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Résumé :

L'arbousier est un arbuste de la famille des Ericacées qui se pousse dans les régions au
climat doux. Il est cultivé au jardin pour ses qualités ornementales et pour ses fruits comestibles.
Aussi il est utilise dans la médecine traditionnelle pour traiter plusieurs maladies telles que les

infections urinaires.

L’objectif de notre travail est porté sur I’évaluation de 1’activité antioxydante des fruits
de I’arbousier par trois techniques (test de DPPH, réduction de fer FRAP et blanchissement de
[ —carotene). Les fruits ont été soumis a une extraction sous reflux dans eau- acétone (30/70)

(V/ V) suivi d’un fractionnement liquide-liquide par I’acétate d’éthyle.

Les tests phytochimique ont monté que les fruits de notre plante sont trés riches en

sucres, polyphénols et flavonoides.

Parallélement, I’évaluation de pouvoir antioxydant par la méthode de piégeage de
radical DPPH et la réduction de fer FRAP a révélé que la fraction organique présente une

meilleure activité par rapport a I’extrait brut et a la fraction aqueuse.

Pour le test de blanchissement de  —carotene la fraction aqueuse a montré une activité
tres élevé suivi par I’extrait brut et la fraction organique avec des ICsg de 5,95 ; 6,94 et 9,84

mg/ml, respectivement.

A la lumiére de ce modeste travail nous pouvons constater une richesse en composés

phénoligues, polyphénols et flavonoides.

Le fruit de I’arbousier est doué¢ d’une activité antioxydante trés remarquable.

Mots clés : Arbutus unedo L, polyphénols, flavonoides, DPPH, FRAP, blanchissement

de B —carotene.
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Abstract :

The arbutus unedo is a chrub of the Ericaceae family which grows in region with a
mild climat. It is grown in the garden for its ornomental qualities. In addition it is used in

traditional medicine to treat many diseases such as urinary infections.

The objective of our work is to evaluate the antioxidant activity of strawberry fruit by
three techniques (DPPH test, FRAP iron reduction and B-carotene bleaching). The fruits were
extracted under reflux in water-acetone (30/70) (V / V) followed by liquid-liquid fractionation
with ethyl acetate.

Phytochemical tests have shown that the fruits of our plant are very rich in sugars,
polyphenols and flavonoids.

In parallel, the evaluation of antioxidant power by the DPPH radical scavenging
method and the FRAP iron reduction revealed that the organic fraction has a better activity

compared to the water-acetone extract and the aqueous fraction.

For the B-carotene bleaching test the aqueous fraction showed a very high activity
followed by the water-acetone extract and the organic fraction with IC 5o 0f 5.95; 6.94 and 9.84
mg/ml, respectively.

In the light of this modest work we can see a wealth of phenolic compounds,
polyphenols and flavonoids.

The arbutus fruit is endowed with a very remarkable antioxidant activity.

Key words: Arbutus undo L, polyphenols, flavonoids, DPPH, FRAP, -carotene bleaching.
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Introduction générale

Les plantes médicinales ont été utilisees comme une source de composés naturels qui
présentent une grande diversité structurale et peuvent ainsi constituer un réservoir de molécules
de vertus thérapeutiques (Oubre et al., 1997). Ces plantes représentent une origine importante
de médicaments pour des milliers d’années de I’histoire humaine et méme aujourd’hui, elles
constituent la base de pratique systématique de médecine traditionnelle pendant plusieurs

siecles dans le monde entier (Pan et al., 2009).

La formation de radicaux libres (superoxyde et hydroxyle par exemple) est une
conséquence normale du métabolisme aérobie chez I'homme. Toutefois, un désequilibre entre
la production de radicaux libres et les mécanismes de défense antioxydante conduit & un stress
oxydatif pouvant entrainer des altérations moléculaires et cellulaires. Les lipides et I'ADN sont

particulierement sensibles a I'action des radicaux libres (Goudable et Favier, 1997).

Le stress oxydant est la cause initiale essentielle de plusieurs maladies telle que le cancer
et la cataracte (Pryor, 1987). Le stress oxydant sera aussi un des facteurs potentialisant la genese
de maladies plurifactorielles telles que le diabéte, la maladie d’ Alzheimer, les rhumatismes et

les maladies cardiovasculaires (Montagnier et al., 1998).

Pour se protéger des effets nuisibles des espéces réactifs de 1’oxygene notre corps a
besoin de sources d’antioxydants qui sont trouves dans 1I’alimentation (Iserin et al., 2001). Ces
derniers renferment des métabolites secondaires d’intérét thérapeutique et aux propriétés
antioxydantes telle que : les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les alcaloides et les
coumarines (Chouikhi, 2013).

Arbutus unedo L est un arbuste indigéne mediterranéen, utilisé depuis longtemps en
médecine populaire et qui se développe surtout sur le pourtour du bassin méditerranéen (Torres
et al., 2002). Cette plante joue aussi un réle essentiel dans la médecine traditionnelle grace a

son emploi thérapeutique et sa commercialisation (Bouzid et al., 2017).

Les feuilles de cet arbuste sont antiseptiques, astringentes et diurétiques (Couplan et
Styner, 1994). L’arbousier est un antiseptique naturel pour lutter contre les infections urinaires
comme [’urétrite (Iserin et al., 2001). Il présente des propriétés diurétiques, purgatives,
astringentes et anti-inflammatoires. Les racines de I’arbousier sont hypotensives conseillés pour

diminuer I’hypertension artérielle (Debuigne et Couplan, 2009).



Introduction générale

Le présent travail a pour objectif d’évaluer I’effet antioxydant de I’extrait brut
hydroacétonique et ses fractions, aqueuse et organique, des fruits d’Arbutus unedo L ; a savoir la
réduction du DPPH, le pouvoir réducteur du fer (FRAP), et le test de blanchissement du B-

carotene. De plus les taux de polyphénols et flavonoides sont estimés.

Ce travail a été réalisé au niveau de laboratoire de recherche sur les substances naturelles
et bioactives LASNABIO.
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Synthése bibliographique Chapitrel : le stress oxydant

1. Le stress oxydant :

Le stress oxydatif encore appelé stress oxydant est un déséquilibre de la balance pro-
oxydant/antioxydant en faveur des pro-oxydants qui entraine les dommages oxydatifs des
biomolécules (Cillard, 2011) et implique la production d'especes réactives de I'oxygéne(ERO)
(Pelletier et al., 2004). Notre mode de vie (tabagisme, alcoolisme, obésité, exercice physique
intense), mais aussi nos mauvaises habitudes alimentaires, augmentent de fagon anormale la
production des ERO dans notre organisme. A long terme, ceci peut contribuer a I’apparition de
diverses pathologies liées au vieillissement comme les cancers ou les maladies cardio-

vasculaires (Haleng et al., 2007)
2. Les radicaux libres :

Un radical libre est une espéce chimique, molécule morceau de molécule ou simple
atome, capable d'avoir une existence indépendante (libre) en contenant un ou plusieurs
électrons célibataire (électron non apparie sur une orbitale). Cela lui confere une grande
réactivité donc une demi-vie tres courte. En effet, ce radical libre aura toujours tendance a
remplir son orbitale en captant un electron pour devenir plus stable : il va donc se réduire en

oxydant un autre composé (Halliwell, 1996).

La réactivité chimique des radicaux libres de I’oxygene est variable selon la molécule
considérée, mais ce sont pour la plupart de puissants oxydants. Les principaux radicaux libres
entrant dans les processus physiopathologiques humains sont les radicaux superoxydes et
hydroxyles, mais d'autres dérivés de I'oxygene jouent également un r6le important dans le stress
oxydant, en particulier le peroxyde d'hydrogene et le peroxynitrite. C'est pourquoi le terme
d'especes réactives de I'oxygene est préféré a celui de radicaux libres puisque le peroxyde
d'’hydrogéne n'est pas un radical libre (Puppo et Halliwell., 1988).

Parmi les EROs, on peut distinguer quatre espéces principales : radical superoxyde,

peroxyde d’hydrogene, I’oxygene singulier et le radical hydroxyle.
2.1. Radical superoxyde : Oz ":

Le radical superoxyde est produit a partir de I’oxygeéne moléculaire, principalement par
les cellules phagocytaires (neutrophiles, monocytes, macrophages), et il participe a

I'inactivation des virus et bactéries (Nohl, 1994). Cependant, stimulées de fagcon excessive ou

3



Synthése bibliographique Chapitrel : le stress oxydant

inappropriée, ces cellules sont sources d'une importante quantité de radicaux libres et

susceptibles d'entrainer des Iésions tissulaires severes
2.2. H202 : peroxyde d'hydrogéne ou eau oxygénée :

Il est produit en grande partie a partir du radical superoxyde en présence de superoxyde
dismutase qui catalyse la réaction. Le peroxyde d'hydrogéne (H20>) est un produit plus stable
que les radicaux superoxydes, c'est pourquoi il diffuse trés facilement a l'intérieur et a I'extérieur
de la cellule. C'est un oxydant tres puissant capable d'accepter deux électrons supplémentaires.
11 est potentiellement toxique pour la cellule (Barouki, 2006).

2.3. L’oxygéne singulier (O2) :

Est la forme diamagnétique de 1’oxygene est produit en présence de rayonnement UV
ou par les leucocytes. Bien qu’il ne soit pas un radical, il joue un role dans le vieillissement
cutané et certaines maladies liées a I’age (Choe et Min, 2005 ; Hennebelle, 2006). L’O2? est le
résultat de I’apport d’un électron supplémentaire a la structure initiale de 1I’oxygene (Rezaire,
2012). De plus, il peut étre produit dans la membrane plasmique de cellules immunitaires
comme les globules blancs et participer ainsi a la phagocytose (lors des réactions
inflammatoires) (Badouard, 2006).

2.4. Radical hydroxyle OH " :

La réduction monoélectronique du peroxyde d’hydrogene H202 donne naissance au
radical hydroxyle OH" (Rezaire, 2012), qui est I’oxydant le plus puissant de 1’organisme
(Badouard, 2006), et joue un role majeur dans la peroxydation lipidique et la destruction du
matériel génétique. La durée de vie d’OH' est trés courte (moins de 1nanoseconde) ce qui fait
qu’il réagira avec les molécules environnantes et non pas a distance. L’OH" peut-&tre génére de
plusieurs maniéres différentes : coupure homolytique de H202 sous I’influence de
rayonnements UV, réactions de 1’acide hypochloreux avec Oz, décomposition des ions
peroxynitrites (ONOO-) (Hennebelle, 2006).
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3. Conséquence de stress oxydant :

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés
notamment lors de I'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces Composés
anormaux par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-

anticorps créant une troisieme vague d'attaque chimique (Favier, 2003).

0 Arginine
Oy EEme
l’. W &
NO monoxyde
JI‘II'I.'I-I'I auperux}'de d%as t'
superoxyde dismutz l‘-L| Cu¥n |_ = arote
.hu}'rl:mxydx: disimutase |ap | = W
H;0: ONOOH
peroxyide d’hydrogéne peru:lumtnte
glutathion peroxydase - ii—— ) I - -
peroxy = t;cl.cnupmlémc P|
catalase Fe |'_|’_'_'_-_-;7.. |
thioredoxine erc'-X}IJ.i'm : rudlcnl hydroxyle
thioredoxine n.-;iu-_t 158 - | / 2 \
| ADN oxydés | Lipides oxydés | Protéines oxydées

Figure 01 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs

cofacteurs métalliques.
4. Les cibles biologiques des EOR :

Lors d’un stress oxydant, les EOR non « détoxiquées » par le systéme antioxydant
attaquent et endommagent par oxydation les macromolécules directement a leur contact,

contenues dans les cellules, notamment les lipides, les protéines et I’ADN (Christelle, 2006).
4.1. Les lipides :

L’attaque des radicaux libres au sein des doubles liaisons lipidiques membranaires

induit des processus de peroxydations en cascade aboutissant a la désorganisation compléte de
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la membrane altérant de ce fait ses fonctions d’échange, de barriére et d’information (Davies,

2000).
4.2. Les protéines :

Les ERO sont capables de réagir avec différents acides amines des chaines de protéines,
altérant également leur fonction. Les plus sensibles a leur action sont les acides aminés
aromatiques comme le tryptophane, la tyrosine, I’histidine, sur lesquels le radical OH*
s’additionne, modifiant la conformation de la protéine (Dean, 1997). Sur les acides aminés
contenant un atome de soufre tels que la cystéine et la méthionine, 1’oxydation par les radicaux
libres conduit a la formation de ponts disulfures, donc a I’agrégation de plusieurs molécules de

protéines (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les ERO sont aussi capables de couper des liaisons peptidiques et de former ainsi des
fragments protéiques. Par ailleurs, le radical OH®, mais aussi 1’anion superoxyde O2",
s’attaquent également aux protéines des tissus de soutien, comme le collagéne du tissu
conjonctif. L’oxydation de ces acides aminés conduit a une modification de la conformation

spatiale et & une altération de la fonction protéique (Shanlin et al., 1997)
4.3. L’ADN :

L’ADN (ADN), qu’il soit nucléaire ou mitochondrial, est également une cible majeure
des ERO. Les radicaux O2" et OH" provoquent des 1ésions de I’ADN. Ceux-ci peuvent en effet
interagir avec les désoxyriboses de I’ADN mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques.
Ces altérations structurales lorsqu’elles ne sont «réparées » entrainent a long terme des
altérations géniques : cassures chromosomiques, mutations, délétions, amplifications, a

I’origine d’un dysfonctionnement au niveau du métabolisme protéique (Hartmann, 2000).
5. Les maladies liées au stress antioxydant :

Le stress oxydant est impliqué dans de tres nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications de I'évolution. La plupart des maladies induites par
le stress oxydant apparaissent avec l'dge car le vieillissement diminue les défenses

antioxydantes et augmente la production mitochondriale de radicaux (Sohal et al., 2002).



Synthése bibliographique Chapitrel : le stress oxydant

Par la création de molécules biologiques chimiquement et irréversiblement anormales
et la surexpression de certains génes, le stress oxydant sera la cause initiale essentielle de
plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse
pulmonaire aigu, cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré et autres (tableau 01). Ainsi, les
relations entre stress oxydant et cancer s’averent trés étroites ; les radicaux libres intervenant
dans I’activation des pro-carcinogeénes en carcinogenes, créant les 1ésions de I’ADN, amplifiant
les signaux de prolifération et inhibant les antioncogénes comme la protéine p53 (Pryor, 1987).
Par contre, a un stade plus avancé d’évolution de la carcinogenése, les radicaux libres serviront

inversement pour les NK (Natural Killer) lymphocytes a tuer les cellules tumorales.

Le stress oxydant sera aussi un des facteurs potentialisant la genese de maladies
plurifactorielles telles que le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires. Par exemple, dans la genése de la plaque d’athérome, I’oxydation des LDL
est un des phénomenes clefs transformant les monocytes en cellules spumeuses. Le role du
stress oxydant dans la mise en route d’autres facteurs de risque est loin d’étre négligeable ou
on peut citer I’augmentation de la résistance a 1’insuline, 1’activation des cellules endothéliales
libérant des médiateurs pro-oxydants (prostacycline, cytokines, facteurs de fibrinolyse,

superoxydes, NO), I’augmentation de la prolifération des fibres lisses (Montagnier et al., 1998).

L’augmentation de 1’apport nutritionnel en antioxydants est donc essentielle pour

prévenir ces maladies (Favier, 2003).

Tableau 01 : Relations entre les maladies et le stress oxydant (Pryor, 1987).

Maladies ou le stress Maladies ou le stress Maladies entrainant
oxydant est la cause oxydant fait partie des un stress oxydant
primordiale facteurs déclencheurs secondaire
*Cancers *Diabete
] ] *Maladie d’ Alzheimer
* Auto-immunité * Insuffisance rénale
* Stérilités masculines
* Cataracte * Mucoviscidose
» Maladies virales : EBV, HVB
* Dégénérescence maculaire ‘ * Sida
. * Rhumatismes
* Photo-veillissement cutané * Choc septique
* Athérome
* Photosensibilisation * Infarctus du myocarde
* Asthme
* Irradiation ° * Ischémies
* Insuffisance respiratoire
* Hémochromatose * Parkinson
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6. Les antioxydants :

6.1. Les antioxydants enzymatiques :

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiere ligne de défense de
notre organisme contre les ERO principalement superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la

glutathion peroxydase (Garait, 2006).

6.1.1. Les glutathions péroxydases :

Les glutathions péroxydases sont présentes dans le cytoplasme ou elles jouent un role
majeur dans la régulation de I’état d’oxydoréduction intracellulaire dans les cellules vasculaires
(Wassmann et al., 2000). Ce sont des enzymes a sélénium de structure trés proche, ayant la

propriété de catalyser la réduction des hydropéroxydes (H205).
H202 + 2GSH — 2H20 + GSSG

Les difféerentes isoformes de la glutathion péroxydase varient selon leur localisation dans
I’organisme (Richard, 1997). Ces enzymes sont impliquées dans la défense de 1’organisme
contre les ERO et elles constituent la majeure voie de dégradation du H>O> dans la plupart des
cellules et des compartiments subcellulaires (Wassmann et al ., 2000 et Richard, 1997).

6.1.2. La catalase

La catalase est une enzyme intracellulaire de 1I’héme qui catalyse la réaction

dedétoxification du H20- (généralement produit par les SOD) selon la réaction suivante :
2H>0, — 02 + 2H,0

La catalase se retrouve normalement dans les peroxysomes, mais pour les cellules ne
possédant pas cette organelle (ex : les érythrocytes) I’enzyme se situe dans le cytoplasme
(Wassmann et al ., 2000). La catalase et la glutathion péroxydase ont des réles protecteurs

similaires et leur contribution relative est assez variable.

La catalase est surtout active lorsque le niveau de stress oxydatif est élevé ou que la

quantité de glutathion péroxydase est limitee et elle joue un rdle significatif dans le
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développement d’une tolérance au stress oxydatif dans la réponse adaptative des cellules

(Reynaert et al., 2007).
6.1.3. Les superoxydes dismutases (SOD) :

Les SOD éliminent les radicaux superoxydes par dismutation du radical en H0; et en
OH * et OH(Mn SOD dans la mitochondrie, CuZn SOD dans le cytosol et les érythrocytes)
(Mc Cord et Fridovich, 1988). Elles permettent d'éliminer les radicaux superoxydes mais
provoquent I'apparition de peroxyde d'hydrogene diffusible et dangereux a distance (Nelson et
al ., 1994). La synthese des SOD subit un rétrocontréle négatif par les fortes concentrations de
peroxyde d'hydrogéne. L'activité des SOD est dépendante des apports nutritionnels en cuivre et
a un moindre degreé en zinc.

SOD
20,4+ 2H" —»  H0, + 0>

6.2. Les antioxydants non enzymatiques :

Contrairement aux antioxydants enzymatiques, la plupart des antioxydants non
enzymatiques ne sont pas synthétisés par l’organisme et doivent é&tre apportés par
I’alimentation. Dans cette catégorie, nous retrouvons les oligoéléments (le cuivre, le fer, le
manganese, le sélénium et le zinc), I’'ubiquinone (CoQ10), I’acide ascorbique (vitamine C), a.

tocophérol (vitamine E) et les caroténoides et les polyphénols (Vertuani et al., 2004).
6.2.1. Vitamine C :

La vitamine C est, avant tout, un excellent piégeur des ERO (HO« ou O2¢-). Elle inhibe
également la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire
issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques. Ses fonctions sont nombreuses : contribution
au bon fonctionnement du systeme immunitaire, implication dans la synthése du collagéne et
des globules rouges ainsi que dans les mécanismes de métabolisation du fer (Haleng et al .,
2007).
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HO OH
O 70" CH—CH,OH
OH

Figure 02 : structure chimique de I’acide ascorbique (Diallo, 2005)
6.2.2. Vitamine E :

Ce terme désigne un ensemble d’isomeéres, les tocophérols (constitués d’un noyau
chromanol et d’une chaine latérale saturée a 16 atomes de carbone) et les tocotriénols (qui
different des tocols par la présence de 3 doubles liaisons sur cette chaine latérale). D’un point
de vue biologique, deux isomeres sont particulierement intéressants, 1’a- et le y-tocophérol.
Leur caractére hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes riches en acides
gras polyinsaturés, ou ils jouent un réle protecteur en réagissant avec les radicaux peroxyles
(ROOQ¢) pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la peroxydation
lipidique. Si I’a-tocophérol est le plus abondant, il semble que le y-tocophérol soit le plus
efficace a ce niveau. Les apports journaliers d’a-tocophérol sont de 1’ordre de 10 mg (Haleng
etal ., 2007).

CHj
HO

HsC

2)3—

Figure 03 : structure chimique de la vitamine E (Diallo, 2005)
6.2.3. Les polyphénols :

Ils constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux.
L’alimentation fournit environ 1g de polyphénols par jour principalement par I’apport en fruits

et, dans une moindre mesure, en légumes et en céréales. Ils sont présents sous forme
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d’anthocyanine dans les fruits rouges et le vin rouge, sous forme de flavonoides dans les
agrumes, 1’huile de lin et sous forme d’épicatéchine dans le vin, le thé, le chocolat, les pommes,
les oignons et les algues brunes (Achat, 2013). Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des

ERO et de tres bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre (Pietta, 2000)

H,0, + Fe** (Cut) —>'0 H + "OH + Fe** (Cu®")

6.2.4. Les caroténoides :

Plus de 600 caroténoides différents ont été isolés a partir de sources naturelles, les
caroténoides dérivent d'une structure linéaire (CsoHses) avec de nombreuses doubles liaisons
(Haleng et al 2007). Ce sont des piégeurs de I'oxygene singulet (10), et peuvent également
neutraliser les radicaux libres. Le lycopéne piege les radicaux libres avec de (102) dans les
tissus rétiniens, prévenant la dégénérescence, qui est la premiére cause de cécité chez la

personne agée (Landrum et al., 1997 et Blumberg, 2007).
6.3. Les oligo-éléments :
6.3.1. Le zinc :

Le zinc joue un role de cofacteur pour de nombreux enzymes et intervient ainsi dans de
nombreuses fonctions comme le métabolisme des nucléotides, la synthese des prostaglandines,
le fonctionnement de I’anhydrase carbonique. Comme le cuivre, le zinc est un des cofacteurs
essentiels de la SOD. Il protege également les groupements thiols des protéines et il peut inhiber
les réactions de formation d’ERO induites par des métaux de transition comme le fer ou le
cuivre. Le rapport Cu / Zn, (normalement inférieur a 1,5) sera un excellent indicateur de 1’état
de stress oxydant d’un individu. Les aliments les plus riches en zinc sont les viandes et les
poissons, les céréales complétes et les légumes secs ; les apports journaliers recommandés sont
de I’ordre de 20 mg (Haleng et al ., 2007).

5.3.2. Le cuivre :

Le cuivre est largement distribué dans la nature et c’est un €lément essentiel a la vie. Le
corps humain adulte en contient 80 mg. Il intervient, a I’état physiologique, dans les défenses
antioxydantes par I’intermédiaire des enzymes telles : la superoxyde dismutase a cuivre/zinc
(Cu/Zn-SOD) cytoplasmique (Bielski 1995 et Halliwell et Gutteridge 1984), Il posséde deux

11



Synthése bibliographique Chapitrel : le stress oxydant

degrés d’oxydation +I et +II. La forme Cu?", est la plus stable et le pouvoir prooxydant du

couple Cu* /Cu?* est utilisé dans divers réactions d’oxydo-réduction (Nzengue, 2008).
6.3.3. Le sélénium :

Le sélénium n’est pas un anti-oxydant en tant que tel, car il ne peut piéger les radicaux
libres, mais il joue un réle primordial comme cofacteur de la glutathion peroxydase GPx. Dans
I’alimentation, on retrouvera essentiellement du sélénium organique, li¢ a un acide aming, la
cystéine. Le sélénium organique est mieux absorbé. La dose journaliere recommandeée est de
50-70 ug/jour. Les aliments riches en sélénium sont, notamment, les noix de Brésil, les brocolis,

I’ail... (Arteel et Sies, 2001).
6.4. Les antioxydants synthétiques :

Les antioxydants synthétiqgues sont généralement préparés en laboratoire, et
principalement a partir de composants chimiques. Dans I'industrie alimentaire, I'ajout
d'antioxydants naturels dans les aliments est une technique complétement nouvelle. Depuis a
peu pres 1980, les antioxydants naturels sont apparus comme alternative aux antioxydants, ils
sont aujourd’hui généralement préférés par les consommateurs. Toutefois, le fait de trouver
communément une substance dans un aliment ne constitue pas une garantie de son absence
totale de toxicite (Pelli et Lyly, 2003).
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1. Métabolites secondaires :

Métabolites secondaires des plantes sont un groupe diversifié des produits naturels qui

ne possedent pas généralement une fonction principale dans la croissance des cellules végetales.

Ils sont synthétisés par les plantes en réponse a des stimuli externes et souvent jouer une
fonction régulatrice dans une cascade de réactions métaboliques et physiologiques du stress ou

d'attaques de ravageurs (Benbrook, 2005).

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques variés (alcalordes et

Composés azotés, terpénes, composés phénoliques...) (Macheix et al., 2005)
1.1. Les alcaloides :

Les alcaloides sont des molécules organiques hétérocycliques azotées basiques pouvant
avoir une activité pharmacologique. Ce sont des derivés des acides aminés. Les alcaloides sont
employés en médecine pour leur propriétés analgésiques comme (la morphine, la codéine) dans
des cadres de protocoles de sédation (anesthésie souvent accompagnés d'hypnotiques ou comme

agent antipaludéen (quinine, chloroquine) ou agent anticancéreux (Lomani, 2005).

Figure 04 : Structure chimique de la quinine (Manasse, 2015)
1.2. Terpéne et stérols :

Les terpénes constituent le plus grand ensemble des métabolites secondaires des
végétaux, notamment les plantes supérieures. Ils sont également rencontrés dans les autres types

d’organismes vivants (algues, mousses, champignons,..).
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Tout terpéne est construit par un assemblage d’un nombre variable d’unités isopréniques
CsHs (2-méthylbuta-1,3-diene). Les différentes classes de molécules terpéniques sont nommeées

selon le nombre de motifs isoprenes constituant leur squelette :

e Les monoterpenes qui comptent deux unites isoprénes (10 atomes de C).
e Lessesquiterpénes avec 3 unités isoprénes (15 atomes de C).

e Lesditerpénes : 4 C5 (20 atomes de C).

e Lessesterpenes : 5 C5 (25 atomes de C).

e Les triterpénes : 30 atomes de C.

e Les tetraterpénes : 40 atomes de C (Dehak, 2013)
1.3. Les composees phénoliques :

Les polyphénols sont des groupes de molécules de structures variées (Richter, 1993).
L'élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d'au moins un noyau
benzénique auquel est directement lié un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre

fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneton, 1999).
1.3.1. Les flavonoides :

Sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des feuilles. Ils peuvent agir
comme chélateurs de métaux (quercétine, catéchine) ou comme capteurs de radicaux libres
(quercétine, rutine, kaempférol). Les flavonoides peuvent étre pro oxydants sur les protéines,
sur la peroxydation des lipides et sur ’ADN. Les flavonoides présentent de nombreuses
activités telles que les activités anti-inflammatoires, antihépatotoxiques, antibactériennes et
antivirales (Diallo, 2005)

Figure 05 : Squelette de base des flavonoides (Crozier, 2003)
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1.3.2. Les tanins :

Sont des substances polyphénoliques possédant surtout des propriétés

antimicrobiennes, antivirales et hypoglycémiantes (Paris, 1981).

Ils agissent comme des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques lors de la
peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont formés, ce qui a pour conséquence de

stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation (Cavin, 2000).
Ils sont classiquement répartis en deux groupes :

e Les tanins condensés au catéchiques. Ils sont tres résistants a I'hydrolyse.

e Les tanins hydrolysables qui sont des esters du glucose (ou des composés apparentés)
et d'acides phénoliques qui peuvent étre : lI'acide gallique. On parle ainsi des tanins
galliques. (Makambo, 2007).

HO OH
OH

Figure 06 : structure chimique de I’acide gallique (Diallo, 2005)

1.3.3. Les coumarines :

Les coumarines eux méme sont capables de prévenir la peroxydation des lipides
membranaires et capter les radicaux hydroxyles, superoxydes, peroxydes. Cela est d0 a leurs

propriétés structurales qui sont similaires a celles signalées pour les flavonoides (Diallo, 2005).

O O
NS

Figure 07 : structure chimique des coumarines (Diallo, 2005)
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2. Quelques plantes a activité antioxydante :
2.1. Rumex vesicarius :

C’est une plante herbacée annuelle
ou vivace, buissonnante, rhizomateuse,
atteignant 50 cm de haut fortement
ramifiée a partir de la base.

En Afrique, on trouve Rumex
vesicarius dans les régions seches de la
Mauritanie et du Mali jusqu'au Soudan,
I'Ethiopie et la Somalie. En dehors de
I’ Afrique il est présent de la méditerranée
jusqu'en Inde. (Chauvet et Siemonsma,
2004).

Figure 08 : Rumex vesicarius (anonymel)

Selon les résultats obtenus par une étude de 1'université Kasdi Marbah Ouargla, Rumex
vesicarius est riche en phénols totaux surtout la fraction acétate d’éthyle (452 mg GAE/100 g)
et riche aussi en flavonoides (25,2mg QE/g) dans la méme fraction. Les extraits montrent une
bonne activité antioxydante soit une capacité de piégeage de radicaux libres ou une réduction
de fer intéressante par rapport aux BHA et BHT. L'activité antioxydante de la plante (les deux
fractions) est 55 fois supérieure a celle du BHA et du BHT (Bouras et Houchi, 2013).

2.2. Le chardon Marie (Sylibum marianum L) :

Le chardon Marie est originaire des régions
méditerranéennes. C’est une plante annuelle ou
bisannuelle qui atteint 1,5 métre de haut. On remarque
ses feuilles brillantes et vertes. Les tiges ramifiées a
leur extrémité portent des touffes bien fournies de

fleurs tubulaires. Les fruits sont oviformes, de couleur

beige ou brune. La floraison a lieu de juin & septembre.

Figure 09 : Le chardon Marie (anonyme2)
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L'activité antioxydante de quatre extraits obtenus a partir de graines de chardon marie
par la technique de reduction du DPPH a révélé un grand pouvoir antioxydant, en particulier
pour I’extrait acétate d’éthyle avec une ICsg de 0,20 mg/ml. Les extraits de chloroforme et de
butanol possédent une capacité antioxydante modérée ICso de 0,97 mg/ml et 1Cso de 1,04 mg/mi
respectivement. Cependant le résidu d'extrait aqueux est le moins actif ICsq de 5,64 mg/ml. La
chromatographie sur couche mince a confirmé la présence de flavonoides ou l'analyse
quantitative a montré que I'extrait d'acétate d'éthyle est le plus riche en flavonoides avec des
teneurs d'environ 39,64 pg équivalent de catéchine par gramme de matiére séche (Bessam et
al., 2017).

2.3. Le cumin (Cuminum cyminum L) :
Le cumin (Cuminum cyminum L) est une petite plante herbacée de la famille des
ombelliféres (Apiacees) (Bézanger-Beauquesne et al., 1986), d’une hauteur de 30 cm (Vican,
2001), a feuilles parfumees, finement I3
divisées. Ses petites fleurs blanches ou roses L
en ombelles fleurissent en été (Bremness,
2002). Le cumin est utilisé généralement
comme additif (Saiedirad et al., 2008), mais
également il a
une variété de propriétés médicinales
connues depuis Dantiquité telle que

diurétiques, antioxydante, astringentes et

hypoglycémiantes (Dhandapani et al.,
2002). Figure 10 : le cumin (anonyme3)

L’activité antioxydante de Cuminum cyminum L est évaluée par deux méthodes, le
blanchissement du B-caroténe et la réduction du DPPH. Dans le premier test, ’extrait n-
butanole du cumin a montré I’activité antioxydante la plus élevée (36,56%). De méme dans le
test au DPPH avec une activité anti-radicalaire (94,55%) plus élevée que celle du BHT
(92,91%) (Athamena et al., 2010).
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2.4.Arz el atlas (Cedrus atlantica) :

Le cedre de l'atlas, Arz el atlas en arabe est une espéce endémique en Afrique du nord
(Tarrier et Delacre, 2006). Le cedre de I'atlas est une essence caractéristique de I'Afrique du

Nord et plus précisement du Maroc et d'Algérie (Boudy, 1950).

L'huile  essentielle de Cedrus
atlantica possede des propriétés anti-
inflammatoires (Sugita et al., 2004) et
antimicrobiennes (Hammer et al., 1999).

I’huil est également utile dans le
traitement de la perte de cheveux dans une
combinaison dhuiles d'aromathérapie
(Ormerod et al., 2000). Aussi la cellulose
et ses dérivées extraites de I'écorce sont

utilisées dans le traitement des bronchites,

de la toux et des indigestions...ect

(Rached, 2009). Figure 11 : Cedrus atlantica (anonyme4)

L’étude phytochimique des tiges de ceédre de ’atlas montre que la fraction acétate
d’éthyles est trés riche en polyphénols et flavonoides avec des teneurs de 636,25+49,88
mgEAGI/gE et 20,75+0,58 mgEAG/QE, respectivement.

Une relation linéaire a été établie entre 1’activité antioxydante des échantillons testés et
le contenu en polyphénols. Les échantillons les plus riches en polyphénols totaux sont les plus
actives (Chemali et Belkacem, 2017).
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3. L’arbousier :

L’arbousier ou Arbutus unedo L est un arbuste sauvage qui se développe dans les régions
méditerranéennes et connu en Algérie sous le nom vulgaire de « Lendj» (Isérin, 2001). Il est
tres répondu en raison de sa capacité a se régénérer les foréts incendiées (Espirito Santo et al.,
2012).

Figure 12 : fruit de I’arbousier (Reille, 2015)
3.1. Morphologie d’Arbutus unedo L :
a. Racines :

L’arbousier comme tous les Ericaceae, a des racines pivotantes dont la racine principale
peut atteindre plusieurs dizaine de métres. Cette racine se développe et se ramifie en racines

latérales d’ordres inférieurs (Bontineau, 2010).
b. Tronc:

Le tronc est rugueux, de couleur brun-rouge et desquamant

de fissures gris-brunatre. Le bois est trés dur (Kremer, 2011).

L’écorce fine, gris a la base, devient rougeatre a la partie
supérieure, se détachant facilement en laniére (Couplan et Styner,
1994).

Figure 13 : tronc d’arbousier (anonyme)
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c. Feuilles :

Les feuilles de I’arbousier mesurent entre 5 et 10 cm de long, sont de forme elliptique

allongées a bordures dentées en scie, aigus aux deux extrémités (Godet, 2004).

Les feuilles sont de couleur vert foncé luisant au-dessus et vert pale en dessous (Clintock
et Fitter, 1986).

Figure 14 : feuille d’Arbutus unedo (anonyme).
d. Fleurs:

La floraison de I’arbousier s’étale en Algérie d’Octobre a Janvier (Beniston et Beniston,
1984).

Les fleurs blanc-verdatre d’environ 1 cm de long, composées de 5 pétales soudés et 5
sépales libres de couleur verte et de 10 étamines a filet blanc-velu donc la formule florale de
I’arbousier est : 55+ (5P) +10E+ (5C). A maturité les anthéres libérent le pollen par un pore

terminal (Polunin et Huxley, 1987).

Figure 15 : inflorescence de I’arbousier (anonyme)
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e. Fruit :

C’est un fruit comestible qui mar
en hiver, trés riche en vitamine C et de
go(t trées prononcé a saveur fade
(Hampikian, 2010), et de couleur rouge
orange a maturité de forme sphérique de
2 cm de diamétre, a peau rugueuse
couverte de petit pointes coniques
(Clinkton et Filtter, 1986).

Figure 16 : fruit d’Arbutus unedo (anonyme).

3.2. Les principaux constituants de ’arbousier :
a. Les feuilles :

37 constituants ont été déterminés dans 1’huile essentielle des feuilles dont les
principaux sont (E)-2-decenal (12,0%), 1’alpha-terpinéol (8,8%), 1’acide hexadécanonique
(5,1%) et le (E)-2-undecenal (4,8%). Les feuilles d’Arbutus unedo sont tres riches en tanins
(36-37%) (Avramov, 2003).

b. Les fruits :

Selon Avramov (2003), le pigment responsable de la coloration rouge est la 3-
glucosylcyanidine. Les fruits contiennent principalement de la vitamine C, la riboflavine, la
thiamine, des sucres de la pectine du caroténe et du nicotinamide.

3.3. Usages et traditions :

En raison de sa forte teneur en sucre le fruit a été traditionnellement utilisé pour obtenir
des boissons alcoolisées. L’activité la plus importante associée a cette espece est la production

de vin (Correira et Oliveira, 2002).
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Il est rarement utilisé comme fruit frais mais en raison de sa richesse en pectine (Tardio
et al., 2002), I’arbouse est aussi utilisé dans la production de gelées, confiture, des yaourt et

autres dessert traditionnels (Pawlowska et al.,2006 et Pallauf et al., 2008).

Les feuilles de I’arbousier sont antiseptiques, astringentes et diurétiques (Couplan et
Styner., 1994).

3.4. Propriétés médicinales de I’arbousier :
a. Utilisation externe :

Grace a la présence de polyphénols, tanins et catéchine, I’extrait d’arbousier favorise
une relaxation aortique (Debuigne et Couplan, 2009). Il soulage les maux de gorge est utilisé
en gargarisme (Iserin et al., 2001)

b. Utilisation interne :

C’est un antiseptique naturel pour lutter contre les infections urinaires comme 1’urétrite
(Iserin et al., 2001). Il présente des propriétés diurétiques, purgatives, astringentes et anti-
inflammatoires. Les racines de 1’arbousier sont hypotensives conseillés pour diminuer

I’hypertension artérielle (Debuigne et Couplan, 2009).

Il aussi conseillé pour traiter les diarrhées et les spasmes digestifs (Debuigne et
Couplan., 2009). Il est également utilisé pour traiter les pathologies cardio-vasculaires, le
diabéte et les pathologies inflammatoires (ElI Hoaouari et al., 2007)..

3.5. Répartition géographique :

Arbutus unedo L. souvent appelé arbre aux fraise, se trouve dans 1’ouest, le centre et le
sud de I’Europe, au Nord-Est de 1’Afrique, les iles Canaries et en Asie occidentale. La
distribution de I’arbousier s’apergoit, principalement dans les zones coticres et intérieures avec

climats doux et sécheresse estivale (Torres et al., 2002).

L’arbousier en Algérie, est bien representé dans le tell Algérien (Aksil, 2015), surtout
dans les foréts de chéne liege (des régions de Skikda, Jijel et EI Taref). Arbutus unedo L. prefére
les substrat siliceux, décarbonatés (Torres et al., 2002 et Godinho-Ferreira et al., 2005) et les

sols alcalins relativement acides (Celikel et al., 2008).
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3.6. Valeur nutritives de fruit de I’arbousier :

La composition chimique des baies d’arbouse varie en fonction de nombreux facteurs ;
variété, condition climatique, année de prélévement... Le fruit est particulierement riche en
vitamine C, la matiére organique est constituées par des protéines (en faible quantité), des
lipides (en quantité réduite aussi), des sucres, des polymeres phénoliques et de fibres en
particuliers (Aksil, 2015)

3.7. Toxicité :

A forte dose, la toxicité est modérée. L’arbousier est narcotique et stupéfiant. Toutes les parties
sont dangereuses surtout les feuilles. Ces plantes contiennent une toxine, I'andromédotoxine
(diterpéne tetracyclique), responsable de vomissements et de baisse de tension et pouvant

entrainer la mort si elle est absorbée en doses importantes.

La consommation en grande quantité des baies provoque des coliques et des effets proches de

I'ébriété (les fruits trop murs contiennent une quantité non négligeable d'alcool) (Samia, 2010).
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1. Le matériel végétal :

Dans notre travaille nous nous intéressons a 1’étude de 1’activité antioxydante des fruits
de P’arbousier, récoltés en décembre 2017, de la commune de Ain Fezza (Tizi) wilaya de

Tlemcen, les fruits sont séchés a I’ombre et a température ambiante.
2. Objectif :

L’objectif de notre étude est 1’évaluation de I’activité antioxydants de 1’extrait hydro
acétonique des fruits de 1’arbousier in vitro, en utilisant les tests suivants : la réduction de fer

FRAP, le piégeage des radicaux libre DPPH et le test de blanchissement de S—carotene.

3. L’extraction :

Dans un premier temps, un extrait brut a été préparé. Ce dernier subit une extraction

liquide-liquide par I’acétate d’éthyle.
3.1. Préparation de I’extrait eau-acétone :

e 60g de matiere végétale seche sont mélangés au 600 ml de solvant eau-acétone 30 :70
(V/v)

Figure 17 : matériel végétal séché

e Le mélange est porte a I’ébullition sous reflux pendant 30 min (extraction par décoction)
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[ Réfrigérant ]

(e )

[ Chauffe ballon

Figure 18 : Montage d’extraction sous-reflux

e [’extrait est refroidi ensuite filtré sur papier filtre

Figure 19 : filtration

e Apres filtration une partie du filtrat est séchée a 1’étuve a 50°C pendant 24h pour donner
I’extrait brut, et I’autre subit une extraction liquide- liquide (V/V) par I’acétate d’éthyle
pour donner deux fractions organique et aqueuse. Fraction organique évaporé a sec I’aide

de rota-vapaur a 50°C et la fraction aqueuse séché a I’étuve dans les mémes conditions.

Figure 20 : Fraction organique Figure 21 : Fraction aqueuse
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Figure 22 : protocole expérimentale
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4. Tests phytochimiques :
a. Flavonoides :

Mélanger 5 ml de chaque extrait (brut, fractions aqueuse et organique) avec des gouttes de HCI
concentré. Puis, ajouter une quantité de tournures de magnésium et laisser le mélange agir. La

présence des flavonoides est confirmée par 1’apparition d’une couleur rouge orange (Karumi et

al., 2004)
b. Tanins:

Ajouter 2 a 3 gouttes de solution de FeCls (2%) a 2ml de chaque solution testée et laisser reposer
quelques minutes. La présence de tanins donne une coloration bleue-noire et un précipité
(Karumi et al., 2004).

c. Acides aminés :

A 1ml d’extrait a tester ajouter 1ml de la solution de ninhydrine préparée dans 1’acétone ou
I’éthanol dont la concentration est de 1% ; chauffer dans le bain marie et observer le changement

de couleur. La présence des acides aminés donne une couleur violette (Harbone, 1998).
5. Tests de caractérisation :
5.1. Dosage des sucres :

a. Principe :

Le dosage des sucres est effectué par la méthode de Dubois et al (1956) dont le principe
repose sur la réaction entre phénol 5% et acide sulfurique concentré. A ce moment-la, se
forment des chromophores de couleur jaune-orange dont l'intensité est proportionnelle a la

concentration des glucides, la densité optique est déterminée entre 450 a 550 nm.
b. Dosage :

Le mode d’extraction consiste a solubiliser les extraits obtenus dans de I’eau. Mélanger
Iml de la solution obtenue avec 1ml de phénol a 5% et Sml d’acide sulfurique. Laisser agir

pendant 30mn et lire I’absorbance a 490nm devant un blanc contenant 1ml d’eau distillée et
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Iml de phénol avec 5ml d’acide sulfurique. Une droite d’étalonnage de glucose est tracée afin

d’estimer les concentrations des sucres dans les extraits analysés.
5.2. Dosage des flavonoides :
a. Principe :

La quantification du contenu flavonoides des fruits de 1’arbousier est estimée par la
méthode du trichlorure d’aluminium (AICI3) (Swain. et Hillis. ,1959). Le principe de la méthode
est basé sur I’oxydation des flavonoides par ce réactif (AlCls), elle entraine la formation d’un
complexe brunatre qui absorbe a 510 nm. La comparaison de 1’absorbance observée a celle
obtenue par un ¢étalon de catéchine de concentration connue permet d’évaluer la teneur totale

en flavonoides.
b. Dosage :
Le dosage des flavonoides s’effectue par la méthode suivante :

500 ul d’extrait préparé a Img/ml sont mélangés avec 2ml d’eau distillée et 150 pul de
nitrate de sodium (NaNO) a 15%, nous laissons reposer le mélange 6 min a température
ambiante. Ce mélange est ensuite additionné a 150 pl de trichlorure d’aluminium 10%(AlCls,
6H20); aprés un repos de 6 min a température ambiante ; 2 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH)
a4 % et 200 pl d’eau distillée sont ajoutés pour ajuster le volume final a 5 ml. Le mélange est
soumis a une agitation et incubation pendant 15 min, la densité optique est lue au

spectrophotométre UV a une longueur d’onde (A) de 510 nm.

Une courbe d’étalonnage réalisée par un standard étalon (la catéchine) a différentes
concentrations (0,1 ; 0,08 ; 0,06 ; 0,04 ; 0,02 mg/ml) est pratiquée dans les mémes conditions

opératoires que celles des échantillons servira a la quantification des flavonoides.
5.3. Dosage des polyphénols :
Principe :

Le principe de dosage des polyphénols repose sur les capacités reductrices des
complexes ioniques polymériques formés a partir des acides

phosphomolybdiques (HsPMO12040) et phosphotungstique(HsPW12040) (réactif de Folin-
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Ciocalteu) par les composés phénoliques (Swain et Hillis ,1959) L’oxydation des phénols reduit
ce réactif en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MOgO23) et qui
est stabilisé par 1’addition de carbonate de sodium (NaCQO3).

Dosage :

0.1 ml a Img/ml de I’extrait a analyser est ajouté a 2 ml de carbonate de sodium 2%,
ensuite on incube le mélange pendant 5 min. aprés incubation 100 ul de réactif de Folin-
Ciocalteu a 0,2N est ajouté au mélange. Ce dernier est incubé a température ambiante et a
I’obscurité pendant 30 min. L’absorbance est lue au spectrophotométre UV a une longueur

d’onde (A) de 765 nm.

Nous réalisons une gamme étalon avec un polyphénol témoin de I’acide gallique a différentes
concentrations (0,1 ; 0,08 ; 0,06 ; 0,04 ; 0.02 mg/ml) comme control positif et dans les mémes

conditions opératoire.

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique par

milligramme (ng EAG/mgE) de I’extrait en utilisant la formule suivante :
%CP == x 100

C : Concentration déterminé de la droite (mg/ml).
V : Volume de I’eau distillée (ml).
P : Pris d’essai (mg).
6. Le pouvoir antioxydant des extraits des fruits de ’arbousier :
6.1. Test du radical libre DPPH :
a. Principe :

Le DPPH (Diphenylpicrilhydrazyl) est, pratiqguement, le radical libre le plus stable. En
solution dans le méthanol, le DPPH est caractérisé par une couleur violette dont I'intensité est
mesurée a 515 nm. En présence d'un donneur d'hydrogéne, le DPPH est réduit a la forme non

radicalaire de couleur jaune pale. Ce passage, de la premiére forme a la deuxiéme, est
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accompagne d'une diminution de lI'absorbance qui peut exprimer le pourcentage de réduction
de DPPH (Sanchez-Moreno et al., 1998).

Cette méthode est basée sur la mesure de pouvoir des antioxydants a piéger le radical

DPPH. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon I’équation suivante :
% DPPH réduit = [(A1 - A2)/Al] x 100
Al : absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).
A2 : absorbance en présence d’extrait.
b. Mode opératoire :

1 ml de solution méthanolique des extraits (E. brut, F. Organique et F. aqueuse) a
différentes concentrations (0,5 ; 0,25 ; 0,125 ; 0,0625 ; 0,03125 mg/ml) sont ajoutés a 1 ml de
solution méthanolique de DPPH a (0.12g/l), parallélement un control négatif est préparé en
mélangeant 1 ml de méthanol avec 1 ml de solution méthanolique de DPPH, le blanc est le

méthanol

La lecture de I’absorbance se fait a 517nm apres incubation de 30 min a I’obscurité et a

température ambiante.

Le contrble positif est représenté par une solution d’acide ascorbique a différents
concentration (0,001 ; 0,0005 ; 0,00025 ; 0,0000125 ; 0.0000625 mg/ml) dont 1’effet

antioxydant est testé sur le DPPH dans les mémes conditions.

Pour chaque concentration le test est répété 3 fois et les résultats sont exprimeés en

calculant pourcentage d’inhibition.
c.Calcul des pourcentages d’inhibition :
Les pourcentages d’inhibition de DPPH sont calculés en utilisant la formule suivante :

1%=((Ac-At)/Ac) X 100
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Ac : absorbance de contr6le négatif
At : absorbance du test effectué
d.Calcul des concentrations efficaces 1Cso :

La ICso ou concentration qui réduit 50% (aussi appelée ECso pour efficient concentration
50), est la concentration de 1’acide ascorbique ou 1’extrait qui peut réduire 50% du DPPH. Ce
paramétre est déterminé graphiquement en suivant la variation des pourcentages d’inhibition

en fonction de différentes concentration des extraits testés (Samarth et al., 2008).
6.2. Réduction de fer FRAP :
a. Principe :

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associ¢ a son pouvoir antiradicalaire. 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)

b. Solutions a préparer :

e Solution tampon de phosphate 0.2M ; pH= 6,6
e Solution de ferricyanure de potassium KzFe(CN)sa 1%
e Solution de de I’acide trichloracétique TCA a 10%

e Solution aqueuse de chlorure ferrique FeClz a 0.1%
c.Préparation de solution tampon de phosphate (0.2M, pH=6.6) :

On prépare la solution tampon a partir d’une solution (A) monobasique (NaH2POa)
(M=119,98 g/mole) et la solution (B) dibasique (Na;HPO4) (M=141,96 g/mole). Ensuite, on

mélange les deux solutions (A) et (B) pour avoir une concentration de 0,2 M et un pH=6,6.
n==dm(A)=n x M = 119,98 x 0,2=23,996 g
n==>m(B)=n X M = 141,96 x 0,2=28,392 ¢

23,996 g du composé (A) ajustés avec 1’eau distillée jusqu’a 1L.
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24,392 g du composé (B) ajustés avec ’eau distillée jusqu’a 1L
d.Mode opératoire :

1 ml des extraits a différentes concentrations (0,5 ; 0,25 ; 0,125 ; 0,0625 mg/ml)
solubilisées dans 1’eau distillée est mélangée avec 2.5 ml de solution tampon phosphate (0.2M ;
pH=6.6) et 2,5 ml de ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1%. Le mélange est incubé au
bain marie a 50°C pendant 20 min. Apres on additionne 2.5 ml de I’acide trichloracétique
(10%).

On préléve 2.5 ml de solution obtenue et on ajoute 2.5 ml d’eau distillé et 0.5 ml de
FeClz (0.1%).

La lecture de 1’absorbance se fait a 700 nm contre un blanc déja préparé en remplagant

I’extrait par 1’eau distillé. L’acide gallique est utilisé comme contrdle positif.

6.3. Test de blanchissement de p -carotene :
a. Principe :

Dans le test de blanchissement du - caroténe, I’0xydation de I’acide linol€ique génére
des radicaux libres due a 1’abstraction d’un atome d’hydrogene a partir des groupes methyléne
de I’acide linoléique (Kumaran et Karunakaran, 2006). Puis le radical libre va oxyder le B-
caroténe hautement insaturé et entrainant la disparition de sa couleur rouge (blanchissement ou
décoloration de B-caroténe). La présence des antioxydants dans 1’extrait permet de minimiser

I’oxydation du B-carotene par les hydro-peroxydes qui sont neutralisés (Mariod et al, 2009).
b. Mode opératoire :

a) Préparation des dilutions des extraits éthanolique a différentes concentration : (0,09375 ;
0,1875;0,375; 0,75 ; 1,25 ; 2.5 mg/ml).

b) Préparation de blanc : 200mg de Tween 40 et 20 mg de I’acide linoléique sont dissous
dans 50 ml d’eau distillé saturé en oxygeéne.

c) Préparation de 1’émulsion : 2 mg de B- caroténe sont solubilisés dans 10 ml de

chloroforme, 1 ml de solution obtenue est introduit dans un bécher contenant 200 mg de Tween
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40 et 20 mg de I’acide linoléique. Apres évaporation de chloroforme au bain marie a 40°C un

volume de 50 ml d’eau distillé saturée en oxygene est ajouté au mélange.

2 ml de I’émulsion est mélangé avec 100 pl de la solution des extraits, la lecture se fait a
470 nm contre le blanc préparé aprés 120 min d’incubation au bain marie, le control négatif est
représenté par une solution contenant 2 ml de I’émulsion et 100 pl de I’éthanol la lecture de

I’absorbance se fait a Toet a T1zo.

d) Préparation de mélange : émulsion/ extrait.

e) Préparation de control négatif : (émulsion/ éthanol).
f) La lecture de DO de control a To (470nm).

g) Incubation au bain marie a 50°C pendant 120 min

h) La lecture de I’absorbance de tous les tubes a T120.

Le control positif est représenté par un antioxydant de synthése BHT a différentes
concentrations : (0,09675 ; 0,1875 ; 0,375 ; 1,25 ; 2.5 mg/ml)

Tous les essais sont répétés 3 fois.
d.Expression des résultats :

L’activité antioxydants des extraits est estimée en termes de blanchissement ou
décoloration de B- caroténe et les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d’inhibition

en appliquant la formule suivante :
1%=[(AT — C1)/ (Co—Cr7)] x100
1% : Pourcentage d’inhibition.
AT : Absorbance des échantillons apres incubation de 120 min.
Cr : Absorbance de control négatif aprés incubation de 120 min.

Co : Absorbance de control néegatif a To.
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1. Extraction :

La figure ci-dessous montre les aspects des extraits obtenus. L’extrait eau-acétone est de
couleur brune et d’un aspect pateux alors que la fraction aqueuse est rougeatre légerement

pateuse. La fraction organique est de couleur marron claire ayant 1’aspect d’une poudre.

Extrait eau-acétone Fraction aqueuse Fraction organique

2. Les tests phytochimiques :

Les tests phytochimiques ont été realisés sur les différents extraits préparés a partir des
fruits de I’arbousier. Ces tests ont permis de mettre en évidence la présence de trois familles de

composes chimiques.

Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés mentionnés dans le
tableau 02, montrent la présence des flavonoides et des tanins dans les trois extraits (brut,
fractions aqueuse et organique), la présence des acides aminés dans 1’extrait brut et la fraction

organique contrairement a la fraction aqueuse ou ils sont absents.

Tableau 02 : Résultats des réactions de caractérisation des différents groupes chimiques

recherchés dans les fruits de I’arbousier :

Tests réalisés Extrait brut Fraction organique  Fraction aqueuse
Flavonoides + + +
Tanins + + +
Acides aminés + + -
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3. Dosage des sucres :

Le dosage des sucres a été réalisé par la méthode de Dubois pour déterminer la teneur
des sucres au niveau des fruits de 1’arbousier. Le glucose est considéré comme molécule de

référence pour réaliser une courbe d’étalonnage.

1,2

y =10,139x - 0,0104
1 R2=0,993 1,024

Absorbance (490 nm)

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
0,2
Concentrations de glucose (mg/ml)

Figure 23 : Courbe d’étalonnage de glucose pour le dosage des sucres.

D’aprés le tableau 03 qui représente les résultats de dosage des sucres des fruits de
I’arbousier, nous remarquons que les teneurs en sucre sont variables entre les différents extraits ;
I’extrait brut contient plus de sucres par rapport aux autres extraits suivi par la fraction

organique puis la fraction aqueuse.

Tableau 03 : pourcentage des sucres des extraits des fruits de I’arbousier.

extraits Extrait eau-acétone Fraction organique Fraction aqueuse

%o de sucre 73,2 26 21,4
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4. Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été réalisé pour déterminer la teneur des flavonoides au
niveau des trois extraits de la plante. La catéchine considérée comme molécule de référence a
permis de réaliser une courbe d’étalonnage, d’ou on a calculé la teneur en flavonoides qui est

exprimé en mg équivalent de catéchine (EC) par gramme de matiere vegétale séche.

y = 3,4188x + 0,0018
0,35 R2=0,9984 ®

Absorbance (510 nm)
o
.

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Concentrations catéchine (mg/ml)

Figure 24 : Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides.

Le tableau 04 résume les différents pourcentages obtenus en flavonoides. On observe
des teneurs faibles dans I’extrait eau-acétone et la fraction organique. La fraction aqueuse

contient une forte concentration en flavonoides.

Tableau 04 : pourcentage des flavonoides des extraits de 1’arbousier.

extraits Extrait eau-acétone Fraction organique Fraction aqueuse

% de flavonoides 2,3 2,1 5,6
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5. Dosages des polyphénols :

Le dosage des polyphénols a été effectué par une méthode colorimétrique au réactif de

Folin-Ciocalteu.

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage, en utilisant 1’équation de la

régression linéaire de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

0,14 y =0,8342x + 0,0028
R2=0,9927

o
il

Absorbance(765nm)
2

......... ®
o | et
cesec®’ ‘...
o " Tl
e @oneeneett
O ‘ ......
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09

Concentrations d'acide gallique (mg/ml)

Figure 25 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des polyphénols

Pour les trois extraits de la plante étudiée nous avons remarqué une variabilité des
teneurs en polyphénols (Tableau 05). La teneur la plus élevée est constatée dans la fraction
organique, elle est de I’ordre de 26,1 % suivi par la fraction aqueuse (21,3 %) ensuit 1’extrait
brut (14,6 %).

Tableau 05 : pourcentage des polyphénols des extraits de 1’arbousier.

Extraits Extrait brut Fraction organique Fraction aqueuse

% des polyphénols 14,6 26,1 21,3
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6. Evaluation de I’activité antioxydante :
6.1. Piegeage de radical libre DPPH :

Le radical DPPH est largement utilisé pour 1’étude de 1’activité antiradicalaire des
différents extraits végétaux. Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle fut 1’un des
premiers radicaux libres utilises pour étudier la relation structure—activité antioxydante des
composés phénoligues (Brand-Williams et al., 1995).

Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage de réduction du radical libre DPPH
en fonction des concentrations des extraits ou de I’acide ascorbique utilisé comme molécule de

référence.

40
35
y = 72861x - 0,2743
30 R2=0,9993
25
20
15

10

Pourcentage d'inhibition (%0)

0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006

Concentration (mg/ml)

Figure 26 : Pourcentage de réduction du radical DPPH en fonction des différentes

concentrations de l'acide ascorbique

La figure n° 27 : illustre la variation des pourcentages de réduction du DPPH en
fonction des concentrations de 1’acide ascorbique. On peut constater que cette molécule
antioxydante présente une activité trés élevée. On enregistre une réduction de I’ordre de 35%

pour une concentration de 0,5 pg/ml.
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Figure 27 : pourcentage de réduction du radical DPPH en fonction des concentrations

d'extrait brut.

Selon les résultats obtenus on note une augmentation de 1’activité antiradicalaire
proportionnelle a I’augmentation de la concentration des extraits. La fraction organique (figure
30) a monté I’activité la plus élevée par rapport a 1’extrait brut (figure 28) et la fraction aqueuse
(figure 29) . Pour une concentration de 0,125mg/ml, la fraction organique atteint un pourcentage
d’inhibition de 50,28%. A cette méme concentration, 1’extrait brut et la fraction aqueuse

présentent un pourcentage d’inhibition de 27,48% et 21,17%, respectivement.
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Figure 28 : pourcentage de réduction du radical DPPH en fonction des concentrations de la

fraction aqueuse
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Figure 29 : pourcentage de réduction du radical DPPH en fonction des différentes

concentrations de la fraction organique

La capacité antioxydante de nos différents extraits est déterminée a partir des ICso. C’est

la concentration en extrait nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH. L’ICsg et I’activité
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antioxydante de 1’extrait testé sont inversement proportionnelles. Les valeurs des ICso trouvées

pour tous les extraits testés sont représentées dans le tableau 06 suivant :

Tableau 06 : valeur d’ICso des extraits de fruit de ’arbousier et de I’acide ascorbique.

extraits Extrait brut  Fraction organique Fraction aqueuse Acide ascorbique

ICs0 (mg/ml) 0,292 0,121 0,361 0,00069

En comparant les ICso des différents extraits testés du fruit de I’arbousier par rapport a
celle de I’acide ascorbique, nous remarquons que I’activité antiradicalaire de tous nos extraits
est inférieure a celle de la molécule de référence (0,00069 mg/ml). Cette capacité est plus
importante dans la fraction organique (0,121 mg/ml) qui est inférieure a celle de I’extrait brute
(0,292 mg/ml) et de la fraction aqueuse (0,361 mg/ml).

6.2. Réduction de fer (FRAP) :

C’est une méthode de mesure de la puissance des substances de nos extraits a réduire le
fer ferrique Fe3* en fer ferreux Fe?" qui est ’un des mécanismes antioxydants. C’est une
technique rapide, facile et reproductible (Karagozler et al., 2008). La capacité réductrice d’un

composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle.

2,5
2
—@— F organique
O 1,5
()] —0—E brut
—f— F,aqueuse
1
—3— A,gallique
0,5

0 0,0625 0,125 0,25 0,5
Concentration mg/ml

Figure 30 : Réduction du fer par les extraits de 1’arbousier et de I’acide gallique
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D’aprés les résultats, nous remarquons que la capacité de réduction du fer est

proportionnelle & I’augmentation de la concentration des échantillons.

Tous nos extraits présentent des activités antioxydantes nettement inférieures que celle

de la référence (acide gallique).

A la concentration de 0,25 mg/ml, les extraits étudiés présentent des pouvoirs réducteurs
variables ; la fraction organique donne une meilleure activité comparée a celles de 1’extrait brut
et de la fraction aqueuse. Nous pouvons déduire que tous les extraits ont une capacité pour

réduire le fer, mais elle reste toujours inférieure a celle de 1’acide gallique.

6.3. Test de blanchissement de B -carotene :

90

20 y = 64,768x + 0,0362 e
c R2=0,9777
o
‘= 70
2
‘= 60
C
— 50
o]
g, 40 s
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2 20 '
o
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

Concentration mg/ml

Figure 31 : pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de 3 -caroténe en fonction des

concentrations de BHT
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Figure 32 : pourcentage d’inhibition de I’oxydation de B -carotene en fonction des

concentrations de 1’extrait brut.
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Figure 33 : pourcentage d’inhibition de I’oxydation de B -carotene en fonction des

concentrations de la fraction organique.
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Figure 3 : pourcentage d’inhibition de I’oxydation de B -carotene en fonction des

concentrations de la fraction aqueuse.

L’extrait brut atteint un pourcentage d’inhibition de 5,83% a 0,75 mg/ml. A cette méme
concentration la fraction organique et aqueuse présentent des pourcentages d’inhibition de
4,16% et 7,91%, respectivement.

Le BHT présente la meilleure activité antioxydante par rapport aux extraits des fruits de

I’arbousier ou il produit un pourcentage d’inhibition de 41,26% a 0,75 mg/ ml.

Les valeurs d’ICso montrent que les extraits étudiés présentent une faible activité

antioxydante par rapport aux BHT.

Tableau 07 : valeur des ICso des différents extraits de fruit de I’arbousier et de BHT.

extraits Extrait brut  Fraction organique Fraction aqueuse BHT

ICso mg/ml 6,94 9,84 5,95 0,77

L’inhibition la plus élevé est fournie par le BHT suivie par la fraction aqueuse, 1’extrait

brut et en dernier la fraction organique.
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Les plantes médicinales constituent un patrimoine précieux pour I’humanité et plus
particulierement pour la majorité des communautés démunies des pays en voie de
développement qui en dépendent, pour assurer leurs soins de santé primaires et leur subsistance.
Ces communautés utilisent la plupart des especes végétales, tant ligneuses qu’herbacées,
comme medicaments. Les plantes médicinales demeurent toujours une source de soins
médicaux dans les pays en voie de développement en 1’absence d’un systeme médical moderne
(Tabuti et al., 2003).

L’objectif de notre étude est porté sur 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits
de fruits de I’arbousier : extrait eau-acétone, fraction organique et fraction aqueuse par trois
méthodes : DPPH, FRAP et blanchissement de f—caroténe.

Les extraits préparés a partir des fruits de ’arbousier ont fait I’objet de quelques tests
phytochimiques classiques, dans le but de vérifier la présence ou 1’absence de certains
composes chimiques. Les résultats obtenus ont révélés la présence des flavonoides et tanins
dans les trois extraits, résultats confirmés par les études de Dib et al., (2013), ainsi que la
présence des acides aminés dans ’extrait brut et la fraction organique ou ils sont absents dans
la fraction aqueuse. Medjdoub et el., (2014) a montré la richesse des racines de ’arbousier en

acides aminés.

Les sucres sont les constituants les plus importants du fruit d’4.unedo L. ces fruits
constitueraient une source non négligeable de sucres ou on trouve 73.2 % dans 1’extrais brut,
26% et 21% dans les fractions, organique et aqueuse, respectivement. Les résultats trouvés dans
les fractions sont proche de ceux trouvés par Favier et al., 1993 (20g/100g) mais ils sont
défférents de ceux trouvés par Ruiz-Rodriguez et al., (2011) et Baross et al.,(2010) ou ils sont
trouvés (14,11 g/100q) et (40,559/1009), respectivement.

Ces variations peuvent étre dus a plusieurs facteurs tel que la charge de I’arbre, le stade

de maturation et 1’état physiologique du fruit lors de I’analyse (Ayaz et al., 2000).

Dorais et al., (2001), propose d’autres facteurs comme la teneur en minéraux des sols,
la disponibilité de 1’eau, la durée au soleil ainsi I’irrigation et la fertilisation peuvent influer

sur le niveau des sucres des fruits.

D’aprés Sawaya et al., (1983), Nixon et Carpenter, (1978) et Munier,( 1973), les sucres

varient en fonction du climat et du stade de maturation.
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Parallelement aux tests phytochimiques nous avons détermineés les taux de polyphénols
et de flavonoides totaux dans les extraits préparés.

La teneur en polyphénols est élevée dans la fraction organique (26,1 %) suivi par la
fraction aqueuse (21,3 %) et finalement 1’extrait brut (14,6 %) ou cette valeur est hautement
supeérieure de celle trouve par (Orak at al., 2011) ,14.29 pg, GAE/g dans 1’étude de polyphénols

des fruits fraiche.

Nos résultats sont proche de celle trouves par Barosss et al., (2010) (126,83 mg GAE/qg).
alors qu’ils sont nettement supérieure a ceux de Fortalezas et al., (2010), Doukani et Tabak.,
(2015) et par Seker et Toplu, (2010) qui sont trouves des valeurs de 16,46 + 3,66 mg GAE/q,
17,025 + 0,148 mg GAE/g et 26,75 + 9,05 mg GAE/g respectivement.

En comparant le taux de polyphénols de notre fuit avec des autres fruits sauvage
considérés comme des fruits riches en polyphénols on constate que la teneur en polyphénols
d’Arbutus unedo est trés proche a celle de Rosa canina L (143,17mg GAE/g) par contre ils sont

superieure celle de Prunus spinosa L. (83,40mg GAE/g) (baross et al., 2010).

Par ailleurs les flavonoides présentent des teneurs proches dans I’extrait brut et la
fraction organique (2,3g/100g et 2,19/100g, respectivement) et sont plus disponibles dans la
fraction aqueuse avec un teneur de 5,69/100g.

Nos résultats sont hautement superieurs par rapport i a ceux déterminés par Pallauf et
al., (2008) et par Garcia-Alonso et al., (2004) ou ils ont trouvés 32,37g/100g et 55,39/100g,
respectivement, et aussi par rapport a ceux trouvés par Males et al., (2006) avec un teneur de
0.10 + 0.02g/100g.

Cette différence en teneur des flavonoides peut étre due a lI'organe de la plante étudié,
la date de collecte ou de la localité Males et al.,( 2006).

Plusieurs méthodes sont utilisés pour évaluer I’activité antioxydante in vitro telque le
piegeage de radical peroxyde ROOe par la méthode TRAP (Total Radical-Trapping
Antioxydant Parameter) et ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity). Réduction du
radical DPPH et autres.

46



Partie expérimentale Discussion

Concernant le test du DPPH en comparant les ICso des différents extraits testés des
fruits d’A. unedo par rapport a celle de 1’acide ascorbique, nous remarquons que 1’activité
antiradicalaire de tous nos extraits est inférieure a la capacité du piégeage du radical DPPHe
de la substance de référence (0,00069 mg/ml). Cette capacité est plus importante dans la fraction
organique (0,121 mg/ml) suivi par 1’extrait brut (0,292mg/ml) et la fraction aqueuse (0,361
mg/ml), Il est possible que la forte activité de la fraction organique est attribuée a sa richesse

aux polyphénols.

Nos extraits présentent une bonne activité par apport a celle de Baross et al., 2010 (0,81
mg/ml). Les extraits de fruits d’A. unedo ont révélés une activité antioxydante (Miguel et al.,
2014)

Mendes et al., (2011) ont étudié I’activité antioxydante de fruit de I’arbousier par la
méthode du piégeage de radical DPPHe, les résultats ont montrés une activité faible par rapport

a nos extraits avec une ICso de 0,790 £ 0,016 mg/ml.

Pallauf et al., (2008 )ont montrés que les fruits d’A. unedo L peuvent étre une bonne
source d’antioxydants comme flavonoides, vitamines C, caroténoides liposolubles et vitamine
E.

Oliveira et al., (2011) ont étudié la capacité des fruits murs de I’arbouse récollettes en
novembre 2009 dans Portugal sur le radical DPPHe , les résultats ont montrés une activité

proche de nos résultats avec une valeur d’1Cso de 0,25 + 0,02 mg/ml.

Miguel et al., (2014) ont étudié I’activité antioxydante par la méthode de piégeage de
DPPHe des fruits de I’arbousier rouges et jaunes, les résultats ont montré que les fruits rouges
présentent une meilleur activité par rapport aux fruits jaunes avec des 1Cso de 0.409 mg/ml et

0.499 mg/ml, respectivement.

Concernant le test de réduction de fer (FRAP), la fraction organique présent une
meilleure capacité de réduire le fer suivi par 1’extrait brut et la fraction aqueuse mais ces

capacités restent toujours inférieures a celle de la molécule de référence (acide gallique).

L’étude de Aksil, (2015), confirme nos résultat et montre que la fraction organique

est la fraction qui présente la meilleure réduction par rapport aux autres extrait.
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Pour confirmer la capacité antioxydante de fruits de I’arbousier, en plus de test de
DPPH et FRAP nous avons réalisés aussi le test de blanchissement de p —caroténe. La fraction
aqueuse présente une meilleure capacité inhibitrice de I’oxydation de B -caroténe suivi par
I’extrait brut et la fraction organique avec des ICso de 5,95mg/ml, 6,94mg/ml et 9,84mg/ml,
respectivement. Ces valeurs restent toujours inférieure a celle de la molécule de référence le
BHT, avec une ICso de 0,63mg/ml.

Miguel et al., (2014), les fruits d’Arburus unedo présente une une 1Csode 0,246mg/mi
pour les fruits rouge et 0,328 mg/ml pour les fruit jaune. Cela pour le test de blanchissement

de B —carotene.

Aussi Baross et al., (2009) ont étudiés la capacité des fruits de I’arbousier a inhiber

I’oxydation de B -carotene et ont trouvés une valeur d’ICsq de 0,77mg/ml.

Les résultats obtenus par Moualek et al., (2016), concernant le test de blanchissement
du B -caroténe réalisé en présence de I’extrait aqueux des feuilles de 1’arbousier montrent une

inhibition de I’ordre de 87.04 £ 1.21% pour une concentration de 1 000 pg/ml.

L’étude de Belkhatir (2017) sur la réduction du radical DPPH par I’extrait
hydroacétonique des racines de I’arbousier par le test de piégeage a monté que I’extrait brut et
la fraction aqueuse présentent une activité plus importante par rapport a de celle de 1’acide
ascorbique suivi par la fraction acétate d’éthyle avec des ICso de 0,0014 ; 0,0032 ; 0,004 et
0,023 mg/ml respectivement. Parallelement au test de piégeage de radical DPPH, un test de

blanchissement du [ -carotene a éte réalisé ou les résultats sont exprimés comme suit :

La fraction aqueuse et la fraction acétate d’éthyle ont montré une meilleure activité
antioxydante par rapport a la molécule de reférence, le BHT, suivi par la fraction eau-acétone
avec des ICso de : 0,061 ; 0,094 ; 0,098 et 0,19 mg/ml respectivement. Il ressort de ces résultats

que les racines de I’arbousier sont plus efficaces par rapport aux fruits.

Les travaux de Belfekih et al., (2017) montrent la présence de plusieurs métabolites
secondaires au niveau de différents organes d’Arbutus unedo L. Les alcaloides présents au
niveau de toute la plante avec des proportions élevés au niveau des fruits, ainsi que la présence
des tanins, des flavonoides, Coumarines, Caroténoides, Composés réducteurs Saponines,
Stérols et tri terpénes. Cette richesse en métabolites secondaires peut étre la cause de 1’activité

de cette plante surtout qu’elle contient des pourcentages élevés en composés phénoliques.
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A la lumiére de ce modeste travail nous pouvons constater une richesse en composés

phénoliques, polyphénols et flavonoides.

Le fruit de I’arbousier est doué¢ d’une activité antioxydante trés remarquable
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Conclusion

Notre travail a pour objectif d’évaluer I’activité antioxydante des fruits de I’arbousier,
Arbutus unedo L. C’est une plante médicinale de la famille des Ericaceae et qui constitue une

source intéressante de substances bioactives.

La plante est récoltée au mois de décembre 2017 de la région de Tizi, commune de Ain
Fezza, wilaya de Tlemcen.

Dans un premier temps nous avons effectué trois dosages : des sucres, des polyphénols
et des flavonoides. Concernant le dosage des sucres, 1’extrait brut contient plus de sucres par
rapport aux autres extraits suivi par la fraction organique puis la fraction aqueuse ou ils présent

des valeurs de 73,2% ; 26% et 21%, respectivement.

La teneur en polyphénols totaux en adoptant la méthode de Folin-Ciocalteu révele que
I’extrait brut d’Arbutus unedo et ses fractions, organique et aqueuse contiennent : 14,6 ; 26,1 et
21,3 % respectivement. 1l ressort de ces résultats que la fraction organique est la plus riche en

polyphénols.

Les teneurs en flavonoides de I'extrait brut, la fraction organique et la fraction aqueuse
sont de ’ordre de : 2,3 ; 2,1 et 5,6 % respectivement ce qui montre que la fraction aqueuse

contient plus de flavonoides par rapport aux autres extraits.

L’activité antioxydante des fruits d’Arbutus unedo a été évaluée par trois techniques : le
piégeage du radical DPPH, le pouvoir réducteur de fer (FRAP) et la technique de
blanchissement du B-carotene. Pour la premiere technique, la fraction organique montre
I’activité la plus élevée avec une ICsode 0,121 mg/ml suivie par 1’extrait brut avec une ICsp de

0,292 mg/ml et la fraction aqueuse avec une ICsode 0,361 mg/ml.

Pour la technique de réduction de fer (FRAP), les résultats montrent que tous nos extraits
ont une capacité de réduire le fer qui est nettement inférieure a celle de I’acide gallique. Nous
pouvons conclure que la fraction organique a la capacité réductrice la plus élevée par rapport a
I’extrait brut et la fraction aqueuse ; une efficacité qui reste toujours inférieure a celle de 1’acide

gallique.

Concernant la technique de blanchissement du B-caroténe, les résultats montrent que
tous les extraits ont une activité inhibitrice de I’oxydation du p-caroténe nettement inférieure a

celle du BHT qui montre une ICso de 0,77 mg/ml. La fraction aqueuse présente la meilleure
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Conclusion

activité inhibitrice du blanchissement de B-carotene avec une ICso de 5,95 mg/ml suivie par

I’extrait brut avec une 1Cso de 6,94 mg/ml et finalement la fraction organique avec un I1Csg de
9,84 mg/ml.

A la lumiére de ces résultats, cette étude préliminaire nécessite d’autres recherches qui

s’intéressent 4 :

v' Approfondir I’analyse phytochimique et chromatographique pour isoler et identifier les
molécules actives des fruits de I’arbousier.

v' Evaluer I’activité antioxydante par d’autres méthodes in vitro: ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), et ABTSe (sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonique).

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

v’ Etudier d’autres activités biologiques ; comme antimicrobienne,
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