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Résume

Morus nigraest une plante médicinale appartenant a la famdEMoracées Cette
espéece connue sous le nom de «Mdrier », il s’dgibdes ou arbustes qui sont cultivés pour
leurs fruits «mares» ou leurs feuilles qui serv@atnourriture au ver a soie. Connu pour ses
multiples propriétés biologiques qui sont princgmaént due a sa richesse en éléments
essentiels et bénéfiques comme les : vitamingsnieéraux et les composés phénoliques tels
qgue les acides phénoliques, flavonoides et taninslensés. Les feuilles de Mdrier a fait
I'objet de ce présent travail pour extraire etrastila teneur en composés phénoliques totaux,
flavonoides et tanins condensés des différensesidns organiques. Les extraits organiques
ont été extraits dans le mélange eau/acétone,ofbiare et acétate d’éthyle. Les rendements
respectifs sont : 1,32 %, 2,14 %, et 3,7%.

La teneur en polyphénols totaux a été déterminéaitdivant le réactif de Folin-
Ciocalteu et la teneur la plus élevée (193,16:0,023EAG/gE) est obtenue dans I'extrait
brut eau/acétone préparé par macération. La tameflavonoides a été évaluée en utilisant la
méthode de trichlorure d’aluminium, et la teneuplias élevée est de I'ordre de 283,50+0,011
mg EQC/gE dans l'extrait brut eau/acétone. Aloes,téneur la plus élevée en tanins
condenseés, estimée par la méthode a vanillindee54,74+0,008 mg EQC/gE dans I'extrait

de chloroforme.

Mots clés : Morus nigra Moracées, polyphénols, extraits organiques, activité

antioxydante.
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Introduction

Depuis la nuit des temps, I'étre humain s’est sbigwec les plantes qu’ils avaient a sa
disposition contre divers pathologies. A travers keécles, l'utilisation de ces plantes
médicinales s’est développée a fin de vaincre l#fsmce et améliorer la santé humaine
(Iserin, 2001)

Au cours des dernieres années, des études suctleséa antioxydantes des plantes
médicinales ont augmenté de facon remarquable dwe iatérét accru pour leur potentiel

d'étre utilisées en tant que source de métabalgesndaires tels que les poly phénols.

Actuellement, la société scientifique, biologisteckimiste, met en évidence le rble tragique
du processus oxydatif incontrdlable induit par éspeces réactives oxygénees (ERO)
Riboli etal., 2003)

L’accumulation de ces molécules dans I'organismeutiba une chaine réactionnelle
radicalaire qui dégrade les molécules vitales lgigj@es entrainant des maladies chroniques
telles que les pathologies du cceur, le cancer,idbéete, I'nypertension, et la maladie
d'Alzheimer etc(Cole etal., 2005)

Un grand nombre d’études scientifiques ont été eemdur découvrir les propriétés
fonctionnelles des composés d'origine végétale prtcipalement les polyphénols qui
pourraient étre efficaces pour la safiftémbasetal., 2010)

Les composeés phénoliques font partie intégrantia déete humaine et peuvent méme
étre intentionnellement utilisés comme préparati@dicinale. lls ont la propriété d’éliminer

les radicaux libreg¢Sellappanet al.,2002)

C’est dans ce contexte, que notre travail de mésiinscrit, visant a étudier les composés
phénoliques de Mdrier noirMorus nigrg, et de tester leur pouvoir antioxydant afin

d’expliquer la marge thérapeutique de ces métasoéitir I'organisme.

Le Mdrier noir Morus nigrg, introduit du Moyen-Orient beaucoup plus tot amdpe,
il est inscrit dans la pharmacopée depuis I'anté@piour ses vertus astringentes, laxatives,
pour lutter contre les maux de gorge, etc. Il egal@ment présent dans la culture
méditerranéenne comme aliment, consommé frais obéséous forme de sirop ou en
confiture. Il renferme une bonne quantité de vitasj minéraux, flavonoides, anthocyanines

et acides phénoliquékleinonenetal., 1998)




Introduction

De ce fait, la thématique de ce travail porte surdétermination de la teneur en
composes bioactifs a grande valeur antioxydantentohes polyphénols, les flavonoides et

les tanins.
Ce travail a été structuré comme suite :

Une premiere partie qui est une synthése biblidggae comportant un chapitre
consacreé a la présentation générale du marier(Narus nigra, les bienfaits biologiques et
pharmacologiques de cette espéce végétale, les strgglant et les principaux composeés
phénoliques ainsi que leurs roles biologiques etrphcologiques notamment leur activité

antioxydante.

Une deuxieme partie pratique, consacrée a I'extraate la matiere végétale et le
dosage des composés phénoliques dont les polyghtatalx, les flavonoides et les tanins,
ainsi que I'évaluatiom vitro de I'activité antioxydante par le test de piégedigeadical libre
DPPH.

Cette partie est suivie des résultats obtenus désoussion et on termine par une

conclusion générale.
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Premiere partie Synthese bibliographique

1. La plante des mdriers Morus Nigra)

1.1. Définition

Le mdrier noir du Moyen-Orient, fait partie, toubrame la vigne, le figuier, le
grenadier et I'olivier, de ces plantes de |égemqgeéxiées pour leur graphisme et leurs fruits.
Excellent arbre d'ombrage d'une grande longé@t&va et Mutua, 2009)

Le mdrier est une plante arbustive assez voisinéadeamboise aux points de vue
aspect physique et mode de multiplication. Il $'diarbres ou d'arbustes dont certains sont
cultivés pour leurs fruits (les mares) ou leursilfes, qui servent de nourriture au ver a soie
(Louws et Dale, 1994 ; Orwa et Mutua, 2009)

Le mdrier noir est trés connu en médecine tratlitddle chinoise et japonaisén le
rencontre a des altitudes plus hautes, ou encore lda régions les plus douces de suede. Il
peut étre consommé comme fruit, sous forme de éoppit ou de jus car il est tres riche en
éléments nutritives. Il renferme des antioxydantisgants qui peuvent renforcer le systéme
immunitaire, aidé a prévenir le cancer, le dialsties infections. La consommation exagérée
peut causer des problemes rénaux, comme elle ggua\eer la fonction hépatique chez les

individus ayant une maladie de f¢leazaeli, 2013)
1.2. Description botanique

Le mdrier noir est un arbre a croissance lentepgut atteindre 20 rde hauteurC’est
une plante, bisannuelle qui peut avoir ou ne pasr al’épines. Ses fleurs sont petites, de
couleur vert clair, regroupées en épis courts,sbemble constitue la mdre. Ses fruits sont
portés sur les cannes et composées de plusiepedlear lls sont plus gros, ovales, de couleur
rouge foncé, presque noir, et d'un godt parfumadiieé sucre, légerement acidulé et arrivent
a maturité vers la mi-aoU®es feuilles sont caduques, larges, alternes,foarts, et parfois
lobées qui peut avoir atteindre de 6 a 12 cm dg.l&tles sont plus rugueuses et de couleur
plus foncée sur la partie supérieure qui prend amgeur jaune dorée en automne (Fig. 1)
(Louws et Dale, 1994)




Premiere partie Synthese bibliographique

Figure 1:Feuilles et fruits du marigiMichel, 2006)
1.3. Ecologie et répartition géographique

La mdre désigne le fruit d'un arbre fruitier d’anigire Asie occidentale qui est cultivée
en Europe, aux Etats-Unis et en Asie pour ses baigour I'élevage du ver a soie.

Elle est trés favorisée dans les zones chaudes desesécheresses prolongées et les
régions subtropicales de I'hémisphére Nord, maislefigent dans les tropiques de
I'hnémisphére SudFazaeli, 2013)

C’est une espéce robuste qui est assez résistafiteid mais elle pousse mieux a une
basse altitude, a I'abri du vent et dans les zobdésres, tandis que sa culture s’est répandue
dans le bassin méditerranéen et s’étend aujourdinuEtats-UniglLucas Heitz, 2013).

1.4. Classification taxonomique

La classification de marier noest indiquée dans le Tableau 1.

Tableau 1: Classification scientifique dé. Nigra (Foucault et Julve, 1991)

Regne Plante
Sous-régne Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Hamamelidee
Ordre Urticales
Famille Moraceae

Genre Morus
Espece Morus nigra
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1.5. Composition chimique

Le murier est un arbre rempli de nombreux élémessentiels et bénéfiques. Jests
renferment une bonne quantité de vitamines C, BEgetminéraux, glucides, d’acides

organiques, pectine et de composées phénoliqueguel(les anthocyanines, les tanins et les

acides phénoliquegHeinonenet al, 1998)

Ses feuilles sont riches en flavonoides qui compenles anthocyanines, qui sont connus
pour réduire les maladies coronaires et cancérigéles sont riches en glucose, pectine,
acides aminés, protéines, calcium, manganése,sagiganiquegt de vitamine B4 (adénine

Tous ses composés phénoliques font partie de ta dignaine et peuvent étre utilisés dans

les préparations médicinales vue leurs effets ligues sur la sant(Sellappanet al, 2002)

(Tabl. 2, 3).

Tableau 2:Valeur nutritive du Marier noi(Sellappanet al, 2002)

Valeur nutritive g pour (1009)

Eau : 87,7

Lipides : 0,39

Glucides : 8,1

Sucrd: 8

Protéines : 1,44

Acides gras : 0,027 Fibres: 1,7

alef énergétique
30 kcal

Oligo- éléments (mg)
Calcium : 39 Cuivre : 0,06 Magnésium : 18 Phosph@&
Fer:1,85 Potassium : 194 Sodium : 10 Zinc : 0,12
Vitamines (mg)

Vitamine C : 36,4

Vitamine B1 :0,02

D Vitamine B210

Vitamine B3 :0,62

Vitamine B5 :0,26

Vitamine B6 :0,05

Vitamine B 9 :6ug

Vitamine E : 0,87

Tableau 3: Quantité de flavonoides et d’anthocyanes trouvés ldanigra

(Ercisli et

Orhan, 2007)

Total phénoliques
(mg GAE/100 g de
masse fraiche)

Flavonoides totaux
(mg QE/100 g de masse
fraiche

Acide ascorbique
(mg/100 ml)

1422

276

21,8
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1.6. Les variétés du mdrier

Sous le nom de "mdare" on distingue :

+ La mdre sauvage que I'on trouve dans les haies de ronces a lfitéte : ces baies
sauvages sont plus petites que celles des vacéitésees.

<+ La mdre de culture : les ronces fruitieres sont issues d’'une améliomatariétale de
la ronce commune. Parmi les variétés de miredusscpmmercialisées en France.

<+ La mdre issue du murier-platane :qui sert de nourriture au ver a soie. Seul l'arbre
femelle donne des fruits. Ces derniers sont pdigrement sucrés(Michel
Caron, 2014)

1.7. Effet pharmaceutique du mdrier

Depuis longtemps la mdre est utilisée pour sesiseartédicinales et nutritionnelles en
effet, les Indiens d’Amérique utilisaient les raesnde madre pour soulager I'asthénie des
femmes, aprés leurs grossesses.

Les américains s’en servaient comme reméede canttaitrhée. Durant I'Antiquité, elle
servait déja de traitement contre les maux de gdegegrecs.

Les composés phénoliques du marier font partiegratéie de la diete humaine et peuvent
méme étre intentionnellement utilisés comme préjgeramédicinale (Sellappan et al,
2002)

lIs ont la propriété d’éliminer les radicaux libr&3es derniers sont des molécules trés
instables et réactives. lls interagissent dansdegssus de vieillissement des gens.

Quant aux flavonoides (qui comprennent les anthunga), ils sont connus pour réduire les
maladies coronaires, sont anticancérigenes etemprbpriétés antioxydantéSellappanet
al., 2002)

Les feuilles du marier sont riches en flavonoidessgnt parfois employées en infusion
contre le diabete afin de diminuer la glycosurigcfe dans les urines).

Les fruits avant leur maturité sont astringentsés acidulés utilisées, contre la diarrieéda
dysenterigDuke et Ayensu, 1985)

Le tableau suivant résume quelques activités bigleag deM. nigra
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Tableau 4: Principales activités biologiques et pharmacologgdeM. nigra

Activité ; Model d’étude Pg_rti,es Références
pharmachologique utilisées
Antinociceptif Souris males suisses Feuilles  Padilhaet al, 2009
Anti- Leucocytes polynucléaires Pulpes et| De Padua Lucioet al, 2018
infalammatoire de rat feuilles Giusti-Paiva et al, 2010
Antimicrobien In vitro Ecorce Oliveira et al, 2018
fruit et Aulifa et al, 2018
feuilles Tahir et al, 2017
Anti-mélanogene In vitro Feuilles De Freitas, 2016
(Blanchiment de
la peau)
Anti diabétique Rats males Wistar Feuille Abd El-Mawla et al,2011
Souris albinos méle AbouZzid et al,2014
Anti-obésité Rat Wistar Feuille Volpato et al, 2011
Zeni et al,2017
Anti- Souris males BALB Feuille Turgut et al,2016
hyperlipidimique Souris males suisse Dalmagro, 2017
Rats males Wistar
Protecteur Ligne cellulaire; rats albinos Feuille Tag, 2015
d’organes males Hassanalilou, 2017
Rats males Wistar
Anticancer Lignée cellulaire de cancer Feuille Ahmedet al, 2016

du col de l'utérus humain

HelLa

1.8. Usages cosmétiques

Les feuilles de mdrier noir possédent des verttringsntes, reminéralisantes, restructurates

et tonifiantes. Elles entrent par conséquent dagsinposition de :

Shampooings pour cheveux gras.

Masques astringents pour peaux grasses.
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Le stress ovydant
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1. Stress oxydatif
1.1. Définition

Le stress oxydant se forme lorsque l'organismetnf#gs capable de contrdler la
production des radicaux libres et que les mécarsgonetecteurs sont dépassés donc il est
défini comme un déséquilibre de la balance des amgdet des antis oxydants. Il peut étre lié
soit a la production excessive dek ou bien a la diminution de la défense anti oxydalate
raison de la capacité a endommager les cellulsstidsus, et les organes, les ERO sont
impliqués dans un grand nombre de problémes tautsafjue chroniques (HTA, diabéte,
cancer, vieillissement etqfravier, 2003 ; Roede et Jones, 2010)

Le stress oxydant touche I'ensemble des tissuséthbulismes et cause des dégats
souvent irréversibles pour la cellule (mutation’4®N, destruction des protéines, oxydation

des lipides et de glucose).
1.2. Définition d’un radical libre

C’est une espéece chimique neutre ou chargée casgetépar la présence d'un ou
plusieurs électrons libres dits célibataires sur@titale externe. Ces especes chimiques sont
tres réactives et la durée la vie et tres courté 4010° secondes car elles cherchent a

apparier leurs électrons célibatailiéses (Favier, 2003)
1.3. Les especes réactives de I'oxygene (ERO)

Parmi les especes radicalaires qui se forment sneellules, se trouvent les especes
réactives de I'oxygenéERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de lgémye, par
addition d’'un électron. Les espéces réactives ligs iptéressantes sont : I'anion superoxyde
(02)), le radical hydroxylg OH), radical hydroperoxyldHO,.), et aussi certains deérivés
oxygéneés non radicalaires dérivées de I'oxygeredee : le peroxyde d’hydrogefid.O.),
acide hypochloreuxHOCI), Ozone(Os3). Par ailleurs, pas tous les radicaux libres sest d
dérivés de l'oxygene, par exemple le monoxyde d&afdO) est un radical libre dérivé de

I'azote (Fig. 2 Bonnefont-rousselotet al,, 2003)
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NO

ONOOH

OH®
K"‘ Nog'

NOE-

Hz0; OH® — & RO;®——— ROOH
i 4!4“’0 02"-{
HOCI RO®

Figure 2: Formation en cascade des différentes ERO a partiadical superoxyt
(Koechlin-Ramonatxo, 2006)

1.4. Origine des radicaux libre:

» Les facteurs exogénes

Des facteurs exogenes liés a I'environnement sdlarigine d'une augmentation
stress oxydant dans l'organisme ainsi la formadies radicaux libres. Ces facteurs inclt
des agents cancérogénes tels: I'exposition prolongée au soleil et aradiations UV, la
pollution, le tabagisme ; la consommation excessk@cool et la prise de certai
médicaments. Enfin une alimentation pauvre emminas et olig-élément peut contribuer a
I'apparition d’un stress oxydant dans I'organis(Pincemail, 2002 Chenet al, 2012)

» Les facteurs endogéne :

La production desERO dans les cellules humaines est essentiellemenigutiel
enzymatique pales enzyme: oxydases (NADPH oxydase), déshydrogénases, orggs
lipoxygénases, peroxydases et la xanthine ox. De méme, les radicaux libres s
produits in vivo sous l'action de plusieurs systémes biochimiquésque, les cellule
neuronales, relothéliales et phagocytaires (macrophages). DREautacteurs endogént
notamment le stress intellectuel ou thermique erfee leur production des radicaux lib
(Serteynet al, 2002; Beaudeux,2006 ; Valkoet al, 2006)

15. Mécanisme de formatiordes radicaux libres

L’organisme a besoin d’; pour produire de I'énergie au cours des réactiotes dle
respiration oxydative. Cependant, une faible pattée’oxygéne échappe a sa réductior
eau au niveau de la mitochondrie, donc elle peetl&rigine de la production de radica

libres oxygénés(RLO). Un déreglement du fonctionnement de la chaine nasjrie
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mitochondriale peut étre a l'origine d'une produttradicalaire accruéChu et al, 2010 ;
Budiman et al,, 2017)

1.6. Réle physiologique des especes réactives

Les especes réactives de I'oxyg&iRRO ou de l'azoteERA ne sont pas uniquement
toxiques. lls remplissent un réle physiologiqueagissant a faible concentration comme des
messagers secondaires capables d'activer desfackedranscription (P38 MAP kinase) eux
méme responsables de l'activité des genes implidaés la réponse immunitaif¢alko et
al., 2004)

<+ Moduler I'expression des genes codant pour lesraggyantioxydants.

+ Réguler le phénoméne d’apoptose des cellules tuesora

< Détruire des bactéries au sein des cellules phagjoey.

Tableau 5:Mécanismes de formation des principales ERO
(Koechlin-Ramonatxoet al, 2006)

Especes o _ s
o Réactions de formation Propriétés
réactives
cytochrome oxydase ) ;
0, + 16 0, C’est le radical
L’anion ins réacti
NADPH oxydase . le moins réactif
Superoxyde 20,+ NADPH 20, +NADP*+H* mais
- xanthine oxydase A dq
(027) Xanthine +2Q + H,0O 20,7+2 H* +acide urique precurseur des
autre ERO
¥ i ‘ani Sacti 5 Il est tres
Le peroxyde Formé a partir de I'anion superoxyd réaction caiadypar
réactif capable
d’hydrogene (SOD) -
SOD de générer
(H20,) 0,"+0, — H;0,+ O, 0
OH
, Formé par : la réaction de Fenton
Le radical Le radical
2+ +
H,O,+Fe* — F&"*+OH° + OH
hydroxyle o . (°OH) est le
la réaction d’Haber Weiss :
OH° plus dangereux
O, "+H,O,— OH + HO®° + Q
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1.7. Les conséquences du stress oxydant

La production excessive d&RO provoque des dommages cellulaires des molécules
biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines ligales et des glucides.

Le stress sera la principale cause de plusieunnalnes et maladies comme : le cancer,
mutation, carcinogenese, cedéme pulmonaire, malfmmales fcetus, fibrose, dépbt de
lipides oxydés, les rhumatismes et les maladiesli@masculaires(Favier, 2003) Les
principales cibles radicalaires sont :

* L’oxydation de L’ADN :

Les ERO, en particulier les radicaux hydroxylessdo’ils sont a grande concentration
peuvent induire des effets mutagenes ou l'arrétépdications de 'ADN. lls agissent en
provoquant des altérations au niveau des baseguesret pyrimidiques
Parmi les bases transformées: la 8-hydroxy-gugniaequeur de stressDe graves
altérations du matériel génétique sont induites @ette agression comme : mutations
carcinogenes, cassures et anomalies des réparetians peut conduire a 'apoptogevier,
2003).

* L’oxydation Les lipides :

Les acides gras polyinsaturés ainsi que les phdipples membranaires sont les cibles

privilégiées des attaques oxydatives par les ERGs glarticulierement par le radical

hydroxyle ; ce qui induit des processus de peratkgda en chaine.

o~ Polyunsaturated fatty acids LH
NS AL A AN A A

F

W Lipid radical L' A Membrane
g Lipid
; Peroxidation

/\/\./ Lipid peroxy! radical LOO®
0-0*

W Lipid hydroperoxides LOOH
O0H \ a

decompasition

roducts -
/ g \ Frisoprostanes
OH
/\/\N\’ o -:':MO

aldehydes 4-Hydroxy-2-nonenal Malondialdehyde
4-HNE MDA

Figure 3: Mécanisme en chaine de la peroxydation des agidespolyinsatures et la nature
des produits formé@-avier, 2003)
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Ces processus génerent des hydro peroxydes quemeaontinuer a s'oxyder et se
fragmenter en aldéhydes et en alcane aboutissdatd@sorganisation de la membrane,
altérant en ses fonctions d’échange, de barrierd’ieformation (Koechlin-Ramonatxo,
2006).

» Oxydation des protéines

Les protéines sont les constituants cellulairesples abondants et sont des cibles
importantes du stress oxydant Les ERO sont en edfedbles de réagir avec différents acides
aminés des chaines des protéines, altérant égaléenerfonction. Les plus sensibles a leur
action sont le tryptophane, la tyrosine, I'histiglita cystéine et la méthionine. Les ERO sont
aussi capables de couper des liaisons peptididudss fermer ainsi des fragments protéiques
(Thannickal et Fanburg, 2000)

1.8. Les implications pathologiques des ERO

Il est bien connu que les ERO induit quelques dogamaxydants aux biomolécules
tels que les lipides, des acides nucléiques, deteipes, les hydrates de carbone. Ses
dommages causent le vieillissement, le Parkins@n,céncer, I'oedéme pulmonaire,
rhumatisme, les maladies inflammatoires et cardiowtaires, I'athérosclérose et le diabete
(Cadenas et Packer, 2002).

1.9. Les antioxydants

Les antioxydants sont des molécules capables b@mhiprévenir, directement la
production, et la propagation des oxydants toxigliegeuvent agir en réduisant ces especes,
et les piégeant pour former un composeé stablegguestrant le fer libre ou en générant du
glutathion(Favier, 2003)

SelonValko et al (2006) un antioxydant devrait a la fois :
% Agir de maniere spécifique sur les radicaux libres.
% Chélater les métaux de transition.

s Agir a des concentrations physiologiques relativenfibles.
1.9.1. Les antioxydants endogénes

L’organisme posséde des enzymes qui peuvent mé&abddés EROQ(Morena et al,

2002) Les plus connues sont :
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. La superoxyde dismutase (SOD) :

La SOD constitue la premiere ligne de protectiontie les dérivés radicalaires de
l'oxygene. Il existe deux types de SOD, l'une dergite actif contient du cuivre et du zinc
(Cu, Zn-SOD) et qui est essentiellement localiséesde cytosol, tandis que l'autre contient
du manganése (Mn-SOD). Le rdle majeur du SOD estcdlérer la dismutation de I'anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogéne et en oxygenécmaire(Gardes-Albert, 2003)

. La catalase (CAT) :

Cette enzyme est formée de quartes chaines poiggpms comportant chacune un
groupement héme qui constitue le site catalytiqu€dtalaseRe). Elle est présente dans les
peroxysomes, le cytosol et en forte concentratitams les érythrocytes et le foie.

Son réle est de transformer le peroxyde d’hydrogemeau et en oxygene moléculaire
(Goudableet al, 2000).

. La glutathion peroxydase (Gpx), et Glutathion rédutase :

Le GPxest une enzyme formée de quatre sous unités comtehacune un atome de
sélenium(Se) Il est localisé dans le cytosol et la matriceoctiondrial, lliréduit leH,O, en
molécule d'eau et les hydro-peroxydes lipidiques aoool. Cette réaction demande
I'intervention de deux molécules de glutathion sgitransforment en glutathion disulfure. Ce
systeme ne fonctionne que si le GSSG formé estnuaiement réduit en GSH, ce qui est
assuré par le glutathion réductase, en présens A€ H (Jurkovic, 2008)

. La thioredoxine :

C’est un antioxydant responsable du maintien desépres a I'état réduit, elle est
régénérée par le NADPH sous l'action de la thioxéwo réductase. Elle intervient dans la
dégradation des peroxydes lipidiques et des peesxydihydrogéne, ainsi que dans la

régénération du radical ascorbyl en acide ascoelfi@alvani et al, 2008).
1.9.2. Les antioxydants exogenes

C’est la troisieme ligne de défende qui permeéglduction des RL. Elle comprend des
molécules apportées par l'alimentation et autredéoutes dont dispose Il'organisme
(endogénes). Parmi les antioxydants apportés plmeéntation on retrouve : les vitamines,
les minéraux, et poly phénols (flavonoides)

Ce systeme de protection peut étre a la fois memabma (vitamines E, A), cytosolique
et extracellulaire (glutathion, vitamine C, acideue...).

Les micronutriments sont aussi des éléments indsgi#es a l'activité d’enzymes

antioxydantesjDefraigne et al, 2005)
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. Le glutathion :

C'est une protéine tripeptidique (acide glutamigystéine-glycine) produite
naturellement et composée de trois acides amingsssoforme réduitgsSH) agit comme un
antioxydant : assure le maintien des thiols degépres, ainsi que la forme réduite des
vitamines C et E en réduisant la peroxydation gudds. Il piege le péroxyde d’hydrogéne,
réagit avec I'oxygene singlet et le radical pérajjora et al, 2008).

De nombreuses maladies ont maintenant été assarigas déficience en glutathion
(cancer, diabéte, maladies cardiovasculaires, @elattre et al, 2005).

. La vitamine E :

L’ - et ley-tocophérol est un antioxydant qui protéege cordsedommages associés aux
radicaux libres. Cette vitamine joue un rdle priatidans I'agrégation de pramyloide. Elle
est rencontrée surtout dans les huiles végétatss,nbix et les germes des graines
(Mohemmedi, 2013 ; Thomas, 2016)

. La vitamine C :

La vitamine C ou acide ascorbique est une moléhytirosoluble présente dans la
plupart des fruits et légumes. Elle ne peut étrethstisée par I’'homme et il doit donc la
trouver dans l'alimentatiorElle est trés dispersée dans tout l'organisme. édteabsorbée
principalement a travers l'intestin gréle. Ellerpet la captation de I'anion superoxyde, de
radical hydroxyle et peroxyle, I'inhibition de la&mxydation lipidique et la régénération de
vitamine E oxydééValko et al, 2006 ; Sarubinet Thomson 2007)

. La vitamine A :

Est une vitamine liposoluble stockée au niveau die. fElles interagissent avec
I'oxygene singlet et peuvent empécher I'oxydatienptlisieurs substrats biologiques dont les
acides gras polyinsaturdsexiste 02 types : les rétinoides et les proviteas A @ caroténe)
cette derniére peut inhiber la peroxydation lipidi¢Birben et al, 2012)

. Les caroténoides :

lIs constituent les membranes des chloroplastescdhtribuent a la coloration jaune,
rouge, orange des légumes et des fruits. lls igissant avec I'oxygene singluet et les
radicaux peroxyles en capturant les radicaux lifipgsmoui, 2012)

. Les minéraux :
Les minéraux jouent un role tres important dantutee contre le stress oxydant en

agissant comme des cofacteurs des enzymes antiegdaarmi ces éléments :
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v Le sélénium:

C’est un constitutif de glutathion peroxydasepilg un rdle protecteur contre certains

cancers, il s’opposerait aux effets toxiques des&®LU’ADN (Birben et al, 2012)
v Lecuivre:

C’est I'un des cofacteurs du superoxyde dismutgsasolique, il est impliqué dans la

lutte contre les RI(Pincemail, 2004)
v Le manganese :

C'est un cofacteur de la SOD mitochondriale, il tiggge a la dépollution de

I‘'organisme et protege les cellules contre legyatta de radicaux libréRincemail, 2004)
v Lezinc:

C’est un des constituants de superoxyde dismutgteplasmique. Il protege les
groupements thiols des protéines de I'oxydatiopelit inhiber partiellement les réactions de
formation d’especes oxygénées induites par ledde @uivre(Pincemail, 2004)

v Lefer:

Le fer reste un élément indispensable pour une domggénation musculaire et pour
les échanges sanguins. En effet, de nombreusemeszie défense contre les radicaux libres,
comme la catalase et 'neme oxygénase I, ont hedeifer. Les principales sources de fer
dans les aliments, sont le foie, la viande, lesalés complétes, le jaune d’ceuf et les légumes
verts(Devrieseet al, 2006)

v L’acide urique :

Le tissu humain ne possede pas I'enzyme nécess#arelégradation de 'acide urique
en allantoine c'est-a-dire I'urate oxydase. En éguence, I'acide urique s’accumule comme
produit final du catabolisme des purines et essgmten quantité importante dans le plasma
avant d'étre éliminé par voie rénale. L'acide udqpossede une fonction de piégeur
(Souchardet al, 2002)

1.10. Les méthodes d’évaluation de I'activité antiydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour la détetinmade I'activité antioxydante,
nommeées d'aprés le nom de la substance utiliséeneacsource de radicaux libres. Il est a
indiquer que différentes méthodes donnent des tedsuhssez différents et devraient étre
appliguées préférentiellement pour la comparaisemprdduits similaire§Georgievaet al.,
2010)
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1.10.1. Méthode d&®PPH (2,z-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Le DPPH est un radical libre, stable ou acceptéwdidogene de couleur violet inten:
Ce radical perd sa coloration native quand il sealiec des substances anti oxydantes (.
qui lui transferent des électrons ou des protorss fdrme réduite du DFH confere a la
solution une couleur jau{&adow et al, 1997 ; Cavaret al, 2009)

Le virage vers cette coloration et I'intensité dedécoloration découle, de la nature
la concentration et de la puissance des princigiifs arésent(Kroyer etal., 2007)

La réaction peut se résumer de la fagon sui

DPPHse + (AH)1 — DPPH-H+ (A¢) n

1.10.2. Méthode-RAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

C’est une méthode de dosage colorimétrique du feeind'électrons, basée sur
capacité des produits testés a réduire |. Originellement congue pour mesurer le poter
antioxydant du sangalméthode FRAP a pour avantage d'étre adéquate npesurer le
potentiel de composeés purs. De plus, elle estle, rapide et peu coutel (Pellegrini et al,
2003; Prior et al, 2005)

Elle consiste a observer api4 minutes le changement d'absorbance a 593 r a la
réduction du complexe EeTPTZ (fer 2, 4,-tripyridyls-triazine) et I'apparition d'une coule
bleue(Benzie et Strain, 1996 ; Roginsky et Lissi, 20C (Fig. 4).
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Fe"-TPTZ + reducing sntioiidist —— & Fe"-TPTZ (lntense bloe ai 595 aim)

Figure 4: Réaction de la méthode FR (Prior et al, 2005.

1.10.3. MéthodeTEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) avec ABT:

Cette méthode est basée sur la capacité antioxe (CA) a neutraliser le rical

ABTS (sel d'ammonium dealide 2,z-azinobis-(3-éthylbenzothiazolinedulfonique).
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La CA est mesurée comme la capacité desposés tests a diminuer l'intensité di
coloration obtenue a partir de I'ABTS en la compaavec un antioxydant de référence
Trolox (acide 6-hydroxy2,5, 7 ,&tétraméthylchroman-2-carboxylique).

La réduction de I'ABTS (Fig.) conduit a une décoldian du bleu d la solution
ABTS mesurée a 64%34 nm de la solutio(Reet al, 1999)

HO™ g, s 4 ABTS
A o @

—_ +e

Nrf s,

o LT Hn 2

% < =TT e

HO R s s -
&5 ToH ABTS

Figure 5: Oxydo-réduction de I'ABTS en ABTS
(Christopher et al, 2014)

1.10.4. Laméthode ORAC (Oxygen radical absorbance capacit

Elle mesurela capacité d'un antioxydant a prévenir les dommage/dars d'une
molécule cible par des radiceé peroxyles générés par I'AAPH (- azobis (2
amidinopropane) dihydrochlorid(Crichton et al., 2002)

Cette méthodeonsist a la dégradation de la molécule cible lorsqu'dlteogydée pa
les radicaux peroxylg®u et al.,, 2001)

Elle a unavantage d’étre adap aux antioxgants hydrophiles et lipophilc Elle peut
étre applicable pour évaluea capacité antioxydante des alimeaiss que les solutions
biologiques tels quée plasma sangui(Cao et al, 1996; Wanget al, 199¢; Prior et al,
2003 ; Prior ¢ al., 2005)

1.10.5.Méthode de TRAP (Total radica-trapping antioxidant parameter)

Cette méthode est basée la protection fournie par les antioxydants sul
décroissance de la fluorescence de -phycoérythrine (RPE) au cours d'une réaction
peroxydation contrélée. La fluorescence «-phycoérythrine est désactivée par ABAP (-
azo-bis (2 - amidino- ppane) de chlorhydrate en tant que générateurdileata (Nur alam
etal., 2013).
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1.10.6. Test de blanchiement df3-caroténe
Dans ce test l'activité antiradicalaire des exradist déterminée en mesurant
I'inhibition de la dégradation oxydative dB-carotene (décoloration) par les produits

d'oxydation de I'acide linoléiqu&ouamé etal., 2009).
1.10.7. Méthode de la xanthine oxydase

Elle est basée sur l'inhibition de la xanthine @asalqui conduit une diminution de la
production d'acide urique, qui a été déterminéegspactrophotométrigOskoueian et al.,
2011)

1.10.8. Méthode de DEPG (N,MNlimethyl-p-phenylene diaminedihydrochloride)

Elle est basée sur la réduction de couleur delldgiso tamponnée de DEPG dans un
tampon acétate et le chlorure ferrique. La procgduplique la mesure de la diminution de
I'absorbance de DEPG en présence d'accepteursreneémum d'absorption de 505 r(idur
alametal., 2012).

1.10.9. Piégeage du radical superoxyde (02--)

Le radical réduit le NBT (Nitro-Blue Tétrazolium) de couleur jaune, en bl
formazan de couleur pourpre qui absorbe a 560 nm.
Un antioxydant capable de capter l'anion superoxgmgéchera la formation du bleu de
formazan et la solution restera jaune. Les abscdzaonbtenues permettent de calculer un
pourcentage d'inhibition de la réduction du NBfar rapport & un témoin constitué du milieu
réactionnel dépourvu de composé antioxydant.
Une courbe représentant le logarithme du pourcentd@hibition en fonction de la
concentration de composé testé, permet de détarhaiis, (concentration inhibant 50% de

I'activité) du composéParejo etal., 2002)
1.10.10. Piégeage du peroxyde d'hydrogene Bk scavenging activity)

Le peroxyde d'hydrogéne est considéré comme toxique les cellules car il permet
la formation des radicaux hydroxyl€Shrinivas etal., 2011)

L’évaluation de la capacité du piégeage du perexytlydrogene est basée sur son
absorption dans le domaine de I'UV. Comme la canggon de HO, diminue par les
composés piégeurs, la valeur d'absorbance de egeder 230 nm diminue également
(Malgalhae etal., 2008).
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1. Les polyphénols

1.1. Généralité

Ces métabolites a poids moléculaire élevé, sordctanisés par une structure de base,
ayant comme point commun la présence d’au moirsyale aromatique porteur d’'une ou de
plusieurs fonctions hydroxyles qui peuvent étrehylés, acylés ou glycosylés, et comportant
au moins 8000 structures connues différentes, tatlarmolécules phénoliques simples tels
que, les acides phénoligues a des composés hautgrobmeérisés comme les tanins
(Bahorun, 1997, Martin etAndriantsitohaina, 2002).

Les flavonoides représentent plus de la moitié plelyphénols,les lignanes, les
coumarines ainsi que les stilbenes qui se divieenplusieurs composdManach et al.,
2004; Erdmanetal., 2007)
lls se trouvent dans les plantes, depuis les ragimsgu’aux fruits. Ces composés jouent un
réle essentiel dans la croissance et la survie végetaux. En effet, ils constituent un
mécanisme de défense contre les agents pathodes@srasites, les prédateurs ainsi que les
rayons UV du solei{Tapiero et al, 2002 ; Yusuf, 2006)

1.1.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont les principaux polyplséretrouvés dans I'alimentation
sont des composés organiques posseédant au moineneoi®n carboxylique et un groupe
hydroxyle et ils sont représentés par deux clastes dérivés de l'acide benzoique et de
I'acide cinnamique (Fig. GEI Gharras, 2009)

Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivédsadde benzoique de structure
(C6-C1) possédant au moins une fonction carboxylanehydroxyle phénolique. L'acide
galliqgue l'un des acides phénols le plus couramisiaique son dimeére, lacide
hexahydroxydiphenique sont des éléments hydrolgsalsbnstitutifs de tanins. lls sont
abondants dans les fruits et Iégur(®sineton, 2009 ; Legrand, 2015)

Les acides hydroxycinamiques sont des dérivésatede cinnamique aussi connus
sous le nom de phénylpropanoide. Leur structur@CérC3) est caractérisée par un squelette
de base constitué d’un noyau benzénique et d'uametlaliphatique a 3 carbones avec un ou
plusieurs groupements hydroxylés réactivité de cette classe de molécules estrdiétée
par le degré d’hydroxylation et de méthylation dycle benzénique et son éventuelle

modification par des réactions secondaff&sira et al, 2008 ; Legrand, 2015)
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Acides phénoliques

RS COOH R5 2 -CO0H
R4 R2 R4 R2
R3 R3
acides benzoiques R2 R3 R4 RS acides hydroxycinnamiques
acide p-hydroxybenzoique H H OH H acide p-coumarique
acide protocatéchique H OH OH H acide caféique
acide vanillique H 0OCH; OH H acide férulique
acide gallique H OH OH OH
acide syringique H OCH,; OH OCH, acide sinapique
acide salicylique OH H H H
acide gentisique OH H H OH

Figure 6: Exemples des acides phénolig¢€sira et al, 2008)

1.1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont des métabolites secondairieeprésentent une large gamme des
composés phénoliquéSeleemet al, 2017)

lIs sont considérés comme des pigments quasi seikerdes végétausouvent
responsables de la coloration des fleurs, desfetiparfois des feuilles. lls sont présents dans
I'épiderme des feuilles ainsi que dans la peaurdés et donnent des couleurs qui varient du
jaune clair au jaune ¢Ghestemet al, 2001)

A l'état naturel les flavonoides se trouvent lespiouvent sous forme d’hétérosides,
mais leur localisation cellulaire est encore iraiekt bien que certains résultats favorisent le
stockage dans la vacuole ou dans le réticulum dasiojque(Lilou et al, 2008)

= Structure chimique

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavan2-phényl chromone leur structure
de base est a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6}jtaérde deux cycles phényles A et B,
reliés par un hétérocycle oxygéné, que désignettiee |C portant des fonctions phénols libres,

éthers ou glycosidg®acosta, 2003 ; Milane, 2004omme le montre la figure 7.
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Figure 7: Structure chimique de base des flavonc (Krishna et al., 2001).

= (Classification

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétiqaemmune et possedent le mé
élément structural de base.

lIs peuvent étre subdivisés en plusieurs classies $e degré d’oxydation du noy:
pyranique central, dont les plus importanisont : flavones,isoflavandiols, flavanols
flavondiols, aurones, chalcones, anthocya(Effendi et al, 2008)(Tabl.6).

Tableau 6: Principales classes des flavonoides avec quelo@sspge:
(Aruoma et al, 2003)

Classes Strocture chimigue R3" | R4" RS5" | Exemples
"a H OH H Apigénine
(L
Flavones e /@}I OH | OH H Lutéoline
L. B OH | OCH: | H Dnosmetine
T o H OH H Kasmpférol
= R L-’:r o
Flavonols ST 1]-\ = |OH | OH H | Quercétine
- E =2
I:H\J OH | OH OH | Myrecétine
Flavanols nl&["{?}r"‘i’l‘i—-j-\ﬁﬁ_ OH | OH H Catéchine
.h_il___m-._m_, —
T L |H Jou H | Maringénine
Flavamones ._-:-:EC] ,':;._3' o
L= . OH | OH H Eriodictyol
(=] =,
1 e |H |OH H | Pelargonidine
63
Anthocyanidines Wﬂﬁ_ OH | OH H Cryanmnidine
T’ (] 3 e
P OH | OH OH | Delphénidine
BRs | BT R4
Isoflavones OH | OH OH | Genisteine

H O=-Gila | OH | Dardeeine

25




Premiere partie Synthese bibliographique

Des substituants des cycles A et B donnent naissandes composés différents a
I'intérieur des flavonoides. Ces substitutions eEuvmpliquer 'oxygénation, l'alkylation, la

glycosylation, I'acylation et la sulfatatigBalasundramet al., 2006)

= Localisation et distribution des flavonoides dans plante

Les flavonoides sont largement répartis dans ledeaégétal, ils sont distribués dans
les feuilles, les graines, I'écorce et les flewrs dlantegMedic et al, 2003)

lIs se trouvent dans les vacuoles des cellules fmuase glycosylées ce qui permet
d'augmenter leur solubilité et de limiter leur @@ pour la cellule. lls sont abondants dans
les Iégumes (salade, choux, épinards, etc.), lesyas : (citrons, orange, pamplemousses) et
les fruits : (abricots, cerises, mdres et raisif. se trouvent également en quantité
importante dans de nombreuses plantes médicinalgesespécifiquement dans les herbes
aromatiques comme le thym, le persil, le romarile €gleri(Manach et al,, 2004)

Sur le plan cellulaire, ils sont synthétisés daes dhloroplastes puis migrent et se
dissolvent dans les vacuol@dquemal, 2008)

On trouvera par exemple, les flavanones dans lesras, les isoflavones dans le soja,
les anthocyanes et les flavonols ont eu une laigfeibiition dans les fruits et les légumes
tandis que les chalcones qui se retrouvent fréquerhilans les pétales des fleurs (Tabl. 7).
(Piguemal, 2008)
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Tableau 7: Distribution alimentaire des classes de flavono(@edman et al, 2007)

Flavonoides Aliments Caractéristiques

Flavonols Oignon, thé, pommes] Groupe le plus abondant. Les composeés les plus
représentatifs sont le kaempferol et la quercétossedent

un trés fort pouvoir antioxydant.

Flavones Persil, céleri. Les moins abondantes dans les fruits et légumes. Le
flavones se différent des flavonols par le mandue @H
libre en C3

Flavanones | Fruits du genre Citrus| Les principaux aglycones sont la naringénine dkans
pamplemousse, I'hespéridine dans I'orange et ldicigol

dans le citron.

Isoflavones | Graines de soja et Variabilité structurale. Présents dans les plastes forme
dérivants libre ou glycosylée.
Flavanols Thé, cacao, chocolat| Sous forme de monomeéres, dont I'unité la plus senagt la

catéchine, et sous forme polymérique appelés les

proanthocyanidines

Anthocyanes [ Raisins et céréales. Groupe le plus important des substances colorées,

contribuent a la coloration des plantes.

1.1.3. Les tanins

Les tanins sont des composés phénoliques complexeables de se lier aux protéines
en solution et de les précipiter. Ills sont nateraknt produits par les plantes, et se
caractérisent par leur facilité & se combiner aaténes. lls sont solubles dans I'eagOHet
présents dans les écorces des fruits de quelgaeegMakkar, 2003).

Selon la structure, on a deux types de tanins tae#s hydrolysables et les tanins

condenses, dits aussi : proanthocyanidines (Fi@/&)merris et al, 2006)

* Les tanins hydrolysables

Ce sont des esters de glucose et d’acide galligciéeifnent hydrolysables par voie
chimique ou voie enzymatique. lls Libérent alore yrartie non phénolique et une partie
phénolique qui peut étre soit de I'acide galliggmit un dimére de ce méme ac{denénezet
al., 2014).
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* Les tanins condensés
Sont des oligomeres ou des polymeres de flavanr8li@és par des liaisons entre les
carbones C4 et C8 ou C4 et C6 .Ce sont des motetwldrolysables, leur structure est
voisine de celle des flavonoides est caractérisgd’qosence de sucre. Leur hydrolyse ne
donne pas de composés simples comme le glucossacides phénols comme le cas pour
les tannins hydrolysables, mais plutot des anthadyzes(Andersen et Markham, 2006 ;
Klongsiriwet et al, 2015)

i - “EiH = 1\
| '** e
o o o ﬁ""l.-}l- P
[ 1 L I *_ :L..-m
| |
-\.-\1 I- T "-"'“_-'""-\.._CI_' -F-!:br-ﬂ'

[ w0 gy

Figure 8: Exemple de structure d’un tanin condensé (a) at thain hydrolysable (b)
(Vermerris et al, 2006).

» Les propriétés pharmacologiques des tanins

Plusieurs observations, chez les humains comme leseanimaux de laboratoires
suggerent que les tanins possedent un large spéetrgropriétés pharmaceutiques ;
thérapeutiques et chimio protectrices dues a lmprjgté antiradicalair€Tohgeet al, 2005)

En effet, les tanins protégent contre les toxicitéguites par différents agents
(hydrogéne peroxyde, acétaminophene, extraits sostéans le fumé du tabac...), contre
I'hypercholestérolémie. L’action cytoprotectricesd@aoanthocyanidines est supérieure a celle
des vitamines C, B et bétacarotéRay et al, 2000)

1.1.4. Les stilbénes C6-C2-C6

Ce sont un groupe trés vaste des polyphénolsolis mésents dans toutes les sources
végeétales. La structure chimique de base est caFeptes deux cycles aromatiques liés par un
pont méthylene (C6-C2-C6) (Fig. 9heray, 2010 ; Collin & Crouzet, 2011)
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R4 _
R2 R4

R2

Figure 9: Structure de base des stilbenes (tran ou cis)
(Collin & Crouzet, 2011).

lls jouent un réle important dans les mécanismedéfiense constitutifs et inductibles,
y compris des activités antibactériennes et argifpres. Les stilbénes possedent un large
spectre d'effets pharmacologiques et thérapeutigeissque I'effet anti-épileptique, anti-

oxydant, anticancéreuxeray, 2010)
1.1.5. Les lignanes (C6-C3)

Ce sont des composeés dimeres formés par le cauplagleux fragments (C6-C3)
monomeres dérivées de la voie des phénylpropan(ideslO)(Gilani & Anderson, 2002)

En fonction de la structure, les lignanes peuvdrg élassés en cing familles de
composeés : proper lignanes, néolignanes, sescailég) dineolignanes, norlignans et des
lignanes hybridegCalvo-Flores et al.,2015)

CHs

CHs

Figure 10: Structure de lignanglost et Jost-Tse, 2016)

1.1.6. Les coumarines C6-C3

Les coumarines ont une structure de base (C6-G8) (R) dérivant des acides

orthohydrocinnamiques. Différents dérivés coumgties ont été isolés, habituellement, les
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substituants sont dans les positions C5, C6, C@gfpar ex : I'ombelliférone, L’hierniarine,

I'aesculétine, la scopolétine, I'osthenol, 'osthgl (Cazes, 2001 ; Collin et Crouzet, 2011)

Figure 11: Structure de coumarin®runeton, 2009).

1.2. Biosynthése des polyphénols

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies/htbétiques
» La voie de I'acide shikimique

» La voie de I'acide malonique

De plus la diversité structurale des composés peélypliques est due a cette double
origine biosynthétique. Elle est encore accruelpaossibilité d’une participation simultanée
des deux voies dans I'élaboration de composésgit@imixte : les flavonoide@artin et
Andriantsitohaina, 2002)

» Propriétés biologique et intérét des polyphénols

Les composés phénoligues exercent une activitéxamkante via plusieurs mécanismes:
piégeage direct des ERO ; inhibition des enzymegmérices d'EOR, chélation des ions de
métaux de transitions et induction de la biosyrdhé®nzymes antioxydantd&ki et al.,
2005)

Les polyphénols constituent une importante fandlentioxydants dans les plantes, les
fruits et les légumes. lls ont également un rolesda contréle de la croissance des plantes.
lIs permettent aussi aux végétaux de se défenareecies rayontV.

Certains d’entre eux jouent le rble des isoflatenmermettant de lutter contre les
infections causées par les champignons, et legtestMakoi et Ndakidemi, 2007)

Ces composés montrent aussi des activités aniRogenes, anti-inflammatoires,
antiathérogenes, anti-thrombotiques, analgésiqaeishactériens, antiviraux, anticancéreux
anti-allergénes, vasodilatateurs et antioxydantg. (E2) (Gomez-Caravacaet al, 2006 ;
Babar Ali et al, 2007 ; Fallehet al, 2008)
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Action sur les cellules du
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Lin¢i-owdanf J
e i e
Détoxifiant <«—— — POLYPHENOLS<_——> Anfti-inflammatoire
L\/\[\g
// \ ﬂnfj_agpéggn'[

Vasodilatateur Anti-thrombotique

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 12: Effets biologiques des polyphén (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

1.3. Biosynthésales flavonoide

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétigoenmune et, possedent le mé
élément structural de base.

La biosynthese des flavonoii (Fig. 13)se fait par la condensation de trois moléc
de malonyl-CoA(voie des malonates) avec |- coumaroyl€oA (voie du shikimate via |
phénylalanine) produisant une chalcone ou la 4,8’ -tétrahydroxychalcone sous l'action
la chalcone synthase. Cette chalchone peut seseydous I'action de la chalcone isomél
en flavanone : naringénine. Cette derniere est boBtge en différentes classes
flavonoidegHashimoto et al, 2004)

HO. -~ | Stilbenes |
JFaoH / HOw oy ~OH Ao o —
+ BTHL i = - U t[ | . - '__.nluro|1e5|
TCOSCoA ST CHS -»l ' -I -
= -
4-Caumaroyl-Col Malonyl-Cos 4.2' 4" 8'detrahydroxychalcone
CHI
Y o ~OH
| - [Fla
HIO. ) MO s & __|_1__‘ J[ lavoneas|
| - T 1 -
L N A = |Isofi: 5|
T - F3H ,___T:__, ‘r |=_.o_ljw_nn_¢=.
Dihydrokasmpferol e T~
thydrokaempfaro . - S -
y B Naringening (Flavand-oia
/ .
/ R
L4 - ¥
Flavanols | Leucoanthocyanidines = Anthocvanes | |3-Deoxycyanidines

Figure 13: Biosyntheése de différentes classes de flavon (Subsamanianet al, 2007)
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» Propriétés biologiques des flavonoid
v’ L’activité antioxydante

Les flavonoides ont suscité l'intérét scientifiglepuis dedécennies cause de leur
importance dans la physiologie des plantes et desledles dans la pigmentati la
croissance et la reproductidis sont impliqués chez les plantes dans le tramspélectrons
lors de la photosynthegEig. 14) (Manach et al., 2009.

Certains d’entre eux jouent également un réle deoaltexines, pour lutter contre u
infection causée par des champignons ou par degriesc Leur action antioxydae ne
s’'exerce pas seulement par l'inhibition des radicdibres, elle se manifestpar la
neutralisation d’enzymes oxydantes et par la cioélat’ions métalliques responsables d
production des espéces réactives de I'oxy(Cotelle, 2001 Marfak, 2003).

A cause de leurs faibles potentiels redox, lesoffavdes FI-OH) sont capables de
réduire les radicaux libreR¢), comme le superoxyde, le peroxyle, I'alkoxyld’leydroxyle,
par transfert d’hydrogene et le flavonoxFL-O¢) qui en résulte peut réagir avec un a
radical pour former une structure sta(Jovanovicet al, 1998)

0E : 0 ! v

..:H}; . | JIE 3 L;[ ” _lm -H'

(T

l

s

Fhuv-OH Tlav-0 quinong

Figure 14: Piégeage des espéces réactives oxygenées EOA filavtenoide
(Marfak, 2003).

Les flavonoides sont aussi considérés comme de tudlateurs d’'ions meétallique
comme le fer Fe**) et du cuivre Cu®) qui sont essentiels pour certaines fonct
physiologiques, mais ils sont aussi responsablda geoduction du radicchydroxyle par la

réduction du peroxyde d’hydrogéH,O, selon la réaction suivantéDacosta, 200:
H,O, + Fe* + (Cu) —> OH + OH + F&" (CU/*")
v L'inhibition enzymatique

Afin de préciser le mécanisme d’action de l'acé@vinhibitrice des flavonoides, d

études ont été réalisées sur I'effet de la quere&tur I'oxydation de I'acide linoléique [
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une lipoxygénase. Le mécanisme d’inhibition desxygénases par la quercétine ne serait
pas dii & une complexation ou & une oxydation dU, Feais plutét & une inhibition
irréversible résultant de liaisons covalentes efigezyme et les dérivés oxydés de la

quercétine (quinone ou radical phénog@hebil, 2006)
v L’emploi thérapeutique des flavonoides

L'utilité thérapeutigue de ces composés a été dédwians les hémorragies gastro-
intestinales, avortement habituel, ménorragie, raildese hémoptysie, la maladie de Meniere,

épistaxis, rétinopathie, hémorroides et syndromalgaud.

lIs jouent un réle important dans la prévention ltdemme vis-a-vis de certaines
maladies liees au stress oxydatif tels que le canes maladies cardiovasculaires et
neurodégénératives a cause leurs propriétés aydaaregHodek et al, 2002)

lIs ont une action antitumorales, anti-inflammagsijrvasodilatatrices, antidiabétiques,
et antiallergique¢Sharmaet al, 2008)

lIs sont aussi hépato-protecteurs, antispasmodiquigpocholestérolémiants,
antibactériens, et antivirayetti et Scully., 2009)
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Matériel et Méthodes

Nos travaux ont été réalisés au sain de laboratéerecherche : Antibiotiques,
Antifongiques : Physico-chimie, Synthése et Acémuitiologique « LAPSAB » de la faculté
SNV-STU, Université de Tlemcen.

1. Préparation du matériel végétal

Notre étude a été portée sur les feuilles d'unatplde la famille déloracéesMorus
nigra, connue sur le nom mdarier noir, récoltées datWilaya de Tlemcen durant le mois de
juin 2019. Les feuilles matures, sont séchées aéemture ambiante dans un endroit aéré et a
I'abri de la lumiére. Les feuilles séches sont bsockées jusqu’a leur utilisation ensuite
broyée a l'aide d'un broyeur électrique, afin defit une poudre fine, cette derniére a été
conservée dans des flacons en verre a températiniarge a I'abri de la lumiére pour éviter
la photo oxydation des substances actives darcuidre.

Figure 15: Feuilles deM. nigraséeches (A), et broyées (B),
(Photo prise au laboratoire)

2. Extraction du matériel végétal

Les extraits des feuilles dé. nigra ont été préparés a partir de 25 g de broyat, iet qu
ont été mise a macérer dans 500 ml d’'un mélang&&stone sous agitation discontinue a
température ambiante et a labri de la lumiere pargiheures.

Le macérat (eau/acétone) est filtré deux fois sgigement.
* La premiére filtration est réalisée avec le coton.

* Ladeuxiéme filtration est réalisée par le papléefWhatman.
Le filtrat obtenu est ensuite évaporé a laide d'totavapeur a 50°C jusqu’a
I'évaporation compléte de I'acétone et I'obtentibane phase aqueuse.
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La phase aqueuse obtenue subis une extractiorddidigiuide dans trois solvants
organiques différents (Chloroforme, acétate d’@hwyl-butanol) successivement. Les phases

organiques obtenues sont évaporées a sec. La fiuraontre le protocole extractif de la
matiere végétale.

Le rendement des extractions défini comme étamapeort entre la masse de I'extrait

sec obtenu et la masse de la matiére végétale, ssthmlculé selon la formule

Rdt (%) = (Me /Mv) x100

Rdt% : Le rendement d’extraction ®n

Me : masse de I'extrait sec aprés évaporation

Mv: masse de la matiére végétale initiale
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259 de poudre végétale

Macération pendant 24 h dans |
500n! eau/acéton(30/7C: viv) i

Filtration !

L._.I._._

Extrait brut eau/ acétone

Phase organique Phase aqueuse
(évaporation a 45°C)

X ]

Extrait Chloroformique } I Extraction liquide/liquide 3x avec 'acétate d’éthye (viv) !

Phase organique
(évaporation a 50°C)

L. 4

Extrait Acétate d’éthyle J |

Phase qrganique Phase aqueuse
(évaporation a 60°C)

i

Extrait n-butanol ]

Figure 1€: Protocole d’extraction des composés phénoligBasejo et al,, 2002)
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3. Dosage des composés phénoliques

3.1. Dosage des polyphénols totaux

Les composés phénoliques totaux sont déterminésapaéthode de Folin-Ciocalteu
constitué par un mélange d’acide phosphotungstitis®W:1,040) et phosphomolibdique
(HsPMO;2040) de couleur jaune. Cette méthode est basée s#diaction d’un complexe
jaune de molybdotungstane par les composés phéesligntrainant la formation d'un
nouveau complexe molybdéne-tungsténe de couleurdie absorbe a 725 nBoligon et
al., 2009).

» Mode opératoire

0,1 ml de chaque extrait a 1 mg/ml est mélangé avatd’une solution de carbonate
de sodium (N£COs) a 2% ;

* Les tubes sont agités puis incubés pendant 5 min ;

e 100 pl de réactif Folin-Ciocalteu (1N) sont ajouaéismélange ;

* Les tubes sont ensuite incubés pendant 30 min ;

» La lecture des densités optique est réalisés @el'diun spectrophotométre contre un
blanc a 700nm ;

* Une courbe d'étalonnage est réalisée en parallales des mémes conditions
opératoires en utilisant l'acide galligue comme todle positif a différentes
concentrations (0,05; 0,1; 0,2 ; 0,3 ; 0,4 ; Q%; mg/ml).

Les résultats sont exprimés en mg équivalent agalique par gramme d’extrait (mg
EAGI/QE).

3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon khooe décrite par Ardestani
Yazdanparast en 2007. C’est une méthode spectmpBtique utilisant le trichlorure
d’aluminium (AICk) et la soude NaOH.

Le trichlorure d’aluminium forme un complexe jauareec les flavonoides et la soude

forme un complexe de couleur rose qui absorbe kgavisible a 510 nm.
» Mode opératoire

* 500 pl de chaque extrait a 1 mg/ml sont mélangés aml d’eau distillé ;

* Les tubes sont ensuite incubés pendant 6 min d&type ambiante ;
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e 150 pl de trichlorure d’aluminium (Alg) a 10% sont ajoutés ;

* Les tubes sont incubés pour la deuxieme fois perglamn a température ambiante

* 2 ml dhydroxyle de sodium (NaOH) a 4% sont ajoutésiédiatement ;

e Le volume totale est ajusté a 5 ml avec I'eau ltBsti

» La lecture des densités optiques est réaliséede ItHun spectrophotométre contre un

blanc a 510 nm.

« Une courbe détalonnage est réalisée en paralleles des mémes conditions
opératoire en utilisant la catéchine comme contpdlgtif a différents concentrations
(0,05;0,1;0,2;0,4;0,5; 0,6 mg/ml).

Les résultats sont exprimés en mg équivalent cetégar gramme d’extrait (mg EQC/gE).
3.3. Dosage des tanins condensés

Les quantités des tanins condensés sont estiméadisant la méthode a la vanilline.
En milieu acide les tanins condensés se dépolyerérest par, réaction avec la vanilline se
transforment en anthocyanidols de couleur rougaurabkes par spectrophotométrie a 500nm
(Sunet al, 1998)

» Mode opératoire

e 50 pl dextrait a 10 mg/ml sont mélangés avec 150@e Ila solution
vanilline/méthanol (4%, m/v) ;
» Les tubes sont agités ensuite 750 pl d’HCI conéesdt additionnés ;

* Le mélange est laissé réagir a température amhpamigant 20min ;

 Une courbe détalonnage est réalisée en paralleles des mémes conditions
opératoires en utilisant la catéchine comme comtrlositif & différentes
concentrations (0,05; 0,2 ; 0,4; 0,6; 0,8; 1 mg/ml)

Les résultats sont exprimés en mg équivalent cat€char grammed’extrait (mg
EQC/gE).
3.4. Expression des résultats

Les teneurs en polyphénols, flavonoides et tarond@nsés sont calculés selon la formule
suivante : T = a*f/b

a: concentration a partir de la courbe d'étalonnagpective
f : facteur de dilution

b : concentration initiale de I'extrait
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4. Evaluation de l'activité antioxydante par la méhode de DPPH

Le DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un ali libre instable accepteur
d’hydrogengMohcen et Ammar, 2009)
DPPH.+ AH » DPPH-HA.

Le test consiste a metre une solution méthanoliguBPPH de couleur violette a une

concentration connue, de différentes concentratittssmolécules testées donnant la forme
réduite de couleur jaune, ce qui se traduit pardiménution de I'absorbance a une longueur
d’onde de 515nnfAtoni et al, 2005 ; Majhenic et al,, 2007)

» Mode opératoire
* 50ul de chaque extrait a différentes concentratiofantade 0,05 a 3,5 mg/ml) sont
ajoutés a195d d’une solution méthanolique de DPPH a 6,32.10;
*  Pour chaque concentration un blanc est préparérant Bul de chaque extrait et
1950ul de méthanol ;
* Le control négatif est préparé ; en mélangeub@e méthanol avec 19pDd’une
solution méthanolique de DPPH ;

e Apres incubation a I'obscurité pendant 30 min apgérature ambiante, la lecture des

absorbances est effectuée a 515nm a l'aide d’'ueargphotométrie ;

» Calcul des pourcentages d’inhibition
Les résultats du test DPPH sont exprimés en potage d’inhibition calculé a partir de
la formule suivante :
1% = (Ac- Ae / Ac) x 100
Ac : absorbance du contréle négatif ;

Ae : absorbance de I'échantillon ;

1% : pourcentage inhibition.

Cependant, cette activité n'a pas été achevée a saules conditions sanitaires et le
confinement dd au Covid-19 qui touche le monde ermti.
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Résultats et interprétation

1. Rendement d’extraction

Aprés extraction on obtient trois extraits difféied partir des feuilles del. nigra:
extrait brut, extrait chloroformique et extrait dédate d'éthyle, représentés selon leur

rendement, couleur et solubilité dans le Tableau 8.

Tableau 8:Rendement et caractéristiques des différents exutaM. Nigra.

Extraits Couleur Rendemen% Solubilité
Extrait brut Verte 1,32 Eau/éthanol
Extrait chloroformique Brune 2,1%% Ethanol
Extrait d’acétate Verte 3, ™% Ethanol
d’éthyle
Extrait n-butanol ND ND ND

(ND) : non déterminé

Le rendement obtenu a partir de chaque extraiexgstimé en pourcentage de masse
d’extrait par rapport a la masse des feuilles,eledement le plus élevé a été observe avec
I'extrait de l'acétate d’éthyle (3,7 %), suivi deXtrait chloroformique (2,1%), et enfin
I'extrait brut possede le plus faible rendemen82%). Les extraits obtenus sont de couleurs

et des rendements différents.
2. Résultats du dosage quantitative

2.1. Dosage des polyphénols totaux

Les teneurs en polyphénols totaux des extraitsdEterminées a partir de I'équation de
la régression linéaire de la courbe d’étalonnagkadéale gallique (Y = 0,077x - 0,59 ; R2 =
0,993), (Fig. 17).
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1,4 1

0,8 -

0,6 -

Absorbance (700nm)

0,4

0,0

Y=0,077x-0,59
R?=0,993

[Acide gallique] (pg/mL)

Figure 16: Droite d’étalonnage de I'acide gallique pour lealgs des polyphénols totaux.

Les résultats du dosage des composés phénoligaes toeprésentés dans la figurel8,

montre que le taux des composés phénoliques leghdwe a été détecté dans I'extrait brut

avec une teneur del93,16+0,023 mgEAG/gE, suivigpfmaction d'acétate d’éthyle avec une

teneur de 190,74+0,006 mgEAGI/QE, et la plus faibfeeur a été enregistrée dans la fraction
chloroformique avec une teneur de 190,30+0,009 ntgfgk.

Teneurs en polyphénols totaux
( mgEAG/gE)

193,5
193
192,5
192
191,5
191
190,5
190
189,5
189

188,5

W extrait brut
193,16

m chloroforme

M acétate d'ethyle

190,74

190,30

extrait brut chloroforme  acétate d'ethyle

Figure 17: Teneurs en polyphénols totaux au niveau des extiag feuilles d#l. nigra
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2.2. Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides des extraits sont détées a partir de I'équation de la
régression linéaire de la courbe d'étalonnage dmatéchine (Y = 0,0088x + 0,0005 ; Rz =
0,987), (Fig. 19)
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<
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[Catéchine] (ug/mL)
Figure 18: Droite d’étalonnage de la catéchine pour le dosiageflavonoides
Les résultats du dosage des flavonoides, représdatés la figure 20, montre que le
taux des flavonoides le plus élevé a été détects dlextrait brut avec une teneur de
283,50+0,011 mgEQC/gE, suivi de la fraction chlorafique avec une teneur de
186,90+0,058 mgEQC/gE. La plus faible teneur aegteegistrée dans la fraction acétate
d’éthyle avec une teneur de 48,30+0,008 mgEQC/gE.

300 + 283,50
0
(]
o 250 -
(@]
sm
E 8) 200 - 186,90 m extrait brut
ST 150
= ® chloroforme
S E
Q 100 -
) 4 '€
[
@ 48,30 acétate d'éthyle
N .
0

extrait brut  chloroforme acétate d'éthyle

Figure20: Teneurs en flavonoides au niveau des extraitsaliéites deMorus Nigra
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2.3. Dosage des tanins condensés

Les teneurs en tanins condensés des extraits &mmntrinées a partir de I'équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage deatachine (Y = 0,0021x- 0,016 ; R2 =
0,992), (Fig. 21).

0,07

Y=0,0021x-0,016
R2=0,992

0,06 +

0,05 +

0,04 ~

0,03 -~

Absorbances (550nm)

0,02 +

0,01 +

0,00 T T T T
0 5 10 15 20 25

[Catéchine] (ng/mL)

Figure 19: Droite d’étalonnage de la catéchine pour le dosi@geanins condensés

Selon les résultats obtenus, le chloroforme a edwbtenir la teneur la plus élevée en
tanins de 'ordre de 54,74+0,008 mgEQC/gE. Cependae trés faibles teneur a été trouvee
dans I'extrait brut avec une valeur de 0,874+0,0QEQC/gE (Fig. 22).

60 54,74
2 50
=
T2 .
20 40 extrait brut
o O
S LlJ
32 30 m chloroforme
c &
& Nt

20 H acétate d'éthyle

8,74
10
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0
extrait brut  chloroforme acétate d'éthyle

Figure 20: Teneurs en tanins condensés au niveau des exkesifeuilles d&. Nigra.
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Les teneurs de différents composés phénoliques @an$euilles deM. nigra sont
regroupées dans le tableau 9.

Tableau 9: Teneurs de différents composés phénoliques damestests deM. nigra.

Composeés Extrait brut Chloroforme Acétate
phénoliques d’éthyle
Polyphénols 193,16+0,023 190,30+0,009 190,74+0,006
(mgEAG/gE)

Flavonoides 283,50+0,011 186,90+0,058 48,300,008
(mgEQC/gE)

Tanins 0,874+0,004 54,74+0,008 8,74+0,00
(mgEQC/gE)

Selon le tableau ci-dessus, les teneurs en compbsdmliques varient d’un extrait a
l'autre.

Les teneurs les plus élevées en polyphénols tatar flavonoides sont trouvées dans
I'extrait brut préparée par macération et qui stet’ordre de 193,16+0,023 mgEAG/gE et
283,500,011 mgEQC/gE, respectivement.

Ces teneurs sont suivies par celles de la fracidaroformique avec des teneurs de
190,300,009 mgEAG/gE en polyphénols totaux et 9d@&8),058 mgEQC/gE en flavonoides
et 54,74+0,008 mgEQC/gE en tanins condensés corategnmaximale.

Par ailleurs, la fraction acétate d’éthyle renfedméaux le plus faible en flavonoides
(48,30+0,008 mgEQC/gE). Tandis que la teneur la paible en tanins est obtenue dans
I'extrait brut eau/acétone (0,874+0,004 mgEQC/gE).
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Discussion

Le mdrier est une plante médicinale, elle est defmrigtemps utilisée pour son action
favorable sur la santé grace a son contenu en iviggmacides organiques, minéraux, sucres

et principalement les composés phénoliqigsisli et Orhan, 2007).

Diverses études avaient montré que les flavonoéees polyphénols étaient les
principaux composants végétaux bioactifs et avaides propriétés biologiques et
pharmacologiques d’extraits, de fractions et desttwrants actifs isolés de différentes parties
de la plant¢Thomas, 2016)

De nombreux chercheurs s'intéressent a I'étudecese ingrédients naturels, les
molécules phytochimiques qui possédent une vailigtgropriétés biologiques, y compris une
activité antioxydantéLi et al.,2014)

Il a également été largement rapporté que les m&oes riches en constituants
anthocyaniques ayant des activités anti radicalagmarquables et d'autres avantages pour la
sant&Tahir et al, 2017)

Dans cette étude, et dans un premier temps, |leidrades feuilles délorus nigra

donne des rendements variables d’'un extrait arBaut

L’extrait acétate d’éthyle donne le rendement ligs elevé (3,7%), suivi de I'extrait
chloroformique (2,14 %) et I'extrait brut (1,32%).

Ces résultats sont inférieurs a ceux trouvéd.phmar et al (2017) ou les rendements
d’extraction des feuilles du mdrier sauvage son62% pour I'extrait méthanolique et 12,92

% pour l'extrait aqueux.

L’étude réalisée sur le mdrier sauvage Panaashari et al (2015), sur I'extrait
méthanolique et aqueux donne des rendements eatagivt importants de I'ordre de 15,43%
et 11,87%, respectivement. Alor que I'étude faide Mahroune et Boulebtina (2017) les
rendements sont 20,67% et 12,92% dans les mémestoprécédents

Ces difféerences s’expliquent par le contenu enpayols qui varie selon le type des
solvants et la variété de la plante ainsi que lahode d’extraction utilisée. Ces facteurs
jouent un réle important dans le rendement desigx{tahmar et al, 2017)

Ainsi, nous avons réalisés des dosages des complogisliques au niveau des extraits

étudiés et qui révelent que ces extraits sontriok®s en composés phénoliques avec une
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prédominance au niveau de l'extrait brut (193,1628 mgEAG/gE en polyphénols et
283,50+0,011 mgEQC/gE en flavonoides).

Les teneurs en polyphénols totaux obtenues dan® r@tde sont de l'ordre de
193,160,023 mgEAG/gE dans [I'extrait brut, 19083@9 mMgEAG/gE dans [I'extrait
chloroformique, et 190,74+0,006 mgEAG/gE dans fkatzd’éthyle.

Dans une étude portant sur I'extraction des fesille mdrier sauvage, les auteurs
rapportent des teneurs en polyphénols totaux ddréode 268,53 + 0,021 mg EAG/gE dans
I'extrait méthanolique, et de 87,058 mg EAG/gE ddestrait aqueux Mahroune et
Boulebtina, 2017)

Alors que d’autres résultats réalisés panaashari et al (2015) montre que les
teneurs en polyphénols totaux dans I'extrait méthque et aqueux des feuilles de mdarier
sauvage sont 108,64 mg EAG/QE et 86,88 mg EAG&HEpectivement.

Les résultats obtenus par ces études sur lesefewid marier sauvage ont révélent que
le meilleur solvant d’extraction est le métharféitfella, 2010). Par contre, les solvants

utilisés dans notre étude sont : eau/acétone,afblone et acétate d’éthyle.

Puisque, la plupart des phénols simples présents lda vacuoles peuvent facilement
étre extraits par les alcools. Ces composés somidaints dans les feuilles en générale
(Sellappanet al,, 2002)

Par ailleurs, la teneur en flavonoides trouvée dlahsde deMahroune et Boulebtina
(2017) est de 53,11+0,002 mg EQ/gE dans l'extrait méthane, et 51,74 + 0,003 mg
EQ/gE dans l'extrait aqueux. Néanmoins les propostisont relativement proches, ceci
s’explique par le fait les hétérosides sont hydrudses et également solubles dans les alcools

(Grotenwold, 2006) expliquent les auteurs précédents.

Ces résultats sont nettement inférieurs a ceux vé®udans notre étude
(283,50+0,011mgEQC/gE dans [l'extrait brute, 186(M0%8 mg EQC/gE dans le
chlorofome).

D’autre étude réalisée phtustafa etal. (2008)ont trouvé dan$/l. nigra des teneurs
moyennes de 2737 mg EAG/gE en polyphénols totauxuret quantité importante

d’anthocyane avec une moyenne de 571 mg Eq. cydgigli
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Les résultats obtenus a partir de l'analyse qusivet dePawlowska et al. (2008)
montrent une quantité totale plus élevée en flaidesdans les fruits dd. nigra de 37,8

mg/10 g.

Des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoaidgsété observées p&ezai
Ercisli et al.,(2006) dans le marier (1422 mg EAG/100 g de matierecfaiet 276 mg Eq.
guercétine/100 g de matiere fraiche).

Ces résultats ne concordent pas complétement atarwwés dans notre étude dont les
valeurs sont moins élevées. Ces difféerences darsoraposition des flavonoides et de
polyphénols dépendaient non seulement de l'espaceaussi des conditions de croissance,
telles que le sol, les conditions géographiques eavironnementales pendant le
développement, et les différences génétiques gumsila nature de solvant et les conditions
d’extraction(Nkhili et al, 2009).

Autres études menées parcisli et Orhan, (2007) révélent que la quantité en
flavonoides totaux dans le mdrier noir (276 mg QEOQ g) était plus élevée que celle du
marier blanc (29 mg QE / 100 g) et du marier ro(9 mg QE / 100 g).

De nombreuses recherches ont prouvé les proprétdaxydantes dél. nigra par
différentes méthodes, y compris le piégeage deah@PPH(Kalkan Yildirim et al.,2006 ;
Mustafa, 2008 ; Mazimbaet al.,2011 ; Chenet al.,2016 ; Budimanet al, 2017 ; Souzaet
al., 2018).

Nous avons démontré que les feuilles du mdarier somt riches en flavonoides,
polyphénols et tanins. Ces résultats suggerenteguieuilles du mdrier noir sont une source
précieuse en composeés bioactifs a pouvoir antexiydaturel et constituent un traitement

alternatif pour divers pathologies.
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatigienédicinales posséde des
propriétés biologiques tres importantes qui trotvaE nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosrg@abagriculture.

L'utilisation des plantes médicinales en phytotpéra recu un trés grand intérét dans
la recherche des substances bioactives naturBiéese fait plusieurs travaux ont été faits sur
les plantes médicinales dont la présente étudeesgiconsacrée au dosage de quelques
composes phénoliques des feuillesvius nigra

L'extraction des feuilles de mdrier a permis dobt des rendements qui différent en
fonction des solvants utilisés, alors que la termurcomposés phénoliques, flavonoides et
tanins condensés était conséquente.

L’analyse quantitative montre que les extraits tiaslles deMorus nigra sont tres
riches en métabolites secondaires et principalee®rebmposés phénoligues, et que la teneur
de ces composés varie d’'un extrait a un autre, amecprédominance au niveau de I'extrait
brut (193,16+0,023 mgEAG/QE en polyphénols totaux283,50+0,011 mgEQC/gE, en
flavonoides). De ce fait, dans les conditions expéntales de notre étude, I'extrait brut est
I'extrait qui donne les teneurs en composés phéuets les plus élevées.

Les résultats obtenus dans cette étude, montiehkesse des feuilles déorus nigraen
substances chimiques, qui pourraient représentéeouvelle source potentielle de principe
actif et thérapeutique. De ce fait, d'autres etusbrent nécessaires pour compléter ce travalil
et qui se résume dans les points suivants :

v' Achever le travail en analysant I'activité antioapde des extraits préparés.

v Utiliser les méthodes d’évaluation de l'activité&iarydante comme la méthode
FRAP, décoloration du béta-caroténe et le test ABTS

v Effectuer les analyses chimiques (CCM, CPG, HPLCR&IN...) pour
I'identification de la composition chimique de l@pte.

v" Rechercher I'activité antioxydait vivo.

v Recherche d’'autres activités biologiques commetiVa€ antidiabétique,

antimicrobienne, anticancéreuse ...et d’autres.

52




Réferences

bibliographigues

V7 4

Id




Références bibliographiques

s Abd El-mawla, A.M.A., Mohamed, K.M., & Mostafa, A.M. (2011). Induction of
Biologically Active Flavonoids in Cell Cultures d¥lorus nigra and Testing their

Hypoglycemic EfficacySci. Pharm,79, 951-962.

% Agata, K., & Umesono, Y.(2008). Brain regeneration from pluripotent steetiscin
planarianPhilos. Trans. R. Soc. Lond. B Biol. 263, 2071-2078

s Ahmed, A., Ali, M., EI-Kholie, E., EI-Garawani, I., & Sherif, N. (2016). Anticancer
activity of Morus nigra on human breast cancer lvel (MCF-7): The role of fresh and
dry fruit extracts. J. Biosci. Appl. Res, 2, 352136

% Ait Fella, R., (2010). Les activités biologiques du genre Lavéadua lavande). Univ.
Ferhat Abbas Sétif. 35p.

% Anne-Laure, B., Vessela, A.P., Jacques, G., BarrealC., & Forget-Richard, F.
(2007). Analyse de facteurs biochimiques interagisslans le processusde biosynthese
des TCTB. Collogue Fusariotoxines des Céréalesehma

% Andersen, M., & Markham, K.R. (2006). Flavonoids: chemistry, biochemistry, and
applications. Taylor & Francis, London.

« Aruoma, O.l.,, Bahorun, T., & Jen, L.S. (2003). Neuroprotection by bioactive
components in extracts of medicinal and food plavitsational Research, 544, 203-215.

% Ardestani A., & Yazdanparast R. (2007). Antioxidant and free radical scavenging

potential ofAchillea santolineextractsFood Chem]104, 21-29

¢ Asnaashari, M., Tajik, R., & Khodaparast, M.H.H. (2015). Antioxidant activity of
raspberry Rubus fruticosus leaves extract and its effect on oxidative sigbibf
sunflower oil. Journal of Food Science and Technology2, 5180-5187. Doi:
https://doi.org/10.1007/s13197-014-1564-7

< Atoui, A.K., Mansouri, A., Boskou, G., & Kefalas, P (2005). Tea and herbal infusions:
Their antioxidant activity and phenolic profile. g@Chemistry, 89, 27-36.

< Aulifa, D.L., Fitriansyah, S.N., Ardiansyah, S.A.,Wibowo, D.P., Julata, Y.A., &
Christy, D.S. (2018) .Phytochimique Dépistage, activité antibaehne et mode d'action
sur Morus nigra. Pharmacogn, 10, 167-171.

< Babar Ali, M., Hahn, E.J., Paek, K.Y., Methyl Jasmmate., & Salicylic Acid. (2007).
Induced Oxidative Stress and Accumulation of Phesadh Panax ginseng Bioreactor
Root. Suspension Cultures. Molecules, 12, 607-621.

s Bahorun T. (1997).Substances naturelles actives, la florairitianne, une source

54




Références bibliographiques

d’approvisionnement potentielle. Food and AgricdtuResearch. Conseil Mauritus,
Amas.

< Balasundram, N., Sundram, K., & Samman, S(2006). Phenolic compounds in plant
and agri-industrial byproducts: antioxidant activibccurrence, and potential uses. Food
Chem, 99, 191-203

% Bandoniene, D., Murkovic, M., Pfannhauser, W., Veneutonis, P.R., Gruzdiene, D.
(2002). Detection and activity evaluation of rafliseavenging compounds by using
DPPH free radical and on-line HPLC-DPPH methods. Eaod Res. Technol, 214, 143—
147.

< Beaudeux, J.L., Delattre, J., Therond, P., Bonnefdfrousselot, D., Legrand, A., &
Peynet, J.(2006). Le stress oxydant, composante physiopagitple de I'athérosclérose.

Immunol. Biol. Spec, 21, 144-150.

s Benzie, I.LF.F., & Strain, J. J.(1996). The ferric reducing ability of plasma (FR)Aas a
measure of “antioxidant power”: the FRAP assay.|ABachem, 239, 70— 76.

% Birben, E., Sahiner, U.M., Sackesen, C., Erzurum, .S & Kalayci, O. (2012).
Oxidative stress and antioxidant defense. Worleéwy Organ J, 5, 9-19.

% Boizot, N., & Charpentier, J.P. (2006). Méthode rapide d’évaluation du contenu en
composeés phénoliques des organes d’'un arbre foustieahier des techniques de I'lnra,
pp 79-82.

% Boligon, A.A., Pereira, R.P., Feltrin, A.C., Machad, M.M., Janovik, V., Rocha,
J.B.T., & Athayde, M.L. (2009). Antioxidant activities afiavonol derivatives from the
leaves and stem bark of Scutia buxifolia Reiseréd Technol, 100, 6592-6598.

% Bonnefont-Rousselot, D. (2003). Produits de glycation avancée. Productidn e
signification physiopathologique. Cah. Nutr. Dié8, 122-129.
% Bruneton, J. (2009). Pharmacognosie, phytochimie, plantes meéalies, Am édition

Lavoisier, 1292 pages. d'antagonisme sur l'actant@xydante.

< Budiman, A., Aulifa, D.L., Kusuma, A.S.W., & Sulasti, A. (2017). Antibacterial and
Antioxidant Activity of BlackMulberry (Morus nigrall Extract for Acne
Treatment.Pharmacogn, 9,611-614.

+ Calvo-Flores, F.G., Dobado, J.A., Isac-Garcia, J& Martin-Martinez, F. J. (2015).
Lignin and Lignans as Renewable Raw Materials. i&dit Wiley, Chemistry,

Technologie and Application. Editigahn wiley & sons ,ltdp 315

55




Références bibliographiques

s Cao, G., Sofic, E., &. Prior, R.L.(1996). Antioxidant capacity of tea and common
vegetables. J. Agr. Food Chem, 44,3426—-343

% Cavar, S., Maksimovic, M., Vidic, D., & Paric, A (2009). Chemical composition
andantioxidant and antimicrobial activity of essantoil of Aetemisia annua L.
FromBosnia. Industrial Crops and Products, 37, 489-

% Cazes, J.(2001). Encyclopedia of Chromatography (Print). Editidarcel Dekker.p
206.

« Chebil, L. (2006). Acylation des flavonoides par les lipadeS€andida antarcticeet de
Pseudomonas cepacia études cinétique, structurale et conformatiomnellhése de

doctoratde linstitut national polytechnique de Loraine AN Nancy.

s Chen, H., Pu, J., Liu, D., Yu, W., Shao, Y., YangG., Xiang, Z., & He, N. (2016).
Anti-Inflammatory and Antinociceptive Propertieskivonoids from the Fruits of Black
Mulberry (Morus nigralL.).PLoS ONE,11, e0153080.

s Chen, J.M., Li, L.J., & Ma, Q. (2009) .Determination of total flavonoids of muitye

juice, cornus officinalis juice and sea backthejagm. China Brewing, pp 153-155

% Chen, L., HU, J.Y., & Wang, S.Q.(2012) The role of antioxdants in photoprotecti@n
critical review. Journal of American Academy of Betology, 67(5), 1013-1024.

+ Chira, k., saucier, C., suhj-h., & tiessedre, P.L(2008). Phytonutrition fondamentale :
lespolyphénols du raisiphytotherapy researché, 75-82

« Christopher, R., Nyandoro, S.S., Chacha, M., & De Kning, C.B. (2014). A new
cinnamoylglycotlavonoid, antimycobacterial and axidlant constituents from Heritiera
littoralis leaf extracts. Natural Product Resea8(6), 351-358.

% Chu, W.L., Lim, Y.W., & Radhakrishnan Ahand, P.E. (2010). Protective effect of
aqueous extract from Spirulina platensis againitdmath induced by free radicals ,
BMC complentary and Alternative Medicine, 10 (538

% Cole, S.\W.,, Yan, W., Galic, Z., Arevalo, J., & Zek, J.A. (2005). Expression-based
monitoring of transcription factor activity: the TE database Bioinformatics, 21(6),
803-810.

% Crichton, R.R., Wilmet, S., Legssyer, R., & Ward, RJ. (2002). Molecular and cellular

mechanisms of ironhomeostasis and toxicity in mahamecells. Journal of Inorganic

56




Références bibliographiques

Biochemistry, 91(1), 9-18.

« Collin, S., & Crouzet, J. (2011). Polyphénols et procédégdition Lavoisier TEC &
DOC, 5 (13), 16-235

% Cotelle, N.(2001). Role of flavonoids in oxidative stressriCtligh. Med. Chem, 1,569-
590.

« Dacosta, Y.(2003) Les phytonutriments bioactifs. Ed Yves DagoRaris. 317 p.

s Defraigne, J.O.(2005). Un mécanisme physiopathologique centralodgine des

complications du diabéte ? Rev Med Liege, 60, 472-4

« De Freitas, M.M., Fontes, P.R., Souza, P.M., Willa Fagg, C ., Neves Silva Guerra,
E., de Medeiros Nobrega, Y.K., Silveira, D., FonsaeBazzo, Y ., Simeoni, L.A;
Homem-de-Mello, M ., & coll. (2016). Extraits de feuilles de Morus nigra L.
Standardisé en acide chlorogénique, rutine et E@ifune: inhibition de la tyrosinase et
cytotoxicité. PLoS ONE11, e0163130.

< Delattre, J., Beaudeux, J.L., & Bonnefont, D(2005). Radicaux libres et stress oxydant.

Aspects biologiques et pathologiques, pp 87-108.

% De Padua Lucio, K., Rabelo, A.C.S., Araujo, C.M., Bandéao, G.C., de Souza, G.H.B,,
da Silva, R.G., de Souza, D.M.S., Talvani, A., Baza, F.S., Cruz Calsavara, A.J., &
coll. (2018). Anti-inflammatoire et antioxydant Propégidu marier noirNlorus nigral.)

dans un modele de septicémie induite par le LP8].®4ed. Cell Longev

«» Devriese, S., Huybrechts, I., Moreau, M., & Van Oye, H. (2006). Enquéte de
consommation alimentaire Belge. Epidémiologie.itasscientifique de Santé publique,
ISP/EPI REPORTS N 2006 — 014. Bruxelles (Belgique).

% Djemoui, D. (2012). Contribution a I'étude de l'activité anti@lants et antimicrobienne
dequelques coumarines synthétisées .Mémoire deemasadémique en science et de

latechnologie des sciences de la matiere .Uniéekasdi Merbah Ouargla.

s Duke, J.A., & Ayensu, E.S.(1985). Medicinal Plants of China 2, Strichzeichgen

Reference Publ Inc Algonac Michigan

s Ecisli, S., & Orhan, E. (2007). Chemical composition of white (Morus albagd
(Morus rubra) and black ( Morus nigra) mulberryitsuFood Chemistry, 103(4), 1380-
1384.

57




Références bibliographiques

< Effendi, L., Yajun, Y. & al. (2008). Functional expression of a P450 flavonoid
hydroxylase for the biosynthesis of plant-specifi@roxylatedflavonols in Escherichia
coli .Metab.Eng, 8, 172-181.

s ElGharras, H. (2009). Polyphenols: Food sources, properties and appitati- A
review. International Journal of Food Science aadhhology, 44(12), 2512-2518.

% Erdman, J., Balentine, D., Arab, L., Beecher, G., dliman, P., Keen, C.L., Mazza,
G., Messina, M., Scalbert, A., Vita, J., Williamson G., & Burrowes, J. (2007).
Flavonoids and Heart Health: Proceedings of thel IN®rth America Flavonoids
Workshop May 31-June 1,Washington, DC1-4. JourhBlutrition, 137, 718-737.

% Falleh, H., Ksouri, R., Chaieb, K., Karray-Bouraoui, N., Trabelsi, N., Boulaaba, M.,
& Abdelly, C. (2008).Phenolic composition of Cynara cardunculusrgans, and their
biological activities .C. R. Biologies, (331), 3329.

% Favier, A. (2003). Le stress oxydant Intérét conceptuel etpérimental dans la
compréhension des mécanismes des maladies ettipbtiaérapeuti que I'actualité

chimique - novembre-décembre, pp 108-115.

s Fazaeli, R.,, Saadi, Z.,, & Saadi, R(2013) Journal of Nanostructure in Chemistry,
Fixed-bed adsorption dynamics of Pb (Il) adsorptioom aqueous solution using

nanostructureg-alumina.

< FKki, I., Allouche, N., & Sayadi, S.(2005). The use of polyphenolic extract, purified
hydroxytyrosol and 3,4- dihydroxyphenyl acetic aftioim olive mill wastewater for the
stabilization of refined oils: a potential alteriwat to synthetic antioxidants. Food
Chemistry, 93, 197-204.

% Flora, S.J., Mittal, M., & Mehta, A. (2008). Heavy metal induced oxidative stress & its
possible reversal by chelation therapy. Indian ddMRes, 128, 501-523

% Foucault, B., Julve, P.H., & Gillet, F.(1991). La phytosociologie synusiale intégrée:
Objets et concepts. Candollea, 46, 315—-340.

« Gadow Von, A., Joubert E., & Hansmann C.F(1997). Comparison of the antioxidant
activity of aspalathin with that of other plant ploés of rooibos teaAspalathus linearis
x-tocopherol, BHT, and BHA Journal of AgriculturecaFood Chemistry, 45, 632-638

58




Références bibliographiques

% Galvani, S., Coatrieux, C., Elbaz, M., Grazide, M.H, Thiers, J.C., Parini, V.,
Uchida, N., Kamar, L., Rostaing, M., Baltas, R., Saayre, A., & Negre-Salvayre.
(2008). Free Radic. Biol. Med. 45,1457-1467.

s Gardes-Albert, M., Bonnefont-Rousselot, D., Abediredeh, Z., & Jore, D. (2003)
Espéces réactives de I'oxygéne : Comment I'oxygené-il devenir toxique. L’actualité
chimique. n°269-270, pp 91-96.

% Gazi, M.R., Kanda, K., Yasuda, M., & Kato, F. (2004). Optimisation of cultural
conditions and some properties of radical scavengurbstances from sporobolomyces
salmonicolor. Pak. J. Biol. Sci, 7, 1365-1370.

s Georgieva, S., Boyadzhiev, L., & Angelov, G2010).Caractérisation des vins bulgares

par leur capacité antioxydant. Revue de génie iniéijss,124-132

s Ghestem, A., Seguin, E., Paris, M., & Orecchioni, M. (2001). Le préparateur en
pharmacie dossier 2émeEd TEC&DOC. Paris, pp275

% Gilani, G.S., & Anderson, J.J.B.(2002).Phytoestrogens and health. Editibocs Press
p 405.

" Giusti-Paiva, A. (2010). Propriétés anti-inflammatoires des fegiltle Morus nigra.
Phytother. Res, 24, 1496.

« Goudable, J., Bertin-Maghit, M., Dalmas, E., Steghes, J.P., Bouchard, C.,

Gueugniaud, P.Y., & Delafosse, B(2000). Time course of oxidative stress after major

burns.Intensive care medicin26(6), 800-803.

s GOmez-Caravaca, A.M., Gbmez-Romero, M., Arraez-Rom@ D., Segura-Carretero,
A., & Fernandez-Gutiérrez, A. (2006). Advances in the analysis of phenolic
compounds in bee derived products. J. Pharm. Biokeal, 41, 1220-1234.

s Grotenwold, E. (2006). The Science of FlavonoiddNew York, NY: Springer:
10.1007/978-0-387-28822-2

s Gdlgin, I., Bursal, E., Bilsel, M., & Goren, A.C. (2010a). Polyphenol content and
antioxidant activity of lyophilized aqueous extrauft propolis from Erzurum, Turkey.
Food Chem. Toxicol, 48 (8-9), 2227-2238.

59




Références bibliographiques

% Hassanalilou, T., Rad, A.H., Abbasalizadeh, S., Vdekhah, S., Abbasalizadeh, F.,
Bastani, P., Ejtahed, H.S., & al(2017). The future of diabetes management by hgalth

probiotic microorganisms. Curr. Diabetes Rev, 1368P—9

« Hashimoto, F., Jamal Uddin, A.F.M., Shimizu, K., & Sakaba, Y. (2004). Multiple
allelism in the hydroxylation of flavonoids in Eosta grandiflorum (Raf.) Shinn.
Flowers. J. Japan Soc. Hort. Sci, 73(3), 235-240.

% Havsteen, B.H.(2002). The Biochemistry and Medical Significandetlee Flavonoids.
Pharmacology & Therapeutics, 96, 67-202.

% Heinonen, |., Meyer, A., & Frankel, E. (1998a). Antioxidant activity of berry and fruit
wines and liquors. Journal of Agricultural and Fdgitemistry, 46, 25-31

s Hodek, P., Trefil, P., & Stiborova, M. (2002). Potent and versatile flavonoids
biologically active compounds interacting with agitoomes P450.Chemico-Biological

Interactions.

% Hosseini, H., & al.(2016). Early dissemination seeds metastasis iasbi@ncer Nature.
Doi: http://dx.doi.org/10.1038/nature20785

% lIserin, P. (2007). Larousse des plantes médicinales, ideatifin, préparation, soins.
(ed). Larousse, 54, 14-15.

s Jiménez, N., Esteban-Torres, M., Manchefo, J.M., dias Rivas, B., & Mufioz, R.
(2014). Tannin degradation by a second tannasenenpyesents in some Lactobacillus
plantarum strains. Appl Environ Microbiol, 80, 299297. 10.1128/AEM.00324-14.

% Jost, J.P., & Jost-Tse, Y.C(2016).L’automédication chez les animaux dans la nature.

Editionsconnaissances & savoireg 23

% Jovanovic, S.V., Steenken, S., Tosic, M., Marjanayi B., & Simic M.G. (1998).
Flavonoids antioxidants J. Am. Chem. Soc, 116, 4831%1.

s Jurkovic, S., Osredkar, J., & Marc, J. (2008). Molecular impact of glutathione

peroxidases in antioxidant processes. Biochem ¥@d162—-74

% Kalkan Yildirim, H. (2006) Evaluation of colour parameters and antiaxt activities of
fruit wines.Int. J. FoodSci. Nutr, 57, 47—63.

% Krishna, D., Chaluvadi, M., Raj, N., & Sripal, R. (2001). Bioflavonoids classification,

pharmacological, biochemical effects and therapeaagtential. Indian J. Pharmacol.

60




Références bibliographiques

+ Klongsiriwet, C., Quijada, J., Williams, A.R., Mueller-Harvey, I., Williamson, E.M.,
& Hoste, H. (2015). Synergistic inhibition of haemonchus contsrexsheathment by
flavonoid monomers and condensed tannins. IntemmaitiJournal of Parasitology Drugs
and Drug Resistance, 5, 127-134.

% Koechlin-Ramonatxo, C. (2006).0xygéne, stress oxydant et supplémentations
antioxydantes ou un aspect différent de la nutrittans les maladies respiratoires.

Nutritionclinique et métabolisme, 20, 165-177.

s Kouamé, J., Gnoula, C., Palé, E., Bassolé, H., Gamu, I.P., Simporé, J., & Nikiéma,
J.B. (2009). Etude des propriétés cytotoxiques et radlicalaires d'extraitsde feuilles et
de galles deGuiera senegalensid. F. Gmel (Combretacae). Science et technique,

Sciences de la santé. 32 (1 et 2) :14p.

s Kroyer, G.T. (2003). Red clover extrct as antioxidant active afwhctional
foodingredient innovative. Food Science and Emergiachnologies, 5, 101-105

s Kim, D.O., Chun, O.K., Kim, Y.J., Moon, H.Y., & Lee, C.Y. (2003). Quantification
ofpolyphenolics and their antioxidant capacityiesh plums. Journal of Agriculturaland
Food Chemistry, 51, 6509-6515

% Lahmar, A. (2017). Médecine des Voyages et m-samféelles sont les fonctionnalités
attendues d’'une application mobile de conseil enésdu voyageu? (thése de doctorat

non publiée, Université de Strasbourg, France).

% Legrand, G. (2015). Contribution a la caractérisation du mélisime des acides
chlorogéniques chez la chicorée : approches bidghenet moléculaire. Thése de

doctorat. Université de Lillel. France. pp 35-60.
% Leray, C. (2010).Les lipides dans le monde vivant. Editioavoisier TEC & DOCp 5.

% Lhuillier, A. (2007). Contribution a I'étude phytochimique deatya plantesmalgaches :
Agauria salicifolia Hook. F ex oliver, Agauria pplyylla Baker(Ericaceae), Tambourissa
Trichophylla Baker (Monimiaceae) et Embelia conaBaker (Myrsinaceae). These de

doctorat. Toulouse.

s Li, AN, Li, S., Zhang, Y.J., Xu, X.R., Chen, Y.M, & Li H.B. (2014). Resources and
biologicalactivities of natural polyphenoNutrients 6, 6020-6047

% Lillo, C., Uunis., & Peter, R. (2008). Nutrient depletion as a key factor for npaating

gene expression and product formation in diffetanainches of the flavonoid pathway.

61




X/
°e

Références bibliographiques

Plant, Cell and Environment, 31,787-601.

Lindman Svensk, C.A.M. (1926).fanerogamflora / "2. upplagan.” / Stockholm : P.A.

Norstedt & sbners forlag .

Liu, R.H. (2003). Health benefits of fruit and vegetables &@m additive and
synergistic combinations of phytochemicals. AntClin. Nutr, 78, 517S -520S.

Louws, F.J., & Dale, A.(1994). La culture des mlres et des framboisesefat
pourpres. AGDEX 234/20. Ministére de I'Agriculturde I'Alimentation et des Affaires
rurales. Ontario. 5 pages.

Mahroune, N., & Boulebtina, F. (2017). Extraction des polyphénolsou des flavoesid
des feuilles de mires sauvageubus fructicosyspar le méthanol ou dans un milieu
ageux : Test de tolérance au glucose et activiiéxamlante. Mémoire de Master. Faculté

SNV. Université des freres Mentouri Constantine.

Majhenic, L., Kerget, M.S., & Knez, Z. (2007). Antioxidant and antimicrobial activity
of guarana seed extracts. Food Chem, 104, 1258-1268

Makkar, H.P.S. (2003). Effects and fate of tannins in ruminantnaads, adaptation to
tannins, and strategies to overcome detrimentateffof feeding tannin-rich feeds. Small
Rum. Res, 49 (3), 241-256

Makoi, J.H., & Ndakidemi, P.A. (2007). Biological, ecological and agronomic
significance of plant phenolic compounds in rhizume of the symbiotic legumes.
African Journal of Biotechnology, 6(12), 1358-1368.

Malgalhae, L.M., Segundo, M.A., Reis, S., & Lima, J(2008). Methodological aspects

about vitro evaluation of antioxidant propertidsalytica Chemical Actg613), 1-19.

Manach, C., Scalbert, A., Morand, C., Re'me’sy, C.& Jime'nez, L. (2004).
Polyphenols: food sources and bioavailability. Aiwean Journal of Clinical Nutrition,
79, 727-747.

Marfak, A. (2003). These de doctorat Radiolyse Gamma desrftades ; Etude de leur

réactivité avec des radicaux issus des alcool${7p10.

Martin, S., & Andriantsitohaina, R. (2002). Mécanismes de la protéction cardiaque et
vasculaire des polyphénols au niveau de I'endath@liAnnales de Cardiologie,
51,304-315.

62




Références bibliographiques

% Mazimba, O., Majinda, R.R.T., & Motlhanka, D. (2011). Antioxidant and antibacterial
constituents fromMorus nigra.Afr. J. Pharm. Phamhds, 751-754

+ Medic— Saric, M., Jasprica, |., SmolcicBubalo A., &omar, A. (2003). Optimization
of chromatographic conditions in Thin Layer Chrooggwaphy of Flavonoids and
Phenolic Acids.CroaticaChemicaActa, 77 (1-2), 3656-3

+ Michel Caron., & Raymonde Joubert-Caron. (2014). Proteomics in hematologic
malignancies, Expert Review of Proteomics, 10.158689450.2.4.567, 2, 4, (567-576)

% Milane, H. (2004). La quercétine et ses dérivés: moléculearactere prooxydant ou
capteurs de radicaux libres; études et applicatibésapeutiques. Thése de doctorat de

I'université de Louis Pasteur, pp 13-36.

s Mohammedi, Z. (2013). Etude phytochimique et activités biologigu de
guelquesplantes médicinales de La région nord dtaiest de I'Algérie .Thése de
doctorat en biologie.Université Abou Bekr Belkaitlemcen. p170.

% Mohcen, S.M., & Ammar A.S.M. (2009). Total pjenolic contents and antioxidant
activity of corn tassel extractsood chemistry112, 595-598

% Michel, J. (2006).Pratique de la greffe de Morus kagayamae aux pépisi MICHEL a
Velleron(84), Communication personnelle.

% Morena, M., Martin-mateo, M., Cristol, J.P., & Canoud, B. (2002). Stress oxydant,

hémoincompatibilité et complication de la dialysel@ng cours. Néphrologie.

“ Nkhili, E. (2009). Polyphénols de I'Alimentation : Extractjdnteractions avec les ions
du Fer et du Cuivre, Oxydation et Pouvoir antioxydalrhése de I'Université Cadi

Ayyad, Mrrakach.

% Nur Alam, M., Bristi, N., & Rafiguzzaman, M. (2013). Review on in vivo and in vitro

methods evaluation of antioxidant activity, (21p1%49.

s Oliveira, AP., Pacheco, A.G.A., Silva, M.G., Morae#¥ilho, M.O., & coll. (2018).
Evaluation de l'antibactérien, activités cytotoxiguet antioxydantes de Morus nigra L.
(Moraceae). Braz. J. Biol, 78, 248-254.

s Orwa, C., Mutua, A, Kindt, R., Jamnadass, R., & Arthony, S.(2009). Agroforestree
Database: a tree reference and selection guideome4s). World Agroforestry Centre,

Kenya

63




Références bibliographiques

X/
°e

X/
o

*

X/
L X4

Oskoueian, E., Abdullah, N., Saad, W.Z., Omar, A.R.Ahmad, S., Kuan, W.B.,
Zolkifli, N.A., Hendra, R., & Ho, Y.W. (2011). Antioxidant, anti-inflammatory and
anticancer activities of methanolic extracts framrdpha curcas Linn. J. Med. Plants Res,
5, 49-57

Ou, B., M. Hampsch-Woodill., & Prior, R. L. (2001). "Development and validation of
an improved oxygen radical absorbance capacity yassing fluorescein as the
fluorescent probe."” Journal of Agricultural and Bd@hemistry, 49(10), 4619-4626.

Padilha, M.M., Vilela, F.C., da Silva, M.J., dos Satos, M.H., Alves-da-Silva, G., &
Giusti-Paiva, A. (2009). Effet antinociceptif de I'extrait de féed de Morus nigra chez
la souris. J. Med. Food, 12, 1381-1385.

Parejo, I., Francece Viladomat., Jaume Bastida., Adedo Rosace-Romeron., Nadin
flerlage., Jesuce burillo., & Carl codina. (2002).comparaison between the radical
scavenging activité ofsix distilled and nodistilleteditirranean Herbs aromatic.plants.
Agricultural and FoodChemistry, 50, 6882-6890

Pawlowska Anna, M., Palinska Katarzyna, A., & Halim Piekarek-Jankowska.
(2008). Colonisation and bioerosion of marine hieakhells from the Baltic Sea by
euendolithic cyanobacteria: An experimental study

Pellegrini, N., Serafini, M., Colombi, B., Del RioD., & al. (2003). 133: 2812 —2819.

Petti, S., & Scully, C.(2009). Polyphenols,oral health and disease:Aekeviournal of
phenolic compounds. Molecular Aspects of MedicBig,446—467.

Pincemail, J., Bonjean, K., Cayeux, K., & DefraigneJ.O. (2002) Physiological action
of antioxidant defences. Nutrition Clinique et M@dsme, 16, 233-239.

Pincemail, J.(2004). Comment évaluer votre état de stress oxydaante. P: 2.

Piquemal,G. (2008). Les flavonoides (en ligne) :http://www.detante.com/index.php?
Option= com_content&view =article&id=166 & Itemid215'

Prior, R.L., Wu, X., & Schaich, K. (2005). Standardized methods for the determination
of antioxidant capacity and phenolics in foods dmetary supplements. J. Agric. Food
Chem, 53, 4290-4302.

Ray, S.D., Wong, V., Rinkovsky, A., Bagchi, M., R&, R., & Bagchi, D.(2000).

Unique organoprotective properties of a novel IH§Bfpe seed proanthocyanidin extract

64




X/
L X4

Références bibliographiques

on cadmium chloride-induced nephrotoxicity, dimdtityosamine (DMN)-induced
splenotoxicity and mocap-induced neurotoxicity imcen Res. Commun. Mol. Pathol.
Pharmacol, 107, 105-128.

Re, R., Pellegrini, N., Proteggente, A., Pannala,.AYang, M., & Rice-Evans, C.
(1999). Antioxidant activity applying an improvedBAS radical cation decolorization
assay. Free Radical Biol. Med, 26, 1231-1237.

Riboli, E., & Norat, T. (2003). « Epidemiologic Evidence of the Protective Effett
Fruit and Vegetables on Cancer Risk ». Americamniwf Clinical Nutrition, 78, 559S-
569S.

Roede, J.R., & Jones, D.P(2010). Reactive species and mitochondrial dysfanct
mechanistic significance of 4-hydroxynonenal. Eowmental and Molecular
Mutagenesis, 51, 380-390.

Roginsky, V., & Lissi, E.A. (2005). Review of methods to determine chain-bregki
antioxidant activity in food.Food Chemistry, 9252254

Ropiak, H.M., Peter Lachmann, P., Aina Ramsay, A.Rebecca, J., Green, R.J., &
Mueller-Harvey, 1. (2017). Identification of structural features ohdensed tannins that
affect protein aggregation. PLOS ONE journal, pp1-3

Roux, D., & Catier, O. (2007). Botanique, pharmacognosie, phytothérapie.collection

ducahier du préparateur en pharmacie, ppl41-14

Saleem, F., Khan, M.T.J., Saleem, H., & al2017). Phytochemical, antimicrobial and
antioxidant activities of Pteris cretica L. (Ptext@ae) extracts. Acta Poloniae Pharmaceut
Drug Res, 73, 1397-1404.

Sarubin, F.A., & Thomson, C. (2007). The health professional's guide to popular
dietary supplements r(‘EEd). American Dietetic Assocition Chicago,USA ,682

Savini, I., Catani, M. V., Evangelista, D., Gasperi V., & Avigliano, L. (2013).
Obesity-associated oxidative stress: strategieslified to improve redox statet. J.
Mol. Sci.14, 10497-10538. doi: 10.3390/ijms140510497.

Sellappan, S., & al.(2002) Phenolic compounds and antioxidant capammurnal of
Agricultural and Food Chemistry, 50, 2432-2438.

Serteyn, D., Mouithys-Mickalad, A., Franck, T., Gruke, S., Lamy, M., Deby, C., &

65




Références bibliographiques

Deby-Dupont, G. (2002).La nature chimique et la réactivité de I'gage. Annale de
Médecine Vétérinaire, 146, 137-53.

« Sharma, B., Viswanath, G., Salunke, R., & Roy, P(2008). Effects of flavonoid-rich
extract from seeds of Eugenia jambolana (L.) obaaydrate and lipid metabolism in
diabetic mice. Food Chem, 110, 697-705.

+« Shrinivas, B., & Suresh, R.N.(2011). Identification of 3-carotene and 3-sitosten
methanolic extract of Dipteracanthus patulus (Jaags and their role in antimicrobial

and antioxidant activity. International JournaR¥fytomedicine, (3), 20.

% Souchard, J.P., Arnal, J.F., & Rochette, L.(2002). Les radicaux Libres et le Stress
Oxydatif Radicalaire.

% Souza, G.R., Oliveira-Junior, R.G., Diniz, T.C., Banco, A., Lima-Saraiva, S.R.G.,
Guimaraes, A.L., Oliveira, A.P., Pacheco, A.G.M., i&7a, M.G., Moraes-Filho, M.O.,
& al. (2018). Assessment of the antibacterial,cytotaxid antioxidant activities ofMorus
nigraL. (Moraceae).Braz. J. Biol, 78, 248-254.

« Subsamanian, S., Stacey, G., & Yu, O(2007). Distinct crucial roles of flavonoids

during legume nodulation. Trends in plant scied@e(7), 282-283.

% Sun, B., Ricardo-da-Silva, J. M., & Spranger, 1.(1998). Critical factors of vanillin
assay for catechins and proanthocyanidins. JowfAbricultural and Food Chemistry,
46, 4267-4274

s Tag, H.M. (2015). Hepatoprotective effect of mulberry (Momigra) leaves extract
against methotrexate induced hepatotoxicity in nadiéno rat. BMC Compl Alt Med,
15, 252

% Tahir, L., Aslam, A., & Ahmed, S. (2017). Activités antibactériennes de Diospyros
blancoi, Phoenix dactylifera et Morus nigrantre les caries dentaires causant des agents
pathogénes: une étude in vitro. Pak. J. Pharm38¢il63-169.

% Tapiero, H., Tew, K.D., Nguyen, B.G., & Mathé, G(2002). Polyphenol do they play a
role in the prevention, of the human pathologiesshigd.pharmacother, 56, 200-207.

« Thannickal, V.J., & Fanburg, B.L. (2000).Reactive oxygen species in cell signaling.
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 279, L1005-1028

% Thomas, E.(2016).The never-ending war against vitamin C, Médl4.

66




X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Références bibliographiques

Tohge, T., Matsui, K., Ohme-Takagi, M., Yamazaki, M, & Saito, K. (2005).
Enhanced radical scavenging activity of geneticaihpdified Arabidopsis seeds.
Biotechnol.Lett, 27, 297-303.

Tumbas, V.T., Cetkovic, G.S., Djilas, S.M., Canadanovic-Brunet, 8., Vulic, J.J., &
Knez, Z. (2010). Antioxidant activity of mandarin (Citrustieulata) peel. Biblid, 40,
195-203.

Turgut, N.H., & al. (2016). Effect of black mulberry (Morus nigra) eadt treatment on
cognitive impairment and oxidative stress statusdafalactose-induced aging mice.
Pharmaceutical Biology54, 1052-1064.

Valko, M., lzakovic, M., Mazur, M., Rhodes, C.J., & Telser, J. (2004). Role of
oxygen radicals in DNA damage and cancer incidengml. Cell .Biochem,
266(1-2), 37-56

Valko, M., Rhodes, C.J., Moncol, J., lzakovic, M. & Mazur, M. (2006). Free

radicals, metals and antioxidants in oxidativesstrieduced cancer. Chemico-Biological
Interactions, 160(1), 1-40.

Vermerris, W., & Nicholson, R. (2006). Phenolic compound Biochemister{d,
Springer.230 p.

Volpato, G.T., Calderon, I.M., Sinzato, S., Campos,K.E., Rudge, M.V., &
Damasceno D.C.(2011). Effect of Morus nigra aqueous extract tiremt on the
maternal-fetal outcome, oxidative stress status Boid prollle of streptozotocin-
induced diabetic rats. J Ethnopharmacol, 138, 63-6

Wang, H., Cao, G., & Prior, R.L. (1996). Total antioxidant capacity of fruits. JgrA
Food Chem, 44, 701-705.

Yusuf, Y. (2006). Trends Food Sci. Tech. P 17, 6471

67




Resumes




Résumé

Morus nigraest une plante médicinale appartenant a la fanhdMoracées Cette espéce connue sous le nom de
«Mdrier », il s'agit d’arbres ou arbustes qui soultivés pour leurs fruits «mQres» ou leurs fesilipii servent de nourriture
au ver a soie. Connu pour ses multiples propriéié®diques qui sont principalement due a sa riohems éléments
essentiels et bénéfiques comme les : vitaminesniaéraux, et les composés phénoliques tels guacides phénoliques,
flavonoides et tannins condensés. Les feuilles @edvla fait I'objet de ce présent travail pourreite et estimer la teneur en
composés phénoliques totaux, flavonoides et tamindensés des différentes fractions organiquesekgaits organiques
ont été extraits dans le mélange eau/acétone ofbtare et acétate d’éthyle. Les rendements redpextint : 1, 32 %, 2,14
%, et 3,7%.

La teneur en polyphénols totaux a été déterminégiksant le réactif de Folin-Ciocalteu et la ten&uplus élevée
(193,16+0,023 mg EAG/QE) est obtenue dans I'extmit. La teneur en flavonoides a été évaluée ibsamt la méthode de
trichlorure d’aluminium, et la teneur la plus élevé@st de I'ordre de 283,500,011 mg EQC/g E damsrdig brut. Alors la
teneur la plus élevée en tanins condensés, estipgfele méthode a vanilline, est de 54,74+0,008E@QC/g E dans
I'extrait de chloroforme.

Mots clés: Morus nigrg Moracéespolyphénols, extraits organiques, activité antdagte.

Abstract

Morus nigrais a medicinal plant belonging to the Moraceaeilfarithis species known under the name of "Mdrier",
those trees or shrubs are cultivated for theirtdror leaves which serve as food for the silkwormoWn for its multiple
biological properties which are mainly due to ithness in essential and beneficial elements ssichitamins, minerals, and
phenolic compounds such as phenolic acids, flawtnaind condensed tannins . Murier leaves were tbgda of this
present work to extract and estimate the contertotal phenolic compounds, flavonoids and condertaedins of the
different organic fractions.The organic extractsravextracted into a mixture of water / acetonepifbrm and ethyl
acetate. The respective returns are: 1,32%, 2,b4fb,3,7%. The content of total polyphenols wasrdeted using the
Folin-Ciocalteu reagent and the highest content.(#3 0.023 mg EAG / gE) is obtained in the crudieaet. The flavonoid
content was assessed using the aluminum trichlonielnod, and the highest content is on the ord@88f50 + 0.011 mg
EQC / g E in the crude extract. Then the highesterdrof condensed tannins, estimated by the vaniiéthod, is 54.74 +
0.008 mg EQC / g E in the chloroform extract.

Key words: Morus nigra, Moraceae, polyphenols, organic ettraantioxidant activity.
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