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Résumé

L ’Arbutus unedo est un arbuste qui appartient a la famille des Ericacées. C’est une
plante meédicinale utilisé dans la médecine traditionnelle en Algérie pour traiter diverses
maladies telle que le diabete les problémes rénaux. Les racines de la plante ont été soumises a

une extraction sous reflux dans eau-acétone (30/70) (V/V).

Cette plante miraculeuse, a fait 1’objet de notre travail dont 1’objectif est d’évaluer le
pouvoir antioxydant de 1’extrait cau-acétone des racines de cette arbuste ainsi ses fonctions,
aqueuse et acétate. Du fait, ’extrait est préparé par décoction sous reflux dans I’cau-acétone

(30/70) suivi d’un fractionnement liquide-liquide par 1’acétate d’éthyle.

Trois techniques d’évaluation du pouvoir antioxydant appliquées. Piégeage du radical
DPPH, réducteur du fer (FRAP) et le blanchissement du - caroténe.

L’extrait eau-acétone a montré une activité tres élevée dans la technique de piégeage
du radical DPPH avec une ICsy de 0,0014mg/ml par rapport a ceux des fractions aqueuse et

acétate d’éthyle. La méme constatation pour la réduction du fer.

Pour la technique de blanchissement du B-caroténe la fraction aqueuse présente une
meilleure activité avec une ICsy de 0,061mg/ml par rapport au témoin BHT avec une ICsy de

0,098mg/ml puis la I’extrait eau-acétone et la fraction d’acétate d’éthyle.

En conclusion, les racines d’Arbutus unedo présentent une activité antioxydante
remarquable surtout pour I’extrait eau-acétone. Cela nous améne a poursuivre ce travail

ultérieurement.

Mots clés : Arbutus unedo, extrait eau-acetone, Activité antioxydante, Reéduction de fer,

piégeage du DPPH, B-caroténe



Abstract

Arbutus unedo is a shrub which belongs to the family Ericaceae. It is a medicinal herb
used in Algerian traditional medicine to treat various diseases such as the diabetes and the
renal problems. The roots of the plant were subjected to an extraction by refluxing with water-
acetone (30/70) (V/IV).

This miraculous plant was the object of our work whose objective is to evaluate the
antioxydant power of the roots water-acetone extract and its fractions, aqueous and ethyl
acetate. Therefore, the extract is prepared by decoction under backward flow in water-acetone

(30/70) followed by a fractionation liquid-liquid by the ethyl acetate.

Three tests of evaluation of the antioxydant power are applied. Scavenging of the

radical DPPH, iron reducing power (FRAP) and the bleaching of the - carotene.

The water-acetone extract showed a very high activity in scavenging DPPH with an
EC50 of 0,0014mg/ml compared to the aqueous and ethyl acetate fractions. The same result

was obtained for the iron reducing.

For the bleaching of B-carotene test, the aqueous fraction presents a better activity with
an EC50 of 0,061mg/ml compared to the positive control BHT with an EC50 of 0,098mg/ml,

then the water-acetone extract and the ethyl acetate fraction.

In conclusion, the roots of Arbutus unedo present a remarkable antioxydant activity for
the extract water-acetone. That leads us to continue this work later on.

Keywords: Arbutus unedo, water-acetone extract, antioxidant activity, iron reduction, radical

scavenging of DPPH, bleaching of B-carotene



Liste des abréviations

‘OH : radical hydroxyle

10, : Oxygeéne singulet

AC : fraction d’acétate d’éthyle
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RO,H : hydroperoxyde

ROOs- : radicaux peroxyles

Rpm : Rotation par minute

SOD : Superoxyde dismutase.

UV : Ultra- violet.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Ion_radicalaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Superoxyde

Liste des figures

Figure 01. Origine des espéces réactives de I’oxygéne. Les quatre étapes de la réduction de

I’oxygene et la formation des intermédiaires partiellement réduits sont détaillées .............ccovurrinrnnnens
Figure02 : Inflorescence(A) et infrutescence (B) de /’Arbutus UNedo...........cevvevereeiieneeiesieennnn,
Figure03 : Répartition mondial de I’ Arbutus Unedo ..............cccoceeoeieiiiieniiiiiienee e,
Figure04 : 1a structure de I’arbUtine .......c.coceeveeiirieiiieiie et sre e
Figure05 : Montage de la décoction SOUS 1€ FEFIUX .........ccuriiiiiiiiiniee e,
Figure06 : Evaporation de I’extrait eau-acétone par le rotavapeur ............ccoeeerereeneneneeiesenieennen,

Figure07: Protocole d'extraction des racines d’Arbutus unedo ..............ccccccoeceuvveevviiceiieiieasesieennnnn,

Figure08 : Pourcentage de réduction du radicale libre DPPH en fonction des concentrations

de 17aCIAE ASCOTDIQUE. ..ottt b e bbbt et b e e n e nne s

Figure09: Pourcentage de réduction du radicale libre DPPH en fonction des concentrations

E D XITAIt I QAU ONE. ..ttt e ettt et e e et e e e ettt eeeeeeeee et eeeeeeseaseereeeeeeeseeeeeeeraeeens

Figurel0: Pourcentage de réduction du radicale libre DPPH en fonction des concentrations

A€ TrACTION BOUBUSE. ... ettt bbb bbbttt b e bbbttt e e

Figurell : Pourcentage de réduction du radicale libre DPPH en fonction des concentrations

de fraction d’acétate Ethyle..........ccooiiiiiiiiiii

Figurel2 : pouvoir réducteur des extraits eau-acétone, aqueuse, et d’acétate des racines

d’Arbutus unedo testé par 1a méthode de FRAP .........ccooiiiiiiece e

Figurel3: Pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de [ caroténe en fonction des

CONCENTIALIONS 8 BHT ..ottt ettt et et et et e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeenenneenenens

Figurel4 : Pourcentage d’inhibition de I’oxydation de P caroténe en fonction des

coNCENtrations de I’EXIIalt BAU-ACETONE. ...ovevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseseeeeeseeeseeeeseerereererereeerenens

Figurel5: Pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de P caroténe en fonction des

concentrations de fraCtioN AQUEUSE .......cveueieerieerieeiesieesie s e s eestesree e eee s e e sreeaeaseesreesaesneesreeneenneesrees

.21

w22

w22

...26



Figurel6 : Pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de [ caroténe en fonction des

concentrations de fraction d’acétate Sthyle. ... 27



Liste des tableaux

TableauOl : valeur des 1Csy des extraits d’Arbutus unedo et 1’acide ascorbique

Tableau02 : valeur des ICg des extraits d’Arbutus unedo et de BHT ...............



Table de matiere

INEFOAUCTION ... bbbttt bbb b s
1% partie : la synthése bibliographique
Chapitre |
Le stress oxydant
I D 4o o SRRSO
2-L.S radiCaUX HDIES ... et
3-Les cibles biologiques desS EOA ... s
3.1- L’acide désoxyribonucléique ou ADN .........ccooiiiiiiiiiiiiiei e
I (o o1 (0] (<] 1RSSR
IO TS 0] o [ SRS
4-Les SYStEMES ANtIOXYAANTS ......c..eiiiiiieieiic ettt sre e sraenas
4.1-Systemes de défense eNZYMAtiQUE .........covveveiieiiecie et
a-La superoxyde dismutase (SOD) ......ccovciieiiiieiieie e
b-Les glutathions PeroXydaseS(GPXS) .......ccuiireriririeieie sttt
(o I o L | - -SSR
4-2-1es SYStEMES NON ENZYMALIGUES. ......cvevererieririerieieiesieestese sttt sttt st ese e see st seseeneenas
4.2-1-Les antioXydants NALUIEIS ..........ccoviiiiiiei e
A-La VITAMINE E ..ottt e nna e e
D- LA VITAMINE C .ottt sttt ettt b e sre e be et
o o 0] (-] 1= SRS
d-Le COBNZYME QLO ...ttt ettt sttt et e nreens

€-L8S POIYPNENOIS ...t



4.2-21es antioxXydants SYNNELIGUES ........cceeiieieiieie e 9

4.2-3L.6S OlIgO-EIEMENTS .....cveeiieic ettt e r e sreenns 9
1-18 SEIENIUM L. ettt et e nn et st b renne s 9
218 ZINC .t h et ne e be et e nreens 9
3-8 CUIVIE ..ttt bbbt et bbbt e bt e et ettt bt nes 10

Chapitre 11

L’espéce végétale( Arbutus unedo)

T T L8 T4 T o OSSR 11

1-L.a desCription DOTANIQUE .........cviieieie e 12

2. ClasSITICALION ClASSIGUE .......ccueieiiiieiieieie ettt 12

KR T o= 11 o] o OSSR 13

01101 0101 | [0 OSSR 14

5-Propri€tés et ULHHISAtION ........c.ooiiiiiiecic et 14
2™ partie : Partie expérimentale

Matériels et méthodes

1-Le MAtEriel VEQALAL.........cc.ooiiieee e 15
2-LEXEFACTION ..ttt bbbttt bbb 15
2.1-1a préparation d’extrait €au-aCetone (EC) ..........covviiiiiiiiiie e 15
2.2-preparation des fractions aqueuses (AQ) et 1’acétate(AC).......covrvreerererenerienieenenns 16
3-LactiVité antiOXYAANTE ...c.veruviiveeitiiieiiieiie ettt et 18

T R IS A= U I3 1 o T 18



] T L SR 18

- MOUE OPEIALOITE ...ttt et et e e esreesreesesnaesreeneeas 18
C-CAICUI TS TC50 ..t n s 18
3.2- Réduction du fer FRAP (Ferric reducing-antioxidant pOWer) ..........ccceeevvvereeieeinene. 19

[ [ol T o= SRS 19
D-MOGAE OPEFALOIIE ....ecvvieeieieeie ettt e e e st et esta e beaseesraeaeaneeaneeeens 19
3.3- Test de blanchissement du - CArOTENE .........ccevieiiiieiieiee e 19
B PTINCIPE .ottt b bbb 20
D-MOAE OPEFALOITE ..ottt sbe s 20
C-EXPression des rESUIALS .........cccciiirieiiiie e 20

1-ACHIVITE @NTIOXYUANTE .....c.veieieieece et sra e re e reenee s 21
1-1 Pouvoir antiradicalaire des extraits de I’Arbutus unedo sur le DPPH ......................... 21
1-2 Test de la réduction du fer FRAP (Ferric reducing-antioxidant power) ...........c.c........ 24
1-3-Test de blanchissement du - CArOIENE ..........cceviriiiiieiie e 25
[ o1 1] (o] o USRS TS PPN 28
(@0 T (53 (o] o PSSRSO 31

Référence bibliographiqUEe ..........cooveiiiii i 32






Introduction générale



Introduction générale

Au travers des temps, ’homme a pu compter sur la nature pour subvenir a ses besoins
de base tel que, nourriture, abris, vétements et aussi pour ses besoins médicaux. Les plantes
possédent d’extraordinaires vertus thérapeutiques. Leurs utilisations pour le traitement de
plusieurs maladies chez les étres vivants et en particulier I’homme est trés ancienne et a

toujours était faites de facon empirique (Bensabeur, 2009).

De nos jours, nous comprenons de plus en plus, que les principes actifs des plantes
médicinales sont souvent liés aux produits des métabolites secondaires, qui sont largement
utilisés en thérapeutique, comme des agents préventifs anti-inflammatoires, antimicrobien,
antiseptiques, diurétiques, Mais essentiellement antioxydant qui défendent contre le stress
oxydatif (Bourgaud et al., 2001; Kar, 2007).

L’utilisation des molécules antioxydantes de syntheése est actuellement remise en
cause en raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources
végétales d’antioxydants naturels sont recherchées (Suhaj, 2006 ; Tadhani et al., 2007). En
effet, les polyphénols sont des composés naturels largement répandus dans le régne végétal
qui ont une importance croissante notamment grace a leurs effets bénéfiques sur la santé
(Koechlin, 2006). Leur role d’antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét pour la
prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires
(Varban et al., 2009). lls sont également utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire,
pharmaceutique et cosmétique. Des recherches scientifiques ont été développées pour
I’extraction, I’identification et la quantification de ces composés a partir des différentes
sources telles que les cultures agricoles et horticoles ou les plantes médicinales (Huang et
Prior, 2005 ; Sanchez, 2002).

Dans notre travail, nous allons évaluer l'activité antioxydante des extraits d’une
plantes de la région de Tlemcen, reconnues pour leurs vertus médicinales: [’Arbutus unedo.
Cette plante est connue par ses propriétés antiseptiques et désinfectantes des voies urinaires,
antispasmodiques et astringentes ; reconnue également dans d'autres pays, comme la Turquie,
comme diurétique ou le Maroc comme reméde naturel pour I'hypertension et le diabéte
(Boullard, 2001 ; EIl Houari, 2007).

L’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits de la plante se fait en se basant sur trois

techniques :
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» Laréduction du fer « Ferric reducing-antioxidant power (FRAP) »
» Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH)
» Le blanchiment de la B-carotene
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Synthése bibliographique Chapitrel : le stress oxydant

1-Définition :

L’oxygéne est la molécule indispensable a la vie, est susceptible d’entrainer des effets
dommageables dans 1’organisme via la formation de radicaux libres et d’espéces oxygénées
activées (EOA). Ces notions ne sont toutefois pas nouvelles puisque vers le milieu des années
50, Gerschman et Hartman avaient déja évoqué la toxicité de Ioxygene et la «free radical
theory» pour expliquer le processus de vieillissement (Haleng et al ., 2007). EOA ont
longtemps été considérées comme des sous-produits toxiques du métabolisme anormal de
I’oxygeéne et impliquées dans de nombreuses pathologiec (Migdal et al., 2011). En effet, des
dérivés hautement réactifs de | oxygene peuvent apparaitront au cours des réactions
enzymatiques ou sous effet des rayons UV, des radiation ionisantes et des métaux de
transitions (Ekoumou,2003 ; Bhuiyan et al., 2009).

Le stress oxydant est communément définie comme un déséquilibre entre les systéemes
oxydants et les capacités antioxydantes d’un organisme, d’une cellule ou d’un compartiment
cellulaire (Barouki, 2006) c est a dire un déséquilibre entre des taux élevés de dérivés réactifs
de l'oxygene (EOA) et une activité antioxydante réduite. Une augmentation du stress oxydant
peut entrainer des destructions tissulaires et provoquer des Iésions au niveau des structures
cellulaires. . ’action des radicaux libres devient incontrolable, ce qui conduit a des dommages
au niveau des molécules, des cellules, des organes et potentiellement a la mort de 1’organisme

(Pincemail et al.,2002).
2-Les radicaux libres :

Un radical libre est une espéce chimique possédant un électron célibataire sur ses
orbitales électroniques externes. La présence d'un électron célibataire confere souvent a ces
molécules, une grande instabilité, elles ont la possibilité de réagir avec de nombreux
composés dans des processus le plus souvent non spécifiques, et que, donc, leur durée de vie
en solution est trés courte (Halliwell, 1990). Ce caractére chimique rend les radicaux libres
fortement réactifs. La réactivité varie d'un radical libre & un autre et dépend de
I’environnement ou ils sont présents. Consommation d'oxygene par les mitochondries, elle
provoque une augmentation de la formation de radicaux libres dans le cas d’un exercice
(Benbrook, 2005). La génération de EOA est également le résultat de la mort cellulaire via

I’apoptose ou la nécrose (Rondeau, 2009).
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Superoxyde Réaction de Fenton Catalase

dismutases (Fe®™ : Cu") Glutathion peroxydase
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Figure 01. Origine des especes réactives de I’oxygene. Les quatre étapes de la réduction de
I’oxygéne et la formation des intermédiaires partiellement réduits sont détaillées (Migdal et

Serres, 2011).

3-Les cibles biologiques des EOA :

3.1- L’acide désoxyribonucléique ou ADN :

L’ADN est une cible privilégiée pour les EOA. La guanine, par exemple, peut réagir avec
*OH pour former la 8-hydroxy-2’ déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de s’apparier avec
la cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN et
conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le déclenchement du
cancer et le vieillissement (Haleng et al., 2007), les altérations du matériel génétique
s'accumuleront au sein de I'ADN représentant ainsi la premiére étape impliquée dans la
mutagenése, la carcinogenese et le vieillissement (Mitchell et al., 2002 ; Favier, 2006 ; Valko
et al., 2007).
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3.2-les protéines :

Les chaines latérales de tous les acides aminés sont des cibles potentielles pour les
EOA (Stadtman, 2004 ; Baudin, 2006). Cependant les produits d oxydations ne sont pas
toujours clairement identifiés. Dans les conditions physiologiques, les cibles majeures sont les
acides aminés soufrés (cystéine, méthionine), les acides aminés basiques (arginine, histidine,
lysine). Toute attaque radicalaire d’un acide aminé provoquera 1’oxydation de certains résidus
avec, pour conséquences, I’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines
peptidiques et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages sont
irréparables et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non-
reconnaissance d’un récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique). Certaines
protéines oxydées sont peu dégradees et forment des agrégats qui s’accumulent dans les
cellules et dans le compartiment extracellulaire (Haleng et al., 2007 ; Grimsrud et al., 2008 )

3.3-Les lipides :

L'attaque des lipides circulants aboutit & la formation des LDL oxydées, qui sont
captées par des macrophages formant le dépot lipidique de la plaque d’athérome des maladies

cardiovasculaires (Durand et Beaudeux, 2011)

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (AGPI) : c’est la phase d’initiation. Le
radical lipidique réagit avec une molécule d’oxygene pour former un radical pyroxyle
(ROO-), suffisamment réactif pour arracher un H+ & un AGPI voisin, propageant ainsi la
réaction, il en résulte une altération de la fluidité membranaire qui conduit inévitablement a la
mort cellulaire. Les peroxydes générés seront neutralisés par la glutathion peroxydase ou
continueront a s’oxyder et a se fragmenter en aldéhydes (malondialdéhyde, 4-
hydroxynonénal) dont les activités pro-athérogenes sont bien connues (Haleng et al., 2007 ;
Brenna, 2016 ; Cillard, 2006). La transmission en chaine de la réaction de peroxydation

lipidique est stoppée par la vitamine E intercalée dans la bicouche lipidique des membranes.
4-Les systemes antioxydants :

L’organisme a développé des systémes de défense tres efficaces contre la production
des EOA. Les molécules contrdlant cette production sont appelés les antioxydants que
désignent « toutes substances qui, présentes a faible concentration par rapport a celle du

substrat oxydable, retardent ou inhibent significativement 1’oxydation de ce substrat »

5



Synthése bibliographique Chapitrel : le stress oxydant

(Halliwell et Gutteridge, 1990). Les antioxydants non nutritionnels comprennent des produits
naturels extraits de plantes, utilisés tels quels ou aprés modifications chimiques, des produits
extraits d'animaux terrestres ou marins (enzymes ou protéines antioxydantes), des produits de

synthese imitant les enzymes, chélatant le fer ou piégeant les radicaux (Favier ,2003).

4.1-Systémes de défense enzymatique :

a-La superoxyde dismutase (SOD) :

SOD
20,7 + 2H" > H,0, +0O,

Les superoxyde dismutases (SOD) sont des métalloprotéines, qui représentent une des
premicéres lignes de défense contre le stress oxydant, assurent I’élimination de I’anion super-
oxyde Oye- par une réaction de dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en
oxygene (Gardner et al.,2002 ; Fridovich, 2000). Chez I’homme, on décrit 3 isoenzymes : la
Cu/Zn-SOD1 cytosolique, la Mn-SOD2 mitochondriale et la Cu/Zn-SOD3, qui différent par la
localisation chromosomique du géne, leur contenu métallique, leur structure quaternaire et
leur localisation cellulaire (Afonso et al., 2007). La SOD3 est sécrétée par les cellules
musculaires lisses et constitue le systeme antioxydant majeur de la paroi artérielle : son
expression et sa sécrétion sont augmentées par les facteurs vasoactifs (histamine, endothéline
1, angiotensine II) et diminuées par I’homocystéine (Haleng et al ., 2007 ; Favier,2003 ;
Bourg, 2005). Le role des SOD et des peroxydases est complémentaire car une bonne

protection ne peut étre obtenue par les superoxydes dismutases seules (Favier, 2003).

b-Les glutathions peroxydases(GPxs) :

La GPX est une enzyme séléno-dependante, dont il existe plusieurs isoformes,
réparties differemment dans la cellule, qui jouent un réle tres important dans la détoxification
du peroxyde d’hydrogéne, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultants de 1’oxydation du
cholestérol ou des acides gras en couplant la réduction de ces dérivés réactifs avec 1’oxydation
de substrats réducteurs comme le glutathion (GSH)(Sorg, 2004 ; Souchard et al., 2002). Elle
catalyse la réaction de transformation des H,0O,. Cette réaction met en jeu une molécule anti-
oxydante non enzymatique, le glutathion, sous sa forme réduite GSH. En réalité, 2 molécules

de GSH sont nécessaires pour donner la forme oxydée du glutathion a savoir le glutathion
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disulfide (GSSG). La glutathion réductase (GR) a pour réle de régénérer le GSH a partir du
GSSG grace au NADPH qui est utilisé comme donneur d’électrons (Marfak, 2003). La GR est
chargée de réduire le glutathion qui a été oxydé par les nombreux processus cellulaires. Elle
utilise I’oxydation du NADPH en NADP+ pour réduire le GSSG.

c-La catalase :

catalase
H202+H202 > OZ+2HZO

C’est un enzyme héminique joue un rdle important dans les voies de défense
antioxydants , elles réduisent le peroxyde d'hydrogéne H,O, en libérant de I'oxygene et de
I'eau (Forsberg et al., 2001). Elles sont localisées surtout dans les peroxysomes, formées de
quatre sous unités. Chaque sous unité comporte un groupent ferriprotoporphyrine dans son

site actif avec un atome de fer a I’état Fe** (Ko et al., 2000).

Il existe de nombreuses autres enzymes antioxydantes comme les peroxyredoxines,
I'hnéme-oxygeénase, la glutathion transférase, les thiorédoxines réductases ou les thiorédoxines
peroxydases (Favier, 2003).

4-2-les systemes non enzymatiques :
4.2-1-Les antioxydants naturels :
Parmi les antioxydants naturels on trouve la Vitamine E, Vitamine C, le p-caroténe,

coenzyme Q10, et les composes phénoliques exemple les flavonoides........

a-Lavitamine E :

Le terme générique de vitamine E désigne en fait la famille constituée des
tocophérols, la forme la plus active étant 1’alpha-tocophérol. Cette vitamine est décrit comme
étant le principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les érythrocytes chez 1’homme.
Elle empéche ou réduit ’oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL). Cette
oxydation des LDL est associée a I’apparition de 1’athérosclérose et donc aux maladies
cardiovasculaires (Delattre et al.,2005) et elle est capable , d’une part, de piéger
chimiquement I’oxygéne (O,) en s’oxydant en quinone. D’autre part, de réagir avec le radical
hydroxyle (‘OH), mais son principale role biologique est de prévenir la peroxydation des

lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux peroxyles (ROO’) (Rondeau, 2009).
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Elle est présente dans les huiles végétales (huiles d’arachide, de soja, de chardon, de tournesol
et d’olive pressées a froid) ainsi que dans les noix, les amandes, les graines, le lait, les ceufs, et
les légumes a feuilles vertes (Bossokpi, 2002).

b- La vitamine C :

L’acide ascorbique ou la vitamine C est un antioxydant dans les fluide extracellulaires.
C’est un piégeur trés efficace des anions superoxydes, du peroxyde d’hydrogene, des radicaux
hydroxyles et peroxyles, et de I’oxygéne. Il est présent dans les legumes, le choux, le poivron,
les agrumes (Mak et al., 2002). Elle joue un réle important dans la régénération de la vitamine
E (Bossokpi, 2002).

c-p-carotene :

Le B-caroténe est un type de caroténoides et précurseur de la vitamine A. Leur réle
protecteur dans les systémes biologiques implique la désactivation des EOA telle que ROO",

qui peuvent faire des dommages oxydatifs (Stahl et Sies, 2002). Il est présent dans les

légumes verts, la salade, les carottes, I'abricot, le melon, les épinards... (Boss, 2002).

d-Le coenzyme Q10 :

Le coenzyme Q10 forme prédominante d’ubiquinone chez I’homme et I’animal, peut
agir comme un antioxydant liposoluble, en complément de son rdle dans le métabolisme
énergétique. Sa fonction serait de stimuler un recyclage efficace de la vitamine E, plutét que

d’agir directement sur les radicaux libres(Beyer, 1992).

e-Les polypheénols :

IIs constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux.
L’alimentation fournit environ 1g de polyphénols par jour principalement par I’apport en
fruits et, dans une moindre mesure, en légumes et en céréales. Ils sont présents sous forme
d’anthocyanine dans les fruits rouges et le vin rouge, sous forme de flavonoides dans les
agrumes, I’huile de lin et sous forme d’épicatéchine dans le vin, le thé, le chocolat, les
pommes, les oignons et les algues brunes. Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des
EOA et de tres bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre (Haleng et
al., 2007).
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4.2-2Les antioxydants synthétiques :

Ils sont utilisés pour empécher les aliments gras de rancir et pour protéger les
vitamines liposolubles (A, D, E et K) contre I'oxydation. Les esters d'acides galliques, les
vitamines C et E ont également des propriétés antioxydantes et ont I'avantage d'augmenter la
valeur nutritive des aliments. Les antioxydants synthétiques sont généralement préparés en
laboratoire, et principalement a partir de composants chimiques. 1ls sont utilisés en
cosmétique et dans les huiles végétaux, comme par exemple : le butylhydroxyanisole(BHA),
le gallate de propyle (PG), I’acide nordihydroguaiaretique (NDGA)....(Guo et al., 2006),
malgré leur grand pouvoir antioxydant, I’exceés de ces antioxydants synthétiques peut étre
toxique (Williams, 1994).

4.2-3Les oligo-éléments :

1-Le sélénium :

Le sélénium n’est pas un antioxydant en tant que tel, car il ne peut piéger les radicaux
libres, mais il joue un réle primordial comme cofacteur de la GPx (Burk, 2002 ; Rayman,
2002). Dans I’alimentation, on retrouvera essentiellement du sélénium organique, lié a un
acide aminé, la cystéine. Le sélénium organique est mieux absorbé, il subit une métabolisation
hépatique qui conduit & des intermédiaires nécessaires a la synthése de dérivés
physiologiquement actifs comme la GPx. La dose journaliere recommandée est de 50-70
ug/jour. Les aliments riches en seélénium sont, notamment, les noix de Brésil, Tail,
viande...(Halleng et al., 2007).

L’activité antioxydante maintient ’intégrit€é membranaire et réduit la probabilité de
propagation de lésions oxydatives a des biomolécules telles que les lipides, les lipoprotéines
et 1’acide désoxyribonucléique (ADN). Les sélénoprotéines assurent, en synergie avec
d’autres molécules de nature enzymatique (superoxyde dismutase, catalase) ou non (vitamine
E, C, caroténoides, groupes thiols, poly phénols, coenzyme QI10) I’équilibre intra- et
extracellulaire de la balance pro et antioxydants (Roussel et al.,2002 ; Brahim, 2015)

2-le zinc

Le zinc est un oligo-élément indispensable a la vie de tous les organismes vivants, y
compris I'nomme (Herber, 1994). Le zinc est I'élément de trace le plus répandu dans
I'organisme apreés le fer. On le trouve dans les produits de la mer, les viandes et le jaune

d’ceuf. L'organisme adulte en contient 2 a 3 g en moyenne et n'est pas stocké par I'organisme.
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La majorité du zinc est concentrée dans le squelette, la peau, le cheveu, la prostate et 1'ceil
(Halsted, 1974). Les besoins quotidiens en zinc varient de 4 & 20 mg selon I'dge et le sexe
(Seve et favir , 2002).

Le zinc est présent dans toutes les cellules et est essentiel pour le fonctionnement
normal des tissus et organes du corps (Pories, 1976). Il entre dans la composition de
nombreuses enzymes et joue un réle dans la synthése des protéines. Le zinc stimule les
défenses immunitaires ainsi que le renouvellement cellulaire. Le zinc intervient dans ’activité
des enzymes, dans I’expression des geénes, dans la stabilisation des structures nucléiques,

protéiques et hormonales.
3-le cuivre :

A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD, la
cytochrome C oxydase, la dopamine B-hydroxylase. Cependant, en tant que métal de
transition, il joue un réle important dans le déclenchement de réactions de production d’EOA
(réactions de Fenton) et peut — lorsque sa concentration est élevée devenir pro-oxydant. Les
apports journaliers recommandés sont de 1’ordre de 2,5 mg. Il est présent dans le son,

I’avoine, le seigle, le foie de veau, ... (Halleng et al.,2007).
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Introduction :

Les plantes médicinales forment un créneau en plein essor au niveau mondial (Vann,
1998) ; I’Organisation Mondiale de la Santé estime que la médecine traditionnelle couvre les
besoins en soins de santé primaires de 80% de la population des pays en voie de
développement (Vines ,2004). Les plantes jouent encore un role trés important dans les
traditions médicales et dans la vie des habitants au Maghreb, mais les regles de leur utilisation
manquent parfois de rigueur et ne tiennent pas compte des nouvelles exigences de la
thérapeutique moderne (Bellakhdar, 2006 ; Touafek, 2010).

Les plantes médicinales connue par des activités pharmacologiques et utilisée pour
ses propriétés particulieres bénéfiques pour la santé humaine ou animale. Elle est utilisée de
différentes maniéres (décoction, macération, infusion...) et une ou plusieurs de ses parties
peuvent étre utilisées (racine, rhizome, feuilles, fleurs...) pouvant conduire & des emplois
thérapeutiques. En fait il s'agit d'une plante qui est utilisée pour prévenir, soigner ou soulager
divers maux. Elles sont des drogues végétales dont au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses (Lefahal, 2014 ; Dutertre, 2011).

Au cours des derniers années on avoir une augmentation de 1’utilisation des plantes grace
a leurs pouvoirs antioxydants comme par exemples : Trichilia prieuriana, Chrysophyllum

perpulchrum , Disthemonanthus benthamianu (Bidié et al.,2011).
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1-Description botanique :

Arbutus unedo est un arbuste inferieure & 4m de hauteur a feuilles persistantes dentées,
a écorce rougeatre, a fleurs blanches ou rosés en forme de clochette pendant grappes et
apparaissent en septembre-octobre en méme temps que la floraison (Celikel et al., 2008).

et a fruits arrondis, verruqueux et rouges ressemblant a des fraises (Iserin et al., 2008).

Figure02 : Inflorescence(A) et infrutescence (B) de /’Arbutus unedo (Takrouni et Boussaid,
2010).

2. Classification classique :

Regne: Plantes

Embranchement: Spermatophytes
Classe: Magnoliopsidées

Sous-classe : Asteridées

Ordre : Ericales

Famille : Ericacées

Genre : Arbutus

Espéce: Arbutus unedo L (Mendes, 2010)

12
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3-Répartition :

L'arbousier est présent dans I'ensemble du pourtour méditerranéen occidental, presque
exclusivement sur sols siliceux, parfois sur des calcaires non actifs ou dolomitiques. Il est le
compagnon du chéne-liege (Quercus suber) sur sol acide. Dans le Midi de la France, il
prospére particulierement dans certaines régions des Pyrénées-Orientales, le VVar (Maures et
Esterel) et en Corse ou il peuple abondamment le maquis ; dans le Sud-ouest, il est tres
répandu le long de la cote landaise sur les sols sablonneux compris entre Bordeaux et I'océan,
et remonte au nord jusqu'au littoral de la Loire-Atlantique (Ayaz et al., 2000).

L'arbousier est une espece assez rustique, et son aire de répartition remonte le long des
cbtes atlantiques jusqu'en Bretagne et méme jusqu’au Sud de I'lrlande, ou il trouve un climat

tempérés (gelées rares et faibles) (Quevedo et al., 2015) .

Figure03 :Répartition mondial de /’Arbutus unedo « — == » (Aksil, 2015)
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4-Composition :

L'arbousier commun contient 2,7 % d'arbutine, et d'autres hydroquinones, un principe
amer et des tanins (plante riche en tanins). L'arbutine est un puissant antiseptique de I'appareil
urinaire. Les composés phénoliques (des anthocyanines, des dérivés d'acide gallique, flavan-

3-ols, catéchine, procyanidines et des tanins), la vitamine C, la vitamine E et les caroténoides.

OH

OH
O, OH

OH
CH,OH

Figure04 : la structure de I’arbutine (Nowak et al., 2009)

5-Propriétés et utilisation :

En décoction, sa racine est utilisée contre I'hypertension. On lui attribue des
propriétés anti-inflammatoires, il est également efficace contre les rhumatismes, les feuilles
ont des propriétés anti-diarrhéiques et dépuratives des voies urinaires (Bnouham et al.,2007).
Avec ses applications traditionnelles, la large gamme d'antioxydants en A.unedo dans les
fruits, tels que des composés phénoliques (par exemple, des anthocyanines, des dérivés
d'acide gallique, flavan-3-ols, catéchine, procyanidines et des tanins), la vitamine C, la
vitamine E et les caroténoides (Barros et al., 2010; Guimaraes et al., 2014) sont utilisés
comme un antiseptiques, et contre I’effet diurétiques et laxatifs (Albuquerque et al., 2017).
Cela, attribue au fruit une valeur potentiellement élevée en tant que «nourriture favorisant la
santé» ( Pawlowska et al., 2006 ; Pallauf et al., 2008 ; Alarcao et al., 2001). L'A. unedo est
fréguemment utilisé dans la médecine traditionnelle au Maroc Orientale comme un reméde
naturel pour I'nypertension et le diabéte (EI houari, 2007).Le fruit est déconseillé pendant la

grossesse et en cas d'affection rénale.
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1-Le materiel végétal :

Dans le présent travail on s’intéresse a 1’étude des racines de I’Arbutus unedo,
récoltées en mois de janvier 2017 dans le village de Tizi, commune de Ain Fezza, wilaya de
Tlemcen. Au laboratoire, les racines sont séchées a lI'ombre et a température ambiante parce
qu'il est conseillé pour obtenir une meilleure extraction, puis broyées par un mortier pour

servir & la préparation des extraits.

2-L'extraction :

Dans un premier temps, un extrait brut (eau-acétone) a été préparé. Ce dernier subit
une extraction liquide / liquide par I’acétate éthyle selon la méthode de (Bekkara et al., 1998)

comme suite :
2.1-la préparation d’extrait eau-acétone (EC) :

» 10g de matiere végétale seche et broyée sont mélangés au 100ml de solvant eau-
acétone 30:70 (V/V). Le mélange est porté a ébullition sous le reflux pendant 30min
(’extraction par décoction)

Filtration de la solution du décocté apres refroidissement

Evaporation a sec du filtrat a I’aide d un rota-vapeur, afin de concentrer I’extrait

Séchage a | étuve a 50°C pendant24h

YV V V V

Récupération de produit sous forme de poudre
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Figure05 : Montage de la décoction sous le reflux.
2.2-préparation des fractions aqueuses (AQ) et I’acétate(AC):

> Les deux fractions sont obtenues a partir de | extrait eau-acétone respectivement apres
extraction et concentration au rotavapor, et extraction par 1’acétate d’éthyle

On ajoute d acétate éthyle a I’extrait eau-acétone

Décantation et séparation des deux phases. Cette opération est répétée trois fois

Evaporation a sec da la phase organique d acétate d éthyle a 40°c

YV V V V

Séchage a sec de la fraction aqueuse

Figure06 : Evaporation de I’extrait eau-acétone par le rotavapeur
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FigureQ7: Protocole d'extraction a partir des racines d’Arbutus unedo
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3-Activité antioxydante :
3.1- Test au DPPH :

a-Principe :

Dans ce test les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrazyle ayant une couleur
violette en un composé jaune, le diphényl picryl-hydrazine, dont | intensité de la coloration est
inversement proportionnelle a la concentration des antioxydants présents dans le milieu
(Adida et al., 2016). Le composeé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle fut I'un des
premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydant des
composés phénoliques (Blois,1958). Il possede un électron non apparie sur un atome du pont,
d'azote (Popovici et al., 2009).

b- mode opératoire :

cette mesure a été mesurée selon le protocole décrit par (Athamena et al.,2010). 1ml
de chaque solution hydro-cétonique des extraits a différentes concentrations (0,02 ; 0,04 ;
0,06 ; 0,08 ; 0.1mg/ml) sont ajoutés a 1 ml de la solution méthanoique du DPPH (0,012gdans
100ml). Parallelement, un témoin négatif est préparé en mélangeant 1ml de méthanol avec
1ml de la solution méthanolique de DPPH. La lecture de I'absorbance est faite contre un blanc
préparé pour chaque concentration a 517nm aprés 30 min d'incubation a I'obscurité et a la
température ambiante. Le contrble positif est représenté par une solution d'un antioxydant
standard; I'acide ascorbique dont I'absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les

échantillons et pour chaque concentration (Bougandoura, 2013).

Le pourcentage de réduction du DPPH est donne par la formule suivante :

% de reduction DPPH= [(DO cont-DO ech )/DO cont]*100

DO cont : densité optique du DPPH sans antioxydant.
DO ech : densité optique de | extraits en présence d’extrait.
c-Calcul des ICsp :

La ICsg est la concentration de 1 acide ascorbique ou de 1’extraits qui peut réduire 50%

du DPPH, cette dernier est déterminer graphiquement.(par les formules des pourcentages
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d’inhibition en fonction de différentes concentrations des extraits testées a I’aide de logiciel
Origine 50 (Samarth et al., 2008).

3.2- Réduction du fer FRAP (Ferric reducing-antioxidant power)

a- Principe :

Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) dans les extraits est déterminé selon la méthode
décrite par (Oyaizu , 1986). La méthode de la réduction du fer est basée sur la réduction de fer

ferrique Fe**au fer ferreux coloré par le bleu Fe*"

b-Mode opératoire:

Un millilitre de I'extrait a différentes concentrations (0,02 ; 0,04 ; 0,06 ; 0,08mg/ml)
est mélangé avec 2,5ml d'une solution tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d'une
solution de ferricyanure de potassium KsFe(CN)ga 1%. L'ensemble est incubé au bain-marie a
50°C pendant 20 min. Ensuite, 2,5ml d'acide trichloracétique a 10% sont ajoutés pour stopper
la réaction. Les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10min. Un aliquote (2,5ml) de
surnageant est combinée avec 2,5ml d'eau distillée et 0,5ml d'une solution aqueuse de FeClj
(Chlorure ferrique) a 0,1%. La lecture de I'absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm
contre un blanc semblablement préparé, en remplacant I'extrait par de I'eau distillée qui
permet de calibrer I'appareil (spectrophotometre UV-VIS). Le contrdle positif est représenté
par un standard d'un antioxydant; I'acide ascorbique et I’acide gallique dont I'absorbance a été
mesuré dans les mémes conditions que les échantillons. Une augmentation de I'absorbance
correspond & une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Zovko Konci¢ et al.,
2010).

3.3- Test de blanchissement du - carotene
a-Principe :

L’oxydation de 1’acide linoléique génere des radicaux peroxydes qui vont oxyder le -
carotene au niveau des doubles liaisons (Cheufa et Allem, 2016). Le B-caroténe non oxydé est
de couleur rouge et qui perd cette coloration aprés oxydation, on parle de blanchiment du -
caroténe. Un pouvoir antioxydant est la capacité d’empécher cette oxydation par une molécule

de référence ou par les extraits vegétaux (Tepe et al., 2005 ; Kouamé et al., 2009).
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b-mode opératoire :

Briévement 2 mg de B-caroténe ont été dissous dans 10 ml de chloroforme.1ml de la
solution obtenue a été introduit dans un ballon contenant 20 mg d'acide linoléique et 200 mg
de Tween 40. Aprés évaporation du chloroforme, 50 ml d'eau distillée saturée en oxygeéne ont
été ajouté avec agitation vigoureuse 2 ml de la solution obtenu est mélangée avec 100ul de
chaque extrait (1g/ml) et du témoin BHT. L'absorbance a été immédiatement mesurée pour le
BHT a 470 nm. Les autres lectures sont mesurees apreés 2h d’icubation a 50°c(Tepe et al.,
2005).

Les étapes de test de B-carotene :

Préparation des | extraits (AQ-AC-EC) (1g/ml)

La dilution des extraits

Préparation de blanc (20mg acide linoléique ; 200mg tween 40 ; 50ml I’eau distillé)
Préparation de I’émulsion

Préparation du mélange extrait / émulsion

La DO de contrble au temps TOmin

Les tubes couverts sont placés dans un bain marie réglé a 50°C pendant 120min

YV V. V V V V V V

les DO sont lues a T120 min pour tous les tubes

c-Expression des résultats
Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d'inhibition de la décoloration du

B-caroténe en employant la formule suivante:

Pourcentage d'inhibition = [ (A;- C¢/ Co — C¢)] X 100 (Wannes et Marzouk, 2016).

A et C;: Absorbance de I'échantillon et de control aprés incubation de 120 minutes.

Co: Absorbance du contréle négatif a t0.

C: ; Absorbance du contrdle négatif aprés incu bation de 60 minutes.
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1-Activité antioxydante :
1-1 Pouvoir antiradicalaire des extraits de I’Arbutus unedo sur le DPPH :

Nous avons étudié le pouvoir des extraits de 1’Arbutus unedo sur le piégeage de
radical libre DPPH. Les résultats obtenus sont présentés sous forme de graphes de
pourcentage de réduction du radical libre DPPH en fonction des concentrations des extraits

ou de I’acide ascorbique utilisé comme molécule de référence.

[uny
N
)

y =14290x - 7,568

L 2
R*=0,964

% de réduction
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N
1

2
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Concentration de I'acide ascorbique (mg/ml)

o

Figure08 : Pourcentage de réduction du radicale libre DPPH en fonction des

concentrations de 1’acide ascorbique.

21



Partie expérimentale Résultats et interprétations

120 -~
y=821,1x + 48,78

100 - R*=0,929

80 -

60 -

%ode reduction

40 -

20 A

0 T T T T T T 1

0 0,01 0,02 0,03 . 0,04 0,05 0,06 0,07
concentration mg/ml

Figure09 : Pourcentage de réduction du radicale libre DPPH en fonction des concentrations

de I’extrait I’eau-acétone.
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FigurelO : Pourcentage de réduction du radicale libre DPPH en fonction des concentrations
de fraction aqueuse.
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Figurell : Pourcentage de réduction du radicale libre DPPH en fonction des concentrations

de fraction d’acétate éthyle.

L’extrait eau-acétone a montré 1’activité la plus élevée. Pour 20pug/ml, 1’extrait eau-
acétone a atteint un pourcentage d’inhibition de 62,56%. A cette méme concentration, la
fraction aqueuse produit un pourcentage d’inhibition de 60,44%, alors que la fraction

d’acétate a présente le plus faible pourcentage de réduction de 50,64%.

TableauO1 : valeur des 1Cs des extraits d’Arbutus unedo et I’acide ascorbique :

Fraction d’acétate
Extraits Acide ascorbique | Eau - acétone Fraction aqueuse d’éthyle
IC50(mg /ml) 0,004 0,0014 0,0032 0,023
Les valeurs 1Cso déterminées en mg/ml exprimant la concentration efficace de

I’extrait antioxydant nécessaire pour le piégeage et la réduction de 50% de moles de DPPH.
Les valeurs inferieures de ICsp indiquent I’efficacité de 1’extrait et donc le pouvoir
antioxydant plus fort. D’aprés les 1Cso obtenus, on ne constate que 1’extrait eau-acétone
présent la IC50 plus faible de (0,0014 mg/ml) par rapport a celle de 1’acide ascorbique (0,004
mg/ml), et donc une activité antioxydante importante ; suivi par la fraction aqueuse qui reste

encore plus efficace que le témoin et la fraction d’acétate d’éthyle.

23



Partie expérimentale Résultats et interprétations

1-2-Test de la réduction du fer FRAP (Ferric reducing-antioxidant power) :

L’analyse du pouvoir réducteur consiste en la mesure de 1’augmentation de

I’absorbance des ions ferriques (Fe?*) formés.

1 -
0,9 -
0,8 -
—— 23 ascorbique
0,7 -
—fli—a gallique
0,6 1 fraction aqueuse
8 0,5 - —>&=fracction d'acétate d'éthyle
0.4 - == extrait eau-acétone
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 )
0 0,02 0,04 0,06 0,08
Concentration mg/ml

Figurel2 : pouvoir réducteur des extraits eau-acétone, aqueuse, et d’acétate des racines
d’Arbutus unedo testé par la méthode de FRAP

D’apreés les graphes, nous constatons que 1’extrait eau-acétone présente une activité
importante réduisant le fer suivi de la fraction d’acétate d’éthyle, alors que la fraction aqueuse

a présente un pouvoir réducteur inferieur par rapport a ces deux extraits.

L’extrait eau-acétone a présent I’activité la plus €levé pour réduire le fer avec un
densité optique(DO) de 0,176 puis fraction d’acétate d’éthyle avec un DO de 0,156 et en fin la
fraction aqueuse avec un DO de 0,061 pour la concentration 0,04mg /ml. L’acide ascorbique
et ’acide gallique qui sont employés dans cette méthode comme de contrdles positifs, sont
montrées un pouvoir reducteur plus élevés (DO egale 0,38 et 0,35 respectivement) pour des

concentrations égales.

Aussi, nous remarquons que 1’augmentation de la réduction du fer est proportionnelle

avec I’augmentation de la concentration des extraits des racines de /’A.unedo.

24



Partie expérimentale Résultats et interprétations

1-3-Test de blanchissement du p- carotene :

Dans la méthode de blanchissement de la f—caroténe, 1’oxydation de 1'acide linoléique
génére des radicaux peroxydes qui attaque la double liaison de P-carotene et donc sa

décoloration.

60 - y =531,0x - 2,156

R?=0,992

40 -

30 -

20 -

%d'inhibition

10 -

O T T T T T 1
? 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

-10
concentration mg/ml

Figurel3: Pourcentage d’inhibition de I’oxydation de [ caroténe en fonction des

concentrations de BHT
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Figurel4d : Pourcentage d’inhibition de [’oxydation de [ caroténe en fonction des

concentrations de 1’extrait eau-acétone.
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Figurel5: Pourcentage d’inhibition de [’oxydation de [ caroténe en fonction des

concentrations de fraction aqueuse.
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Figurel6 :Pourcentage d’inhibition de I’oxydation de [ caroténe en fonction des

concentrations de fraction d’acétate éthyle.

Tableau02 : valeur des ICxy des extraits d’Arbutus unedo et de BHT :

Extraits BHT Eau - acétone Fraction Fraction d’
aqueuse acétate d” éthyle
IC50 (mg /ml) 0,098 0,19 0,061 0,094

Le potentiel antioxydant de I’extrait eau-acétone et ses fractions est évalues par la
détermination de la capacité d’inhibition de 1I’oxydation du B-caroténe. Les courbes montrent

I’oxydation (blanchissement) du B-caroténe dans un temps de 120min. La diminution de

I’absorbance est due a 1’oxydation du p-caroténe par I’acide linoléique. L’ajout de substance

antioxydante, joue un réle protecteur et inhibe ou ralentit cette oxydation. Cet effet protecteur

est mesuré par le taux d’inhibition du blanchissement du B-caroténe a la fin de la duree

d’incubation. Les résultats obtenus montrent que la fraction aqueuse présent une meilleure

activité (ICso = 0,061mg/ml) par rapport au témoin positif BHT (1C5,=0,098mg/ml), puis

fraction acétate éthyle (1Csp=0,094) et I’extrait eau-acétone (1C50=0,19).
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Partie expérimentale Discussion

Ces derniéres années, 1’intérét porté aux antioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pour I’extraction, 1’identification et la quantification
de ces composeés a partir de plusieurs substances naturelles a savoir, les plantes medicinales et

les produits agroalimentaires (Sanchez, 2002 ; Huang et Prior, 2005).

L’activité antioxydante d’un composé correspond a sa capacité a résister a 1’oxydation.
Les antioxydants les plus connus sont le B-carotene, 1’acide ascorbique (vitamine C), le
tocophérol (vitamine E) ainsi que les composes phénoliques. En effet, la plupart des
antioxydants de synthése ou d’origine naturelle possédent des groupes hydrox phénoliques
dans leurs structures et les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie a la capacité de
ces composés naturels a piéger les radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe) et

superoxydes (O,¢) (Bartosz, 2003).

Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluer, in vitro et in vivo, I’activité
antioxydante par piégeage de radicaux différents, comme les peroxydes ROOe par les
méthodes ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical-Trapping
Antioxidant Parameter) (Ricardo et al.,1991). Les ions ferriques par la méthode FRAP (Ferric
ion Reducing Antioxidant Parameter) (Benzie et Strain, 1996) ; ou les radicaux ABTSe (sel
d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) (Re et al.,1999)
ainsi que la méthode utilisant le radical libre DPPHe (diphényl-picrylhydrazyle) et la méthode

de décoloration du béta-carotene (Sharma et Bhat, 2009).

D’aprés les résultats de la technique du piégeage du radical de DPPH, notre plante a
montré une bonne activité avec les trois extraits des racines de /’Arbutus unedo, en particulier
I’extrait eau-acétone qui a présenté 1’activité la plus élevé avec une ICso de 0,0014mg/ml par
rapport a I’acide ascorbique avec 0,004mg/ml, alors que la fraction aqueuse présent une 1Cs
de 0,0032mg/ml et la fraction d’acétate avec une ICsy de 0,023mg/ml. Cette différence
pourrait étres attribuée a divers composés extraites par des solvants de polarité différente
(Lafka et al., 2013).

Djabou et al.,(2013) ont étudié I’activité antioxydante des racines fraiches d’A.
unedo ont été recueillies dans la forét de Terni (a environ 20 km au sud de Tlemcen) ou les
résultats de la méthode du piégeage du radical de DPPH a montré une activité trés élevée
pour D’extrait d’acétate d’éthyle des racines de [’Arbutus unedo suivi par D’extrait

méthanolioque.
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Moualek et al., ( 2016 ), ont réalisé une étude sur I’activité antioxydante (DPPH) de
'extrait aqueux des feuilles de /’Arbutus unedo. 11s ont montré que cette extrait a une 1C50
de (7,956 £0,278) mg / ml.

Selon Barros et al.,(2010), les résultats de la méthode de DPPH a monté une activité

trés élevée pour I’extrait de fruits des A.unedo avec une ICsy de 0.81mg/ml.

En traitant ces données bibliographiques, on peut facilement remarquer que la partie

racine reste efficace vis-a-vis de 1’activité antioxydante selon la méthode du radical DPPH.

D’apres les résultats obtenus de la technique de la réduction du fer (FRAP), nous
avons remarqué une augmentation de la réduction du fer qui est proportionnelle avec
I’augmentation de la concentration des extraits des racines de /’Arbutus unedo. Ainsi nous
pouvons remarquer que I’extrait eau-acétone et les deux fractions aqueuse, et d’acétate
présentent un pouvoir réducteur inferieur a celui de 1’acide ascorbique et 1’acide gallique, par
rapport au I’extrait eau-acétone a présent le plus d’activité pour réduire le fer que fractions
aqueuse et d’acétate avec des densités optiques de 0,176, 0,154, 0,06 respectivement a la
concentration de 0,04mg/ml.

Selon Djabou et al.,(2013) les résultats de la méthode de FRAP ont montré que

I’extrait d’ acétate d’éthyle des racines d” A.unedo présent le pouvoir réducteur le plus élevé.

De méme pour Moualek et al., (2016) dont les résultats de la réduction du fer

(RFAP) ont montré une activité trés élevé pour I’extrait aqueux des feuilles d’Arbutus unedo.

Pour prouver le potentiel antioxydant des racines d’Arbutus unedo, nous avons réalisé
aussi le test de B-caroténe. Les résultats de ce test montrent que la fraction aqueuse présente
la meilleur activité inhibitrice de 1’oxydation de B-caroténe avec une ICso de 0,061 mg/ml
par rapport au témoin BHT avec une ICso de 0,098mg/ml, puis la fraction d’acétate d’éthyle
avec une ICsy de 0,094mg/ml proche a celle de BHT. Par contre [’extrait eau-acétone

présente une 1Cso de0.19mg/ml supérieur a celle de BHT.

D’aprés Barros et al., (2009), les fruits de [’Arbutus unedo par le test de

blanchissement de 3-carotene a produit une ICsy de 0,77mg/ml pour I’extrait méthanolique.

Selon Moualek et al., (2016), les résultats de I’inhibition de 1’oxydation de B-caroténe

montré une activité trés ¢levé pour 1’extrait aqueux des feuilles d ’Arbutus unedo.
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Selon Dib et al., (2013), I’étude photochimique montre la présence de divers
composés dans 1’ A.unedo tels que les quinones, les anthraquinones, les composés réducteurs,
les anthocyanines, les flavonoides et les tanins. Cependant, les alcaloides, les saponines et les

coumarines n'ont pas été détectés.

D’aprés Medjdoub et al., (2014), les racines d’A. unedo sont trés riches en
flavonoides, tanins, saponosides, acides aminés et alcaloides. Cela se contredit avec les
résultats trouvés par Dib et al., (2013) ou ils montrent 1’absence des alcaloides et des

saponosides.

La bibliographie confirme I’efficacité antioxydante des racines de la plante étudiée

par rapport aux feuilles. Nos résultats sont donc conformes avec la littérature.

Il est donc, souhaitable de fractionner encore les extraits actifs afin d’identifier la

conjugaison des molécules actives ou la molécule active.

I1 ressort donc, apres la réalisation de ce travail, que les racines d’arbousier sont

douées d’une activité antioxydante remarquable et qu’elles méritent d’étre encore étudices.
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Conclusion

Dans le présent travail nous avons évalué le pouvoir antioxydant d’Arbutus unedo, une

plante utilisé par la population locale pour traiter diverses maladies.

Nous avons évalué ’activité antioxydante des racines de /’Arbutus unedo par trois
techniques : le piégeage du radical DPPH, le pouvoir réducteur du fer (FRAP) et le

blanchissement du - carotene.

Pour la premiére technique, I’extrait eau-acétone a montré 1’activité la plus élevée avec
une ICso de 0,0014mg/ml suivi de la fraction aqueuse avec une ICsode 0,0032mg/ml, et en fin

la fraction d’acétate éthyle avec une ICsq de 0,023mg/ml.

Aussi, I’activité antioxydante a été évaluée par la technique de réduction de fer «
FRAP », les résultats montrent que 1’extrait eau-acétone a la capacité réductrice la plus élevé
que les deux fractions I’acétate éthyle et aqueuse (DO=0,176 pour I’extrait eau-acétone ;
DO0=0,156 pour la fraction d’acétate d’éthyle ; DO=0,061 pour la fraction aqueuse pour une
concentration de 0,04mg/ml), qui reste inferieure par rapport a 1’acide ascorbique et 1’acide
gallique, montrées nous avons enregistré des DO égale 0,38 pour le premiere et 0,35 pour la

deuxiéme et cela de 0,04mg/ml.

Enfin, les résultats de la technique de blanchissement de B-caroténe ont montré que la
fraction aqueuse presente une meilleure activité d’inhibition de 1’oxydation du B caroténe
avec une ICsy de 0,061mg/ml suivi par la fraction d’acétate d’éthyle avec une ICso de
0,094mg/ml qui été inferieur a celle de BHT(1C50=0,098mg/ml), molécule de référence eta la

fin I’extrait eau-acétone avec une ICsq de 0,19mg/ml.

Donc les résultats de notre travail montre que [’Arbutus unedo est une source
prometteuse de composés antioxydants et qui peuvent étre étudié ultérieurement par d’autres
techniques de fractionnement et d’identification structurale afin de cibler la ou les molécules

responsable de ces effets.
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Résumé

L’Arbutus unedo est un arbuste qui appartient a la famille des Ericacées. C’est une plante
médicinale utilisé dans la médecine traditionnelle en Algérie pour traiter diverses maladies telle que le
diabete les problémes rénaux. Les racines de la plante ont été soumises a une extraction sous reflux
dans eau-acétone (30/70) (V/V).

Cette plante miraculeuse, a fait ’objet de notre travail dont 1’objectif est d’évaluer le pouvoir
antioxydant de I’extrait eau-acétone des racines de cette arbuste ainsi ses fonctions, aqueuse et
acétate. Du fait, I’extrait est préparé par décoction sous reflux dans 1’eau-acétone (30/70) suivi d’un
fractionnement liquide-liquide par 1’acétate d’éthyle.

Trois techniques d’évaluation du pouvoir antioxydant appliquées. Piégeage du radical DPPH,
réducteur du fer (FRAP) et le blanchissement du - caroténe.

L’extrait eau-acétone a montré une activité trés élevée dans la technique de piégeage du
radical DPPH avec une ICsy de 0,0014mg/ml par rapport a ceux des fractions aqueuse et acétate
d’éthyle. La méme constatation pour la réduction du fer.

Pour la technique de blanchissement du B-carotene la fraction aqueuse présente une meilleure
activité par rapport a la 1’extrait eau-acétone et la fraction d’acétate d’éthyle.

En conclusion, les racines d’Arbutus unedo présentent une activité antioxydante remarquable
surtout pour 1’extrait eau-acétone. Cela nous amene a poursuivre ce travail ultérieurement.

Mots clés : Arbutus unedo, extrait eau-acétone, Activité antioxydante, Réduction de fer, piégeage
du DPPH

Abstract

Arbutus unedo is a shrub which belongs to the family Ericaceae. It is a medicinal herb used in
Algerian traditional medicine to treat various diseases such as the diabetes and the renal problems. The
roots of the plant were subjected to an extraction by refluxing with water-acetone (30/70)(V/V).

This miraculous plant was the object of our work whose objective is to evaluate the
antioxydant power of the roots water-acetone extract and its fractions, aqueous and ethyl acetate.
Therefore, the extract is prepared by decoction under backward flow in water-acetone (30/70) followed
by a fractionation liquid-liquid by the ethyl acetate.

Three tests of evaluation of the antioxydant power are applied. Scavenging of the radical
DPPH, iron reducing power (FRAP) and the bleaching of the B- carotene.

The water-acetone extract showed a very high activity in scavenging DPPH with an EC50 of
0,0014mg/ml compared to the aqueous and ethyl acetate fractions. The same result was obtained for
the iron reducing.

For the bleaching of B-carotene test, the aqueous fraction presents a better activity compared

to the water-acetone extract and the ethyl acetate fraction.
In conclusion, the roots of Arbutus unedo present a remarkable antioxydant activity for the extract
water-acetone. That leads us to continue this work later on.

Keywords: Arbutus unedo, water-acetone extract, antioxidant activity, iron Reduction, Radical
scavenging of DPPH



