de I’acide trichloracétique TCA a 10%

« Solution aqueuse de chlorure ferrique FeCI3 a 0,1%

Figurel6: les solutions qu’utiliser dans cette méthode
e Mode opératoire

0,2 ml de I’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 0,5 ml de la solution
tampon phosphate (0,2M, pH=6,6) et 0,5ml de ferricyanure de potassium a 1%, ensuite incubé
dans I’étuve a 50°C pendant 20min. Apres 1’incubation 0,5ml d’acide trichloracétique (TCA)
a 10% est ajouté. 0,5 ml du surnageant est mélangé a 0,5 ml d’eau distillée et 0,1 ml de FeCls

a 0,1%. La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm a 1’aide d’un
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spectrophotometre UV-VIS avec un blanc préparé semblablement en remplagant 1’extrait par

I’eau distillée.

0,2ml de I’extrait

=+

0,5 ml de tampon phosphate (0,2 M ; pH = 6,6)

0,5ml de ferricyanure de potassium a 1%

1L

Incubation a 50°C pendant 20min

0,5ml d’acide trichloracétique (TCA)

1L

Centrifugation a 4000 tr/min pendant 10 minutes

0,5 ml surnageant +0,5 ml ED +0,1 ml FeCI3 a 0,1%

gt

Lecture spectrométrique a 700 nm

Figure 17: Protocole d’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits de 1’Arbutus unedo L.
5.2.Evaluation du pouvoir antioxydant e par la méthode de DPPH

C’est une méthode permettant d’évaluer le pouvoir antioxydant. Elle mesure la capacité

d’un antioxydant & réduire le radical chimique.
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e o

NO,

Figurel8 : Structure chimique du radical libre DPPH.
e Principe

Le DPPH est un test facile et trés reproductible pour tester la capacité antioxydante sur des
antioxydants uniques dans des solutions aqueuses, des aliments, des boissons, des extraits de
plantes. Le test DPPH mesure 1’activité antioxydante des composés capables de transférer des

atomes d’hydrogene.

N + Antioxvdant-OH . "

DPPH (violet) DPPHH (jaunc )

Figure 19: Piégeage du radical libre DPPHe (Congo, 2012)

e Mode opératoire

On prend 6mg de la poudre de DPPH auxquelles on ajoute 50ml de méthanol puis on
lance I’agitation pendant 1 heure. On mélange 20mg de I’extrait et 10ml d’eau distillée.
Briévement, 1 ml de la solution de DPPH a été mélangé avec 1ml de différentes dilutions des
extraits de plante. Le mélange obtenu est ensuite gardé a I’abri de la lumiere a la température
ambiante pendant 30 minutes. Puis 1’absorbance est mesurée a 517 nm contre un tube blanc

contenant le méthanol.

Un tube contrble négatif est préparé en mélangeant 1ml de solution de DPPH et 1 ml
de méthanol. La décroissance de 1’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre et le

pourcentage d’inhibition (% IP) est calculé suivant la formule suivante (Sanchez et al., 1998).

% IP = [(Abs contrdle — Abs échantillon) / A contr6le] x 100

34



Matériel et méthodes

Dont :

« Abs contrdle : Absorbance du contréle (ne contenant aucun antioxydant) apres 30 min.

« Abs échantillon : Absorbance des échantillons mesurés aprés 30min.
e Calcul des concentrations efficaces 1C50

La valeur d’ICso ou concentration inhibitrice de 50 % est définie comme étant la
concentration du substrat qui cause la perte de 50% de I’activité du DPPH. Les valeurs d’ICs
sont calculées graphiquement par la régression linéaire ou 1’abscisse est représenté par la
concentration des composés testés et ’ordonné par le pourcentage d’inhibition (PI1%)
(Mensor et al., 2001). Plus ICs est petites, plus I’antioxydant a une activité plus importante
(Sanchez et al., 1998).

5.3.Evaluation du pouvoir antioxydante par la méthode de CAT (Capacité antioxydante

totale)
e Principe

La capacité Antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode de
Phosphomolybdéne. Cette technique est basée sur la réduction de molybdene Mo (V1) présent
sous la forme d’ions molybdate MoO,> & molybdéne Mo (V) MoO,** en présence de I’extrait

Pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide (Prieto et al., 1999)
e Mode opératoire

Un volume de 0,2 ml de chaque extrait est mélangé avec 2ml de solution de travail (0,6 M
acide sulfuriqgue H,SO4, 28 mM phosphate de sodium Na,PO, et 4 mM de molybdate
d’ammonium). Les tubes sont vissés et incubés a 95°C pendant 90 min. Apres
refroidissement, 1’absorbance des solutions est mesurée a 765 nm contre le blanc qui contient
2 ml de la solution de travail et 0,2 ml de I’eau distillée et il est incubé dans les mémes

conditions que 1’échantillon.

La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalents d’acide

ascorbique par gramme de la matiere seche (mg EAA/ g MS).
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Résultats et discussion

1. Extraction
1.1.Mucilage brut

L’addition d’éthanol au filtrat a permis aux mucilages de se précipiter ; et apres la
centrifugation et le séchage, nous avons obtenu un mucilage d’aspect solide de couleur

marron (figure n20).

Figure20: Mucilage brut aprés séchage

1.2.Mucilage purifié

Apres avoir ajouté de 1’éthanol au filtrat et apres la centrifugation et le séchage de I’extrait

de mucilage, on obtient un extrait brun clair.

Le tableau suivant (Tableau 3) résume les rendements des extraits de mucilages obtenus.
Nous observons que le mucilage purifié présente un rendement plus élevé que celui du
mucilage brut. Cette différence reste statistiquement treés importante (p=0,012).

Tableau3 : Rendement des mucilages brut et purifié

Extraits Brut Purifié

Rendement % 3,92+0,76 1,76x0,27

En comparant ces résultats avec d’autres travaux nous observons que le rendement de nos
extraits est proche de celui obtenu par Ramdane et Benallal (2023) qui ont réalisé une étude
sur la méme plante ; les rendements des mucilages sont 3,6 % pour le mucilage brut et 1,45 %

pour le mucilage purifié.
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Les études de Sayyad et Sakhare (2018) sur I’isolement et la caractérisation du
mucilage de graines d'Ocimum basilicum pour les performances de compression, ont montré

un rendement de I’ordre de 30 % ; ce qui est supérieur a nos résultats.

Les travaux de Halis et Hassouni (2022) sur 1’élaboration et la caractérisation d'un
emballage comestible actif a base de mucilage d'Opuntia ficus indica ont révélés un

rendement de 1,35% ; qui est proche de celui obtenu avec le mucilage purifié.

Cette variation de rendement peut étre influencée par divers paramétres tels que la
période de récolte, les organes végétaux, le temps de séchage, la méthode d'extraction, la
polarité du solvant utilisé et le changement climatique (Salminen, 2003).

2. Caractérisation des mucilages

2.1.pH de mucilage
La mesure du pH des mucilages par le pH métre a permis d’obtenir les valeurs suivantes:

= pH du mucilage brut : 7,215 + 0,026
= pH du mucilage purifié : 5,945 £ 0,074

D’apreés les résultats obtenus nous remarquons que le mucilage brut a un pH de 7,21

qui est trés proche de la neutralité par contre le mucilage purifié a un pH acide.

Le pH de I’extrait brut est plus élevé mais proche a celle trouvé par Gupta et al.,
(2015) qui ont noté un pH de 6,90 pour le mucilage de Hibiscus rosasinensis. Et aussi I’étude
de Alalor et al., (2014) et qui ont évalué un pH de 6,1 sur I’extrait mucilagineux de Colocasia

esculenta.
2.2.Tests de mise en évidence de quelques familles de molécules

Le tableau n°4 résume les résultats des tests d'identification de plusieurs familles de

molécules dans les extraits de mucilage brut et purifie.

Nous pouvons constater que les acides aminés et les tanins sont présents dans les deux
extraits, malgré que nous avons macéré le fuit de I’arbousier dans I’acétone qui permettrait de

précipiter les composés phénoliques dont les tannins.

L’étude faite par Gupta et al., (2015) sur le mucilage des feuilles d’Hibiscus
rosasiennes a révélé la présence d'acides aminés, ce qui est en accord avec nos résultats. De

plus, cette étude a également signalé I'absence de tanins, ce qui n’est pas notre cas.

La réaction avec le magnésium reste négative pour les deux extraits. Donc nous

pouvons en conclure que les flavonoides ne sont pas présents ou la méthode utilisée a base
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d’HCL et du magnésium n’est pas efficace pour détecter les flavonoides de ces mucilages de

[’arbousier.

Les travaux de Belfekih et al., (2017) sur les organes aériens d’Arbutus unedo L.
(fruit, tige, feuille) ont montré la présence des flavonoides dans les fruits de /’Arbutus unedo.
Cependant, nos extraits sont dépourvus en flavonoides ce qui peut étre di a la méthode

d’extraction.

La réaction avec réactif d’amidon est négative pour les deux extraits ; donc les extraits

ne contiennent pas 1’amidon.

Tableau 4: Résultats des tests phytochimiques

Famille de molécules Mucilage brut Mucilage purifié
Tannins ++ +

flavonoides - -

Acides aminés ++ +

Amidon - -

++ : Moyennement positive + : Faiblement positive -Absence totale

2.3.Dosage des sucres, composés phénoliques et protéines

Le tableau 5 présente les résultats de dosage de quelques familles de molécules de 1’extrait

des mucilages brut et purifié de L’ Arbutus unedo L.

Tableau 5 : Résultats des dosages effectués sur les deux mucilages (%)

L’extrait Brut Purifié

Sucre%o 39,86+1,004 40,14+3,72
Composés phénolique % 12,25+6,064 23,01+2,99
Protéines% 36,10+16,07 34,30+6,79

Les résultats des tests quantitatifs ont permis d’évaluer la teneur en protéines et en

sucres et des composés phénoliques des deux extraits.

Pour les protéines, un pourcentage de 36,10 % dans le mucilage brut et de 34,30 %

dans mucilage purifié ont été marqués.
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Concernant le dosage des sucres, des valeurs de 39,86 % pour le mucilage brut et de

40,14 % pour le mucilage purifié ont été enregistrées.

Pour le taux de composés phénoliques, nous avons enregistré 12,25% pour 1’extrait
brut et 23,01 % pour I’extrait purifié. Donc les mucilages purifiés sont riches en composés

phénoliques par rapport au mucilage brut.

Par conséquent, nous pouvons constater que les deux extraits présentent la méme
composition en sucres et en protéines alors que le mucilage purifié et plus riche en composés

phénoliques ; cette derniere variation est importante mais non significative.

Les travaux de Erik et al., (2017) sur les extraits des mucilages de graines de Tamarin
(Tamarindus indica L) ont révélé une teneur en protéines du mucilage de 79,76 % qui est
supérieurs a celle de notre mucilage et une teneur en sucre de 4,76% qui est inferieurs que

celle observée dans nos résultats du extrait brut et purifié de mucilage des fruits d’arbousier.
2.4.Analyse spectroscopique des mucilages

Les deux figures 21 et 22 représentent les spectres FT-IR d'extraits de mucilage brut et
purifié. Généralement, le spectre infrarouge de I'extrait polysaccharidique hydrosoluble
montre une large bande d'absorption & 3050 cm™. Il semble que les vibrations correspondent

au groupe amine (RNR’H).

Agilent Resolutions Pro

| muciiages 1

===========

Figure 21 : Spectre Infrarouge de 1’extrait de mucilage brut d’Arbutus unedo L
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Figure22 : Spectre Infrarouge de 1’extrait de mucilage purifié¢ d’Arbutus unedo L.

Tableau 6 : Analyse du spectre FTIR des extraits de mucilages.

Numéro Nombre d’onde Groupement fonctionnel

1 3100-3400 OH-L.iée (liaison hydrogene)
2 3100-3500 -NH Amide

3 1620-1750 C=0 acide carboxylique

4 1200-1320 C-0

5 600-700 C-H

L’analyse infrarouge du mucilage des deux extraits brut et purifié a permis de

caractériser les groupements fonctionnels.

Les travaux de Atig et Malti (2019) sur la caractérisation des mucilages de

Zygophyllum geslini montrent qu’ils contiennent des groupements C-H et C-O, ce qui

concorde avec nos résultats.
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De plus, les études de Ramdani et Benallal (2023) sur les mucilages d’Arbutus unedo L
qui montrent une structure hétérogéne similaire a nos extrais de mucilage. Nous citons les

liaisons amide, les groupements, OH et carboxylique.

3. Evaluation des activités antioxydantes

3.1.Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode de FRP
o Effet de I’extrait de mucilage brut

L’effet de I’extrait des mucilages bruts est montré sur la figure 23. Nous observons que les
absorbances mesurées varient linéairement et proportionnellement en fonction des différentes
concentrations de I’extrait brut et nous remarquons qu’a la concentration de 0,223 mg/ml, les

mucilages bruts sont capables de réduire le fer en donnant une absorbance égale & 0,211.

2,5 ~

y=0,8107x + 0,0878
2 A R?=0,972

Absorbance a 700 nm

2,5

Concentration en mg/ml

Figure 23 : Représentation graphique de pouvoir réducteur de fer de 1’extrait de mucilage
brut de /’Arbutus unedo L.

e Effet de mucilage purifié

L’effet de I’extrait purifié est présenté sur la figure 24 ou nous remarquons que les
absorbances mesurées sont proportionnelle aux concentrations du mucilage purifié donc
toujours ils. L’extrait purifié est capable de réduire le fer ; a la concentration de 0,223 mg/ml

I’absorbance égale a 0,0382.
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y = 0,1406x + 0,0074
R? = 0,9954

Absorbance a 700 nm

0 1 2 3 4 5 6 7

Concentration en mg/ml

Figure 24 : Représentation graphique de pouvoir réducteur de fer de 1’extrait de mucilage

purifié de |’Arbutus unedo L.

e Effet d’'acide ascorbique :

En observant la figure 25 nous remarquons que I’acide ascorbique est plus puissant sur

la réduction de fer que les extraits de I’arbousier.

y = 3,0854x - 0,008

Absorbance a 700 nm

O T T T T T T 1
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

Concentration en mg/ml

Figure 25: Représentation graphique de pouvoir réducteur de I’acide ascorbique

A partir des figures précédentes, nous avons calculé les valeurs d’ECso qui est la
concentration efficace ou concentration requise pour obtenir une absorbance de 0,5. Le
tableau 7 présente les valeurs d’ECsy des extraits et d’acide ascorbique qui sont calculées a

partir de I’équation de chaque droit.
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Tableau 7: Valeurs d’ECsg enregistrées pour les deux extraits et 1’acide ascorbique
Extraits Brut Purifié Acide ascorbique
ECso (mg/ml) 0,547+0,036 3,56+0,20 0,163+0,003

A partir de ce tableau nous pouvons remarquer que le mucilage brut présente une
activité réductrice du fer qui est significativement meilleure que celle du mucilage purifié

L’acide ascorbique reste le plus efficace.

L’étude de Belkadi (2018) corrobore avec nos résultats, montrant que 1’extrait eau-

acetonique et ses fractions présentent un pouvoir antioxydant important.

L’étude de Belkhatir (2017) sur des racines de 1’arbousier par la méthode de la
réduction du fer FRP a montré que ’extrait hydro acétonique présente une activité importante
et meilleure que celle de 1’acide ascorbique. Selon Benahmed (2017), les résultats de la
méthode FRP ont montré que 1’extrait brut de racine d’Arbutus unedo L. Avait un pouvoir
réducteur tres important. Ces études montrent que la plante étudiée est douée d’un pouvoir

antioxydant tres remarquable.

Mahamane (2023) a réalisé une étude sur le pouvoir antioxydant des mucilages du
fruit de I’arbousier. Les résultats ont montré que 1’extrait purifié est plus puissant sur la

réduction du fer que le mucilage brut. Ce qui est contradictoire a nos résultats.
3.2.Evaluation du pouvoir antioxydante par la méthode de DPPH
e Extrait brut

Nous remarquons dans la figure 26 que les pourcentages d’inhibition de DPPH varient

proportionnellement par rapport aux concentrations de I’extrait brut.
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Figure 26 : Effet d’extrait de mucilages brut sur la réduction du radical DPPH
e Extrait purifié

La figure 27 montre le pourcentage d’inhibition de DPPH de I’extrait de mucilage
purifié évaluée proportionnellement en fonction des concentrations 1’extrait purifié¢ ; a 0,8

mg/ml 44% de DPPH sont réduits.

90 -
80 - y = 60,545x - 0,693 ¢
70
60
50
40
30
20
10

% de réduction de DPPH

0 T T T T T T 1
10 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Concentration en mg/ml

Figure 27: Effet d’extrait de mucilages purifié sur la réduction du radical DPPH
e Acide ascorbique

La figure 28 on observe que le standard (acide ascorbique) a présenté la meilleure activité

antioxydant par apport aux extraits de mucilage brut et purifié, ou la concentration de 0,037
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mg/ml a produit un pourcentage d’inhibition de 32 % ; ce qui est confirmé par la valeur
d’1Csp.

120 - y = 623,95x + 8,0353
R?=0,9518
T 100 -
& *
° 0 -
S *
c
2 60 -
3 .
o
‘@ 40
(]
T
X 20
0 ‘ T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2
Concentration en mg/ml

Figure28: Effet d’extrait de 1’acide ascorbique sur la réduction du radical DPPH
Calculer des 1Cs

Le tableau 8 présente les valeurs d’ICsp, la concentration qui réduit 50% du DPPH déterminéee

a partir de 1’équation des droites lin€aires précédemment données.

Tableau 8: valeurs d’ICsp des extraits et de ’acide ascorbique

Extraits Brut Purifié Acide ascorbique

1C50%0 0,103+0,005 0,799+0,060 0,0644+0,009

D’apres les valeurs obtenues, I’extrait brut a une 1Cso inferieure a celle de I’extrait
purifié, et donc une activité meilleure. L’ICsy obtenue pour 1’acide ascorbique, utilisé comme
molécule de référence, est bien plus inferieure a ceux des extraits, est donc, 1’acide ascorbique

possede une activité antioxydant tres élevé.

Les valeurs d’1Csy de 1’extrait de mucilage brut (0,103 mg/ml) et de mucilage purifie

(0,799 mg/ml) ont confirmé qu’il s’agit d’un fruit possédant un trés bon pouvoir antioxydant.

Une étude de Belkhatir (2017) sur les racines d’arbousiers par la méthode de
réduction du DPPH a montré que I’extrait hydroacétonique avait une activité significative,

suivi de la fraction acétate d’éthyle.
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De plus I’étude de Mahamane (2023) sur le pouvoir antioxydant des mucilages du
fruit de I’arbousier montre que 1’extrait brut est plus puissant sur la réduction du DPPH que le

mucilage purifié. Ce qui est similaire a nos résultats.
3.3.Evaluation du pouvoir antioxydant par la méthode de CAT

Les résultats de capacité antioxydante totale (CAT) des extraits des mucilages brut et
purifié qui sont exprimés en milligramme d'équivalent d’acide ascorbique par gramme
d'extrait (mg AA/Q).

Le tableau 9 englobe les valeurs de capacité antioxydante totale de I’extrait brut et
purifié¢ de I’Arbutus unedo.

Tableau 9: capacité antioxydante totale de I’extrait brut et purifi¢ d 'Arbutus unedo L

Extrait Brut Purifié

Capacité Antioxydante totale (mg équivalent AA/g)  100,54+26,36 98,92+12.36

Les résultats montrent que la capacité antioxydante totale(CAT) varie entre 100,54
pour mucilage brut et 98,92 mg AAE /g d’extrait. La différence est négligeable et

statistiguement non significative.

Les travaux de Hashash et al. (2017), qui ont étudié la capacité antioxydante totale
sur les extraits de deux parties différentes (les fruits et les grains) de Cucurbita pepo L., ou ils
ont trouvé une valeur égale a 201,37+1,30 mg AAE/g d’extrait méthanolique des fruits, et une
valeur égale a 222,1+1,40 mg AAE/g d’extrait méthanolique des graines. Ces valeurs

montrent une efficacité supérieure a celle de nos extraits.

D’apres El-Sayed et al. (2017) ils ont trouvé que la capacité antioxydante totale est
égale a 92,60; 179,13 et 210,96 mg AAE /g d’extrait aqueux, n-butanolique et acétate

d'éthyle des feuilles de C. pepo L., respectivement
Donc, nous constatons que la capacité antioxydante totale varie d’un extrait a I’autre.

Les résultats obtenus dans ce travail sont prometteurs et montrent que cette fraction de
polysaccharide pourrait étre a I’origine d’une activité antioxydante puissante. Les extraits sont
riches en molécules qui peuvent engendrer une telle activité, a savoir les composes

phénoliques représentés par les tanins.
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La présente étude a été reconduite apres les travaux de Mahamane (2023) et mérite

d’étre poursuite pour bien confirmer les résultats obtenus.
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Conclusion générale

Cette étude a été réalisée pour évaluer 1’activité antioxydante d’extraits de mucilages

préparés a partir du fruit d’Arbutus unedo L.

L'extraction a permis d'obtenir le rendement en mucilage brut de 3,92+0,76 et le

mucilage purifié de 1,76+0,27%, ce qui a été utilisé pour évaluer l'activité antioxydante.

Les résultats montrent la présence d'acides aminés et de composés phénoliques
(tanins) dans les deux types de mucilages et I'absence de flavonoides. Le pH est neutre de

I’ordre de 7,21 pour le mucilage brut et acide pour I'extrait purifié avec un pH acide de 5,94.

De plus, les tests de caractérisation révélent que, l'extrait de mucilage brut est
Iégerement riche en protéines (36,10+£16,07 %) que le mucilage purifié (34,30+6,79%) ; la
méme allure est remarquée pour les sucres totaux ou le mucilage contient 39,86+1,004 %

tandis que le mucilage purifié contient 40, 14+3,72 %.

Pour la réduction du fer, les valeurs d’ECsg enregistrées sont 0,547 et 3,56 mg/ml pour
I'extrait brut et I’extrait purifié. Cela indique que I'extrait brut est plus efficace. Le méme
résultat est obtenu pour la réduction du DPPH ou I’extrait brut (ICs= 0,103 mg/ml) et plus
efficace que I’extrait purifié (1Cso= 0,799 mg/ml).

Ainsi I’étude de la capacité antioxydante totale des extraits a donné les valeurs

suivantes 100,54 mg EAA/g pour I’extrait brut et 98,92 mg EAA/g pour I’extrait purifié.

Au vu de ces résultats, il serait intéressant de realiser des études complémentaires en

s’intéressant a :

= Réaliser des études plus approfondies sur I’activité antioxydante de différentes parties
de I’arbousier (Arbutus unedo L.) afin d’identifier d’autres efficacités.

= Identifier la structure des molécules actives d’arbousier principalement des
polysaccharides.

» Effectuer d’autres tests pour évaluer les effets antioxydants, tels que le test de
blanchiment du p-caroténe et ABTS.

» Effectuer d’autres tests pour évaluer les activités antibactériennes, antifongiques,
antidiabétiques, et autres activités biologiques.

= Evaluer I’activité antioxydante par d’autres méthodes in vivo.

= Effectuer des recherches sur la toxicité de la plante.
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