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Résumé :

Les feuilles du Camellia sinensis qui est une plante largement utilisée pour produire des feuilles de
thé, ont été analysées par le screening phytochimique, et I’activité antioxydante des extraits aqueux
des deux genre thé vert et le thé noir a été évaluer par la méthode in vitro du test DPPH exprimée
par Equivalent Vitamine C (EVC), ainsi que les polyphénols totaux et les flavonoides totaux ont

été mesurés.

Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux mesurées sont de 762.60 EAG/100 g
MS, 1194 EC/100 g MS et de 870.1 EAG/100 g MS 855.7 EC/100g MS pour le thé vert et le thé
noir, respectivement. L’activité antioxydante est de 2097.5 mg EVC/100 g MS et de 2055 mg
EVC/100g MS, ces résultats sont en bonne corrélation avec les teneurs en flavonoides. En
conclusion, on constate que le Camellia sinensis posséde un pouvoir anti radicalaire puissant pour

les deux genres de thé étudiés, ce qui augmente la valeur de la plante.

Mot clé : Camellia sinensis, polyphénols, DPPH.



Abstract:

The leaves of Camellia sinensis, a plant widely used as a stimulating beverage (tea), were analyzed
by phytochemical screening, and the antioxidant activity of aqueous extracts of both green tea and
black tea was carried out by the in vitro DPPH assay expressed by Vitamin C Equivalent (VCE),
as well as total polyphenols and total flavonoids were measured.

The total phenolic contents and total flavonoids contents measured were 762.60 EAG/100 g DM,
1194 EC/100 g DM and 870.1 EAG/100 g DM 855.7 EC/100g DM for green tea and black tea
respectively. Antioxidant activity was 2097.5 mg EVC/100 g DM and 2055 mg EVC/100 g DM,
these results are in good correlation with the flavonoids contents. In conclusion, we can say that
Camellia sinensis has powerful antioxidant properties for both studied types green and black tea,

which increases the value of the plant.

Key words: Camellia sinensis , phenolic contents, DPPH.



Figure 1:
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :
Figure 5 :
Figure 6 :
Figure 7 :
Figure 8 :
Figure 9 :

Figure 10 :
Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :

Figure 16

LISTE DES FIGURES

Les deux genre étudiés du Camellia SINENSIS........cccccvvieeiiiiieiieese e

Les deux especes principales d'arbre du Camellia sinensis ......................

Les fleurs du Camellia SINENSIS ..o,

Traitement et séchage des feuillesdu thé....................cooiiiiiiinl.

Les différentes classes de polyphénols. ...,

Structures des acides hydroxybenzoiques .........coouviiiiiiiiiiiiii e

Structures des acides hydroXyCinnamiqUeS .........veeeeriiiieeeeeiiiiieeeeeeiinnnn,

Structure de base des CateChines. .......o.ueeee e,

Structure générale des flavonols................ocooii

Structure de lacaf@ine..........c.oiiiiii
L2 86 L 72060
Test de flavonoids. . ......oueeei i
Test d’anthoCyanes. .........oveiiiii i
Test des StErolS et terPENES. ... ...v et

TeSt 08 SAPONINES. ...\ttt e e

D Test de CardiNOlIdeS. ...ttt

Figure 17 :

Figure 18 :

Figure 19 :

Figure 20 :

Figure 21 :

Figure 22 :

Figure 23 :

Figure 24 :

Figure 25 :

déterminée

p

Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux ...........cccoviriiiiiieiieeiieennene
Courbe d’étalonnage des flavonoides totauX...............oovieiiiiiiiiiiinnn.
Dosage des polyphénols totauX ............coeiviiiiiiiiiiiiese e,
Histogramme de la teneur en polyphénols exprimée en mg EGA/100g MS..
Dosage des flavonoides totauX. ........oouviriire i
Histogramme de la teneur en flavonoides exprimée en mg EC/100g MS.....
Courbe de la vitamine C en utilisant le test DPPH...............................
Test de ’activité antioxydante DPPH...................cii i,
Histogramme de la capacité antioxydante exprimée en mg EVC/100g MS

AN 1E teSt D P PH. ...,

\



Tableau 1 :
Tableau 2 :
Tableau 3 :
Tableau 4 :
Tableau 5 :
Tableau 6 :
Tableau 7 :
Tableau 8 :
Tableau 9 :

LISTE DES TABLEAUX

Classification du Camellia sinensis........................
Description botanique du Camellia sinensis..............
Differences et comparaisons entre le thé vert et noir....

Les différents composés chimiques du thé vert..........

Principales catéchines du thé et leurs substitutions relatives.....................

Les flavonoides dominantsduthé .........................

Composition de la feuille de thé en vitamines du groupe B......................

Résultats des tests phytochimiques d'extrait aqueux de Camellia sinensis.....

Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides totaux

VI

O 00 o u

14
16
35
39



TABLE DES MATIERES

REMER CIEMEN TS L e
DI I C A CES . ..
RESUME . ...
AB S T R A C T
LISTEDES FIGURES. ... e
LISTE DES TABLEAUX ..o e
TABLE DES MATIERES ...
INTRODUCTION GENERALE ...,

Partie |

Chapitre 1 : Generalités sur le Camellia sinensis

L HISIOTIUE ..t e e
2. Définition du Camellia SINENSIS ... .ovieii e e
3. Caracteéristiques du Camellia SINENSIS .........ouiiiniii e
3.1. Description DOtaniqUe ........c.ouiirii i

3.2. Condition pour la culture du Camellia Sinensis ...............ocooiiiiiiiiinnnn,

3.3. Fabrication du Camellia sinensis (thé noir) ..o,

3.4. Différences et comparaisons (thé vert vs thé noir). ......................con.

4. Les métabolites secondaires du Camellia sinensis (thé vert) ...................oooinil.
4.1, Les POlYPhENOIS ... . e

4.1.1. Les différentes classes de polyphénols ...,

4.1.2. Acides pPhenolIQUES. .......oviriiies

4.1.3. LeS flaVvonOTaesS .....cviuieiiie e

414 LES TANNINS. ..ttt e

4.2. LeSalCaloraes. ... .ot

VI

O© 00 N O 01 U1 W W

PP R R R R R R R
~NoOo o U wWERk oo



Chapitre 2 : L’activité antioxydante

1. Définition des antioxydants...............
2. Origines des antioxydants.................
3. Les type des antioxydants.................

3.1. La composition chimique dans les aliments................cccooeiiiiiiiininnnnn,

3.2. Le mécanisme d’action.........

4. ACtiVité des antioXYdantS. ........oouiiit i

4.1 .Méthode de détermination de 1’

4.1.1.Le test I’ABTS.............

412.Letest DPPH...............

413 Letest TPTZ.....ooonn.....

activité antioxydante..................ooeeiienn

A A L teSt FRA P .

4.15.Letest ORAC...............

5. Activité antioxydant des végétaux.......

6. Pouvoir antioxydant de Camilla SINeNSIS...........c.ovviiiii i

Partie Il :
Partie expérimentale

Chapitre 3 : matériel et methodes
1.0bjectif........cooiii

2.Screening Phytochimique .................
2.1.Test des flavonoids..............
2.2. Testdestanins...................

2.3. Test des cardinolides............

2.4.Test de MousSe POUr €S SAPONINES. ... ..oviiee it

2.5. Test d’anthocyanes..............
2.6. Test des stérols et terpénes.....

2.7.Test A’ALCALOTAES ... vvveeee e

3. Dosage des composeés phénoliques.......
3.1. Préparation des extraits..........

3.2. Dosage des polyphénols totauX............cooviiriiii e,

3.3. Dosage des flavonoides totaux

18
18
18
19
19
20
20
20
20
21
21
21
21
22

24
24
24
25
25
26
27
28
28
29
29
30
31



4. Etude de I’activité antioxydante des eXtraitS...................ccoeeeiiiiieeeiiiiieeeeiie,

4.1. Evaluation de I'activité antioxydante des extraits...................c.c.ccoeeeune.
4.2. Méthode utilisé teSt DPPH.... ...t

Chapitre 4 : Résultats et discussion

1.Le screening phytochimique ....

2. Dosage des composés PhénoliqUes. .......oouivuiiiiiti i

2.1. Dosage des polyphénols totauX............ooovuiiiiiiii e
2.2. Dosage des flavonoides totauX.........c.oueeriirie i
3. Etude de I’activité antioxydante (DPPH)............ooiiiiiii e

Conclusion.....cceeeeeeiennne..
Reéférences bibliographique

Xl

31
31
32

33
37
38
39
41

42
43



Introduction :



Introduction :

Le thé se classe comme la deuxieme boisson la plus consommée apres l'eau a I'échelle
mondiale. Peu calorique, il se décline en différentes couleurs, chacune correspondant a un type de
thé spécifique. Des études suggérent que plante posséde une activité antioxydant supérieure aux

autres variétés [1].

Principalement populaire en Chine et au Japon pour ses propriétés thérapeutiques, le
Camellia sinensis gagne en popularité en Occident, les buveurs traditionnels de thé noir ont souvent
recours a I’infusion de feuilles de thé, qui est également utilisée comme base pour le thé a la
menthe. Pendant le processus de fermentation, le thé noir acquiert des huiles essentielles qui
conferent son arome distinctif. La différence entre les deux réside dans leurs polyphénols : le thé
vert est riche en catéchines tandis que le thé noir contient principalement des théaflavines et des

théarubigines [2].

Au-dela, cette plante suscite un intérét croissant en raison de sa richesse en composes
phytochimiques, notamment les polyphénols, qui conférent a cette boisson des propriétés

antioxydants.

Les polyphénols, caractérisés par la présence de cycles benzéniques et de fonctions hydroxyles,
sont omniprésents dans le regne végétal. lls jouent un rdle crucial dans la physiologie des plantes
et leurs interactions avec l'environnement [3]. Le Camellia sinensis regorge de métabolites
secondaires, il est particulierement riche en divers composés tels que les tanins, les catéchines,
I'acide gallique, les saponines, les huiles essentielles, les acides aminés (comme la L-théanine),
ainsi que des caroténoides, de la vitamine C et des minéraux (Tanins, les Catéchines et acide
gallique). Des recherches antérieures ont exploré l'activité photochimique et antioxydant du thé

vert, souvent par le biais d'expérimentations comparatives.

Notre travail consiste a valoriser phytochimiquement les extraits aqueux du Camellia
sinensis et étudier leurs activités antioxydante. Une étude phytochimique des polyphénols totaux
et des flavonoides totaux présent dans les extraits des deux genres du Camellia sinensis (le thé vert

et noir), ainsi qu'une évaluation in vitro de l'activité antioxydant par la méthode DPPH.



Cette étude englobe deux parties : La premiere partie consacrée a une synthese
bibliographique qui traite une description genérale sur Camellia sinensis (le thé vert et noir), ces
métabolites secondaires, et I’activité antioxydante. La deuxiéme partie illustre les méthodes

utilisées ainsi que les résultats obtenus avec une conclusion générale.



Partie | :

Partie bibliographique
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Chapitre 1 : Généralités sur le Camellia sinensis
1- Historique :

Le Camellia sinensis a une longue histoire qui remonte a plus de 4000 ans en Chine. Il est
considéré comme I'un des types de thé les plus anciens et les plus appréciés. Selon une Iégende,

I'empereur ShenNong, aurait été le premier a découvrir ce nectar.

Le theier (Camellia sinensis) est originaire d'Asie, comme de nombreuses autres plantes,
par le premier empereur chinois Qin (220-210avant J.C), fasciné par les élixirs de vie éternelle.
Cependant, les premiers documents attestant de l'utilisation du thé sous forme de potions
médicinales, de boissons ou d'aliments ne remontent qu'au 1\V*™ siécle avant notre ére. Sous la
dynastie Tang (618-904 aprés J.C.), les Chinois commencérent & boire Suffisamment de thé pour
assurer la célébrité d'un ouvrage lui étant consacré le "ChaChing" ou "Livre du thé" écrit par Lu
Yu, philosophe. C'est lui qui a, en Quelque sorte, instauré le culte du thé, décrivant comment le
cultiver, le produire Et I'apprécier. C'est sous la dynastie Song (960-1280) que les raffinements de
la culture du thé s'épanouirent a la fois en Chine et au Japon. La vogue était alors au thé en poudre
Et a la porcelaine délicate, et les premiéres maisons de thé firent leur apparition [4].

Aujourd'hui, le thé est apprécié dans le monde entier pour sa saveur délicate, ses propriétés

antioxydants et ses nombreux bienfaits pour la santé [5].

2- Définition du Camellia sinensis :

Le thé vert (Camellia sinensis) est une boisson obtenue par trempage des feuilles non
fermentées de Camellia sinensis, un arbuste originaire d'Asie. Le thé est considéré comme la
deuxieme boisson la plus consommée au monde apres I'eau. Il se caractérise par des calories trés
faibles, prend toutes les couleurs et chaque couleur correspond a un type de thé tres spécifique. Le
thé vert contient également une plus grande activité antioxydant que les autres types de thé. Le the
contient plus de 4000 produits chimiques dont certains sont bioactifs.

Ce type de thé est tres populaire en Chine, ou on lui attribue des propriétés thérapeutiques plus

efficaces, il devient de plus en plus populaire en Occident. Aussi il existe le thé noir [6].
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Le thé noir, appelé thé rouge en Chine, provient de la plante Camellia sinensis, le théier
commun. Pour le fabriquer, les feuilles subissent un traitement particulier qui meéne a leur
oxydation. Son go(t est plus doux et moins amer que celui des thés verts (ceux majoritairement
consommés en Asie). Par ailleurs, il peut étre conserve pendant plusieurs annees. Ainsi, son
transport et sa commercialisation sont facilités. Il est produit dans de nombreuses régions d’Asie,
en Chine, en Inde, au Japon, au Ski Lanka, a Taiwan, mais aussi en Afrique. Apres la récolte, les
feuilles sont traitées de maniere a produire I’oxydation nécessaire a son obtention selon plusieurs

étapes [7].

Thé vert Thé noir
Figure 1 : Les deux genres étudiés du Camellia sinensis

Il existe 2 espéeces principales d'arbre de thé, Camellia sinensis var. sinensis et camellia sinensis

var. assamica (figure 2).

A: Camellia sinensis var. sinensis B: Camellia sinensis var. assamica

Figure 2 : Les deux espéces principales d'arbre du Camellia sinensis [5]
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A. Camellia sinensis var. sinensis (Théier de Chine) :

Théier de Chine, résistant au froid et délicatement feuillu, cultivé dans des régions au climat

modéré, offrant un godt doux et subtil, riche en nutriments [5].

B. Camellia sinensis var. assamica (Théier d'Assam) :
Camellia sinensis var. assamica, originaire d'Assam, Inde, est un théier imposant, adapté aux
basses altitudes, a croissance rapide, offrant un godt plus amer et moins de composants chimiques

nutritifs et médicinaux [8].

Tableau 1 : Classification du Camellia sinensis [9]

Regne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Dicotylédones ou Magnoliopsida
Ordre Theales

Famille Theaceae

Genre Camellia

Espece Camellia sinensis

3- Caracteéristiques du Camellia sinensis :

Camellia sinensis, frais et Iégérement amer, varie en couleur de jaune péle a vert clair lors
de l'infusion, offrant des ardbmes végétaux, floraux ou fruités. Il est riche en antioxydants, comme
les catéchines, bénéfiques pour la santé cardiovasculaire et la prévention du cancer, et contient
moins de caféine que le thé noir. Ses bienfaits incluent la promotion de la perte de poids et

I'amélioration de la fonction cognitive [10].

3-1- Description botanique :

La plante étudiée est décrite comme mentionné au tableau 2 et la figure 3 :
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Tableau 2 : Description botanique du Camellia sinensis [11]

Nom scientifique

Camellia sinensis

Famille

Théacées

Origine

Extréme-Orient (Chine, Inde)

Type de plante

Arbuste a feuilles persistantes

Peut atteindre 30 m de haut en nature, mais

Taille généralement maintenu a environ 1,5 en culture.
Feuilles Ovales, vert clair a vert foncé, brillantes et coriaces
Fleurs Blanches, odorantes, regroupées en grappes

Fruit Capsules globuleuses,

3graines rondes et brunes a 4 & 15 mm de diamétre

Figure 3 : Les fleurs du Camellia Sinensis [12]

3-2- Condition pour la culture du Camellia sinensis :

La plante Camellia sinensis a besoin de conditions climatiques et de sols spécifiques pour croitre

[13], ou le théier prospére dans des climats chauds et humides, avec des précipitations abondantes

et une température optimale de 18 a 24 degrés Celsius. Sensible au gel et a la sécheresse, il nécessite

des conditions météorologiques spécifiques pour sa croissance optimale.
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Le théier prospere dans un sol limoneux, bien drainé et avec un pH entre 5,5 et 6,5, tout en
bénéficiant d'une richesse en matiére organique.

Aussi a besoin de beaucoup de lumiére du soleil pour prospérer au moins six heures de lumiére
directe du soleil par jour, besoin d'un arrosage régulier, surtout pendant la saison de croissance. Le
sol doit étre maintenu humide mais pas détrempé.

L’engrais, la découpe et I’exploitation des champs sont aussi importants [13], les plants de thé
doivent étre fertilisés régulierement avec un engrais équilibré, taillés régulierement pour maintenir
une forme et une taille compactes.

Pour la récolte : les feuilles de thé sont récoltées tout au long de la saison, privilégiant le début du
printemps et l'automne pour obtenir une meilleure qualité.

Et enfin I’étape de traitement du thé, une étape essentielle pour préserver sa qualité. Il comprend
le fanage pour réduire I'numidité, l'oxydation pour développer la saveur, le séchage pour éliminer
I'exces d'eau, le tri selon la taille et la qualité, et enfin I'emballage pour la vente (figure 4) [14].

Figure 4 : Traitement et séchage des feuilles du thé
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3-3- Fabrication du Camellia sinensis (thé noir) :

La fabrication du thé noir, également connu sous le nom de "thé rouge” en Chine, est un
processus complexe qui comprend plusieurs étapes essentielles. Tout d'abord, les feuilles jeunes et
saines sont récoltées, souvent a la main, en sélectionnant soit uniquement les deux premieres
feuilles et le bourgeon terminal (fine cueillette), soit la tige et les trois premiéres feuilles (cueillette
entiere). Ensuite, les feuilles sont étalées sur des claies dans une piece ventilée pour le flétrissage,
un processus qui dure de 18 a 32 heures a une température de 20 a 24°C. Ce flétrissage permet
d'assouplir les feuilles et d'activer les enzymes nécessaires a l'oxydation. L'étape suivante est
I'oxydation, ou les feuilles sont étalées dans un environnement humide avec une humidité de 90 a
95% et une température d'environ 22°C pendant 1 a 3 heures. Pendant cette période, les enzymes
transforment les composes des feuilles, développant ainsi la couleur et les ardbmes caractéristiques
du thé noir. Une fois l'oxydation terminée, les feuilles sont séchées dans un four a 90°C pendant
10 a 15 minutes pour arréter le processus d'oxydation et stabiliser le thé. Enfin, les feuilles sont
triées selon leur taille et leur forme, puis emballées dans des contenants hermétiques pour préserver

leur fraicheur et leurs arémes [15].

3-4- Différences et comparaisons (thé vert vs thé noir) :

Tableau 3 : Différences et comparaisons entre le thé vert et noir [16]

Thé vert Thé noir

Origine Proviennent de la méme plante, le | Proviennent de la méme plante,
Camellia sinensis. La différence | le  Camellia sinensis. La
réside dans le traitement des | différence réside dans le

feuilles aprés la cueillette. traitement des feuilles apres la
cueillette.
Oxydation Les feuilles sont séchées | Les feuilles subissent une

rapidement pour empécher | oxydation contr6lée, ce qui les
I'oxydation, ce qui préserve leur | brunit et développe des saveurs
couleur verte et leurs arbmes | plus intenses et robustes

délicats

Godt Godlt frais, végétal, légérement | Golt plus corsé, riche et
amer et parfois avec des notes | aromatique, avec des notes
marines ou florales. boisées, épicées ou maltées
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Caféine Contient géneralement moins de | Contient plus de caféine que le
caféine que le thé noir (environ 30 | the vert (environ 45 mg par
mg par tasse). tasse).

Antioxydants | Riche en  catéchines, des | Contient des théaflavines, un
antioxydants puissants aux | autre type d'antioxydant aux
nombreux bienfaits pour la santé | propriétés bénéfiques.

Bénéfices pour | Aide a la perte de poids, a la | Améliore la vigilance,
la santé réduction du cholestérol et a la | la concentration et la digestion
prévention du cancer.

Le thé vert et le thé noir sont deux boissons saines et délicieuses aux propriétés distinctes. Le choix
entre les deux depend des préférences gustatives et des besoins en matiere de caféine et

d'antioxydants des consommateurs.

4- Les meétabolites secondaires du Camellia sinensis (thé vert) :

Le thé vert contient de nombreux métabolites secondaires, Actuellement, de nombreuses
recherches scientifiques montrent que le thé est une source dantioxydants qui renforcent les
défenses naturelles. Parmi eux comprend les phénols (tanins, composés amers, dont les catéchines),
de saponine, des huiles essentielles, des acides aminés (L-theanine), des vitamines, des minéraux,
des oligoéléments et des alcaloides (dont la caféine). Ces composés sont responsables des bienfaits

pour la santé associée a la consommation de thé vert [17].

Tableau 4 : Les différents composés chimiques du thé vert [18 - 20]

Composes chimiques : % de masse séche :

Polyphénols (simples) 25-35 %

Cellulose, Lignine, Amidon etc. 20-30 %

Protéine 10-20 %

Lipides 3-9 %

Minéraux 4-8 %
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Polysaccharides 4-7%
Acides Amines 3-4%
Caféine 2-4 %
Chlorophylle et Caroténoides 2-3%
Composés volatiles Traces

4-1- Les polypheénols :

Les polyphénols, abondants dans le the vert, offrent un goQt amer et possedent de puissantes
propriétés antioxydantes, aidant a protéger contre diverses maladies chroniques telles que le cancer,
les maladies cardiaques et le diabéte. Identifiés comme plus de 8000 composés, les polyphénols
sont des métabolites secondaires des plantes, caractérisés par leur hétérogenéité et leur cycle
phénoliqgue commun. Leurs propriétés incluent celles d'additifs alimentaires naturels,
d'antioxydants, de piéges a métaux, ainsi que de protecteurs contre l'inflammation, le cancer, les

maladies cardiovasculaires et neuro dégénératives [21].

4-1-1- Les différentes classes de polyphénols :

Les composes phénoliques sont des substances caractériseées par la présence de plusieurs
groupements phénoliques associés en structures plus ou moins complexes, généralement de hauts
poids moléculaires, constituées d'un groupement phényle (C6) et d'un hydroxyle (-OH) (figure 8).
Il en existe environ 4500. Selon le nombre d'unité phénolique présente, on les classe en composés

phénoliques simples et en polyphénols [22].
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Acide hydroxybenzoiques

Acides phénoliques <:
Acide hydroxycinnamiques

Flavan-3-ols

Composés Flavonoides Flavonols
phénoliques
Isoflavones
\ Anthocyanes
Tanins

Tanins hydrolysables

<: Tanins condensés

Figure 5 : Les différentes classes de polyphénols [23]

4-1-2 - Acides phénoliques :

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique. Les acides phénoliques font partie des formes les plus simples des
composés. Phénoliques et se séparent en deux grands groupes distincts qui sont les acides hydrox

benzoiques et les acides hydroxycinnamiques [24].

- Acides hydrox benzoiques :

Les dérivés de lacide benzoique, incluent l'acide salicylique, l'acide gallique et l'acide
protocatéchique, avec une formule de base en (C6-C1). Principalement présents chez les
gymnospermes et les angiospermes, ils sont souvent libérés apres hydrolyse alcaline des matieres
végétales. Ces acides se retrouvent fréquemment sous forme d'esters ou de glycosides, tels que le
p-hydrox benzoique, le protocatéchique, le vanillique et la gallisyrine. Ils possedent des propriétés

antioxydantes et peuvent étre bénéfiques pour la santé.

11
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COOH
COOH COOH
OH
OH OH
Acide 2-hydrox benzoique Acide 3-hydrox benzoique Acide 4-hydrox benzoique

Figure 6 : Structures des acides hydroxybenzoiques [24]

L'acide hydrox benzoique lui-méme n'est pas tres utilisé, mais ses dérivés ont de nombreuses
applications. Par exemple, I'acide salicylique est utilise comme médicament anti-inflammatoire et
analgésique. Les esters de l'acide para- hydrox benzoique, également connus sous le nom de
parabenes, sont utilisés comme conservateurs dans les produits cosmétiques et pharmaceutiques.

- Les acides hydroxycinnamiques : qui constituent une classe de composés chimiques répandus
dans de nombreux aliments d'origine végétale, tels que les fruits, les Iégumes et les céréales. Parmi
eux, on retrouve l'acide caféique, I'acide férulique et I'acide p-coumarique, qui conferent aréme et
couleur a ces aliments. Leur présence est associée a des bienfaits pour la santé, notamment en
raison de leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et potentiellement anticancéreuses.
De plus, les acides hydroxycinnamiques peuvent jouer un réle dans la protection cardiovasculaire,

ce qui en fait des éléments clés d'une alimentation équilibreée.

HO O
AN
o} (o}
HO H;CO
\\\ OH \\\ OH
HO HO OH
Acide caféique Acide férulique Acide p-coumarique

Figure 7 : Structures des acides hydroxycinnamiques [24]
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4-1-3- Les flavonoides :

Les flavonoides, composés naturels hydrosolubles et appartenant aux polyphénols, ils possedent
un squelette (C6-C3-C6), sont des pigments végétaux essentiels, offrant une large gamme de
couleurs aux plantes. Avec plus de 4000 types répartis en 6 classes, ils sont des antioxydants
puissants, surpassant méme les vitamines, et se trouvent notamment dans le thé sous forme de
flavanols [25].

- Les flavanols et les catéchines : les flavanols et les catéchines sont des polyphénols présents
dans divers aliments comme les fruits, les Iégumes et le thé, offrant des avantages pour la santé tels
que la protection contre les maladies cardiaques, le cancer et le maintien du poids. Cette sous-
famille est la plus abondante dans le the, constituant environ 25% du poids sec de la drogue, ils
agissent comme des antioxydants puissants, protégeant les cellules contre les dommages des
radicaux libres [26, 27].

OH

H O O . \\\\\

OH

OH
OH

Figure 8 : Structure de base des catéchines [27]

Tableau 5 : Principales catéchines du thé et leurs substitutions relatives [28]

R1 R2
Gallate d’épigallocatéchine | EGCg Gallate OH
Gallate d’épicatéchine ECg Gallate H
Epigallocatéchine EGC H OH
Epicatéchine EC H H

- Les flavonols : Les flavonols, abondants dans le thé, suivent les catéchines en termes de présence

dans la boisson. Leur structure chimique partage des similitudes avec les flavanols mais se

13
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distingue par un cycle carboné spécifique. Les principaux flavonols présents dans le thé incluent la
quercétine et son glycoside, la rutine, ainsi que le kaempférol et la myricétine, tous reconnus pour
leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, bénéfiques pour la santé cardiovasculaire et
cognitive [29].

OH )

Figure 9 : Structure générale des flavonols [28]

Tableau 6 : les flavonoides dominants du thé [28]

R1 R2 R3
Glycoside de kaempférol KaG H OH OH
Glycoside de Quercétine QuG OH OH H
Glycoside de myricétine MyG OH OH OH

4-1-4- Les tannins :

Les tanins sont des composés phénoliques de hauts poids moléculaires, fortement
hydroxylées, présents dans divers aliments. Leur niveau varie selon le type de thé, les thés verts
jeunes étant souvent plus riches en tanins, ce qui contribue a leur influence sur l'astringence du the.
Malgré cette caractéristique, les tanins offrent des avantages potentiels, comme ils peuvent
favoriser la santé digestive. lls se divisent en tanins hydrolysables, décomposables en sucre et
acide phénol, et en tanins condensés, polymeres de flavanols aux propriétés antioxydants, anti-
inflammatoires et antimicrobiennes [30].
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4-2- Les alcaloides :

Les alcaloides, des composes organiques naturels présents principalement dans les plantes,
se caractérisent par la présence d'azote dans leur structure, souvent associés aux tanins végétaux.
Parmi eux, la caféine, ou 1, 3,7-triméthylxanthine, est largement étudiée pour ses effets stimulants
sur le systeme nerveux central, présente en concentration variable dans les feuilles de thé avec des
taux allant de 2,5 % a 5,5 %, offrant une alternative modérée pour ceux recherchant stimulation et
bienfaits du thé [31].

0
CH
\N N\
| CH
Vi
o) T N
CHs

Figurel0 : structure de la caféine [32]

4-3- Les vitamines :

Le thé vert est effectivement plus riche en vitamines que le thé noir. Cela est d0 a la
fermentation et a la température élevée utilisées pour produire le thé noir, qui dégrade une grande
partie des vitamines présentes dans les feuilles. La vitamine C, en particulier, est absente du thé

noir. Voici quelques exemples de vitamines présentes dans les feuilles de thé vert [33].

- Vitamine C (acide ascorbique) : 2 a 2,5 g/kg de feuilles desséchées de thé vert. Le thé vert était

dailleurs utilisé par les marins pour lutter contre le scorbut lors des longs voyages maritimes au

16eme et 17eme siecle.

- Vitamine E : Antioxydant important pour la protection des cellules.

15



Chapitre 1 | Généralités sur le Camellia sinensis

- Vitamines du groupe B : Notamment B1, B2 et B3, importantes pour le métabolisme énergétique

et le fonctionnement du systeme nerveux [34].
Tableau 7 : Composition de la feuille de thé en vitamines du groupe B [34]

Quantité en microgrammes (pg) par 100 g de feuille du Camellia sinensis

Thiamine (vitamine B1) 135
Riboflavine (vitamine B2) 1266
Niacine (vitamine B3) 7500

Acide panthoténique (vitamine B5) 1260

Inositol (vitamine B7) 1000
Biotine (vitamine B8) 82.5
Acide folique (vitamine B9) 76

4-4- Acides amineés :

La théanine, principal acide aminé du the vert, influence sa qualité et son prix, et associée aux
polyphénols, elle forme I'ardme distinctif du thé. Ses propriétés apaisantes atténuent les effets
stimulants de la caféine, offrant une boisson relaxante avec des bienfaits immunitaires et
neuroprotecteurs. En plus de la théanine, d'autres acides aminés comme l'acide y-aminobutyriquep,
I'acide aspartique et la sérine contribuent a la composition nutritionnelle et aux effets santé du thé
[35,36].

4-5- L'huile essentielle :

L'huile essentielle est essentielle pour I'ardme et le godt du thé vert, générant plus de 75 substances
volatiles durant sa production, telles que le linalol et le néridol et la cis-jasmone, en plus
d'antioxydants et de vitamines et des minéraux, qui contribuent a sa saveur distinctive et a ses

bienfaits pour la santé [37].

D’autres classes de composés chimiques sont présentes aussi chez le Camellia sinensis comme les

composés minéraux, les glucides, les lipides et les caroténoides [38].
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5- Usage thérapeutique du Camellia sinensis :

Camellia sinensis qui est riche en antioxydants, est connu pour ses multiples bienfaits pour
la santé. Il peut aider a prévenir des maladies cancéreuses, améliorer la santé cardiaque, favoriser
la perte de poids, stimuler la fonction cognitive, réduire le stress, promouvoir la santé bucco-
dentaire et renforcer le systeme immunitaire. Cependant, la plupart des études ont été menées sur
des animaux ou des cellules en laboratoire, nécessitant ainsi des recherches supplémentaires pour

confirmer ces effets chez I'homme [39].
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Chapitre 2 : L’activité antioxydante

1- Définition des antioxydants :

Un antioxydant est toute substance chimique qui, lorsqu’elle est présente en faible
concentration comparée a celle du substrat oxydable, retarde ou prévient de maniéres significatives
I’oxydation de ce substrat [40].

Les séquestrant de métaux, qui inactivent les métaux en occupant leurs sites de coordination, et les
phagocytes de radicaux libres, tels que le BHT, le BHA, les tocophérols (vitamine E) et 1’acide
ascorbique (vitamine C) [41-42].

Dans beaucoup de systémes biologiques, les especes réactives de 1’oxygene (ROS) sont
formées en tant que sous-produits normaux de métabolisme de 1’oxygene. Ces espéces Produisent
dans les processus métaboliques cellulaires incluent le peroxyde d’hydrogeéne (H20:), les radicaux
libres tels que le radical hydroxyle (OH"), et I’anion de super oxyde (O2" ). Pendant I’effort
oxydant, des grands nombres de ces espéces sont produits, et ils peuvent déclencher les réactions
chimiques telles que la peroxydation de lipide ou oxyder I’ADN ou les protéines, endommageant
les cellules. Ils menent aux mutations, qui sont a leur tour responsables des maladies relatives telles
que le cancer, la maladie cardiaque, 1’artériosclérose, les désordres inflammatoires, et les maladies

liees aux processus d vieillissement [43].
2- Origines des antioxydants :

Les antioxydants sont des substances qui protégent les cellules contre les dommages causés
par les radicaux libres. Les antioxydants peuvent étre classés en deux catégories :

- Antioxydants exogeénes: ceux que nous obtenons de notre alimentation, comme les

vitamines C et E, les caroténoides et les poly phénols.

- Antioxydants endogenes: ceux que notre corps produit naturellement, comme la super

oxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase.

3- Les types des antioxydants :

Les antioxydants sont divisés selon leur nature chimique dans les aliments aux antioxydants
naturels qui sont naturellement présents dans les plantes, les micro-organismes, les champignons

et les tissus [44]. En fonction de leur mécanisme d’action et de leur moment d’intervention, les
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antioxydants peuvent étre classés en tant que préventifs, neutralisateurs ou réparateurs des

dommages oxydatifs.

3-1- La composition chimique des aliments :

A) Les antioxydants naturels : Les antioxydants naturels sont des substances qui
préviennent les effets nocifs des ERO en les bloquant ou en les inhibant et font genéralement partie
de I’alimentation [45].

B) Les antioxydants synthétiques : Ils sont fabriqués chimiquement, efficaces et pas cher
par rapport aux antioxydants naturels, ils sont donc largement utilisés et interférent dans toutes les
formulations contenant des graisses insaturées. Actuellement, les antioxydants synthétiques les
plus importants autorisés pour une utilisation dans les aliments sont le butylhydroxytoluene (BHT),
le butylhydroxyanisole (BHA), le gallate de propylée (PG), le gallate de dodécyle (DG) et
butylhydroquinone tertiaire (TBHQ) [46, 47].

3-2- Le mécanisme d’action :

A) Antioxydants de prévention : C’est la premieére ligne de défense qui élimine la formation
radicale libre. Le produit de la décomposition des minéraux devrait étre les hydro peroxydes et le
peroxyde d’hydrogene, bien que le mécanisme et ’emplacement de la formation de radicaux dans
le corps n’aient pas encore été détermmécanisme [48].

B) Antioxydants de Scavenger : C’est la deuxiéme ligne de défense constituée
D’antioxydants endogénes anti- radicalaires, dont certains sont hydrophiles (vitamine E, acide
urique, albumine, thiols et bilirubine) et 1’autre est lipophile (ubiquinol, vitamine E qui est la plus
antioxydant puissant pour lipophil anti-radicalaire). Cette ligne élimine les radicaux Actifs [48]. Ils
éliminent les radicaux libres en donnant un ou plusieurs électrons aux especes Réactive. Cette
réaction se traduit par la transformation du piégeur en radical, méme s’il N’interagit pas [49].

C) Antioxydants de novo et réparation : La troisiéme ligne de défense est une novo et
réparation qui reconnait les enzymes, les protéines et les peptides présents dans la mitochondrie et
le cytosol, les dégrade et élimine les oxydants, ainsi que la modification des protéines et la

prévention de leur accumulation [48].
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4- Activité des antioxydants :

L’utilisation des molécules antioxydants de synthese est actuellement remise en cause en
raison des risques toxicologiques potentiels. Désormais, de nouvelles sources végétales
d’antioxydants naturels sont recherchées. 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. 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 ; ils sont également utilisés comme additifs en industrie agroalimentaire,
pharmaceutique et cosmétique. Des recherches scientifiques ont été développées pour 1’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.

4-1- Méthode de détermination de ’activité antioxydante :

Il existe plusieurs méthodes pour déterminer I’activité antioxydante d’une substance.

4-1-1- Le test I’ ABTS :

L’extrait de plante est mis en contact avec les radicaux libres d’ABTS préformés et
I’absorbance est lue avec un spectrophotométre a 734 nm. Les radicaux libres d’ABTS sont
fondamentalement creés de deux maniéres :

e A partir de ’ABTS et du persulfate de potassium K2S;0s : les deux produits en solution
Aqueuse sont mélangés et mis a 1’abri de la lumiere pendant 12- 16 h ; I’absorbance de la
Solution ainsi obtenue est ajustée a 0.700 £ 0.020 a 734 nm avant 1’usage.

e A partir de ’ABTS et du chlorure du 2, 2’-azobis (2-amidino-propane) (AAPH) jouant le
Role d’initiateur de réaction dans le tampon phosphate salin (PBS) a pH 7,4. Le mélange
est Chauffé a 68°C. L’absorbance de la solution obtenue (bleu — vert) est ajustée a 0,650 +
0,020 a 734 nm [50].

4-1-2- Le test DPPH :
Les radicaux du 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl sont dissous dans du méthanol
généralement a 100 pmol. L’extrait de plante ou I’antioxydant de référence est mis en contact avec

la Solution radicalaire de DPPH ; apres incubation I’absorbance est lue a 515-517 nm.
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4-1-3- Letest TPTZ :

La réduction des ions ferriques est aussi utilisée pour déterminer le potentiel antioxydant.
Le Réactif est fraichement préparé en mélangeant une solution de 10 mm de 2, 4,6-tripyridyl-s-
triazine (TPTZ) et de 20 mm de chlorure ferrique dans un tampon acétate (0.25- 0,3 M) a ph = 3,6
dans le rapport 1 / 1/ 10. L’absorbance du mélange (extrait de plante et réactif) est lue a 593 nm
apres incubation a la température ordinaire. L’activité antioxydant de 1’extrait de plante est

comparée a celle d’un antioxydant de référence en termes d’équivalence ou en termes d’inhibition

[51-53].

4-1-4- Le test FRAP :

Le test FRAP (ou Ferric Reducing Ability of Plasma) est une méthode basée sur le
changement de coloration lors de la réduction du fer, de I’ion ferrique (Fe**) a I’ion ferreux (Fe?*)
par transfert d’électrons. Cette réduction se fait une présence d’un antioxydant [53]. De par la
nature de la réaction de réduction, I’antioxydant doit présenter une Capacité de donneur d’électron.
Le transfert d’atome d’hydrogéne ne sera pas le mécanisme privilégié. L’absorbance est mesurée
a 593 nm. Ce test est peu couteux, simple, reproductible et rapide. Toutefois il n’est pas capable
d’évaluer I’activité antioxydant des thiols (SH), Incluant donc les polypeptides et les protéines a

groupement cystéine.

4-1-5- Le test ORAC :

Le test ORAC (ou Oxygene Radical Absorbance Capacité) est une méthode de mesure de
la capacité antioxydante des échantillons biologiques in vitro [54]. Cette méthode mesure la
dégradation oxydative d’une molécule fluorescente apres ajout d’un générateur de radicaux Libres,
le 2,2-azobis (2-amidinopropane) (AAPH). La dégradation thermique de cette molécule en
présence d’oxygeéne va provoquer la génération de radicaux libres de fagon Réguliere qui vont

pouvoir attaquer la membrane des globules rouges [55].

5- Activité antioxydante des végétaux :
Les antioxydants de synthese (BHT, BHA) sont efficaces, mais leur utilisation est de plus
en plus agréable controversé. Il convient donc d’étudier avec attention les antioxydants naturels

végétaux. Les propriétés antioxydantes des produits végétaux sont attestées par un certain nombre
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de tests comme le test au DPPH ou le test ORAC en milieu aqueux, et la mesure de 1’indice de
peroxydes. Certains tests sont avant tout des modéeles d’étude, et peu sont pourtant réellement
reconnus certaines normes sont esquissées, et la standardisation arrive enfin (voir le test ORAC,
référence USDA). Parmi les Iégumes composés qui se démarquent trés nettement au niveau de
leurs propriétés antioxydants propriété, les poly phénols sont les plus représentés dans le regne
végétal. C’est une famille tres vaste, mais le les extraits de pépins de raisin ou de thé sont désormais
bien identifiés, et présentent des résultats dans la lutte contre 1’0Xxydation complétement
surprenante. L‘intérét porté aux antioXydants naturels en relation avec leurs propriétés
thérapeutiques, a augmenté considérablement dés que les premiers travaux annoncent le fort
pouvoir antioxydant, anti-inflammatoire, anti-allergique, antivirale, antimicrobienne...des
molécules bioactives issues des différents organes des plantes (tiges, écorces, racines, feuilles,
fleurs, graines et fruits).

Les travaux scientifiques actuels ont permis de confirmer que les poly phénols sont
absorbés a travers les barriéres intestinales et parviennent au niveau des tissus cibles, ou ils peuvent
exercer des effets protecteurs contre le stress oxydant qui développe divers pathologies (maladies

cardiovasculaires, cancers, maladies neuro-dégénératives ...)

6- Pouvoir antioxydant de Camellia sinensis :

Les flavonoides du thé sont nettement plus antioxydants que ceux des fruits et légumes
[56]. Les flavonoides expriment les propriétés antioxydantes par : Le piégeage direct des ROS, la
suppression de la formation des ROS par 1’inhibition de quelques enzymes ou par chélation des
ions métalliques, impliqués dans leur production, La protection des systéemes de défense
antioxydants de 1’organisme [57].

L’analyse de la structure moléculaire des catéchines et des flavonols a permis de mettre en
évidence leur pouvoir donneur d’électron, et par conséquent leur activité antioxydant par des
réactions d’oxydoréduction Les caractéristiques essentielles est :

- Le groupement ortho-dihydroxycatéchol (en position 3’, 4”) sur le cycle B des catéchines

et des flavonols di- ou tri-hydroxylés, sert de donneur d’électrons. Une délocalisation

électronique efficace favorise la formation d’un groupe phénoxy stable [58].

- La di hydroxylation du cycle A des deux familles renforce 1’activité antioxydant [59].
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- Les catéchines, et principalement les gallos catéchines, imputent leur activité
oxydoréductrice a la structure catéchol et au groupement hydroxy en 5’ du cycle B, ainsi

qu’au groupement hydroxy substitué en 3 du cycle C.
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Chapitre 3 : Matériels et méthodes

Dans ce chapitre, on présente les déférentes méthodes utilisées pour la valorisation de deux

extraits aqueux des feuilles du thé vert et du thé noir.
1- Objectif :

La matiere végétale d’origine commerciale a été étudiée d’abord par screening
phytochimique, qui est un test chimique réalisé sur un extrait végétal pour identifier la présence de
différents groupes phytochimique. Ensuite une valorisation des composés phénoliques par
détermination des teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux par des analyses

spectrophotométriques (UV-Visible).
2- Screening phytochimique :

Ces groupes phytochimique sont appelés métabolites secondaires, qui sont des composes
organiques qui ne sont pas directement impliqués dans la croissance et le développement de la
plante, mais qui peuvent avoir des propriétés biologiques bénéfiques. Il s’agit d’'une méthode
relativement simple et peu colteuse qui peut fournir une multitude d’informations sur la
composition chimique d’un extrait végétal. Les groupes phytochimiques majeurs responsables des

activités biologiques, et qui ont été testés par la méthode de Harbone sont les suivants [60] :

Les flavonoides, les tanins, les cardinolides, les saponines, les anthocyanes, les stérols et les
terpénes, Alcaloides.

Les différents protocoles pour chaque famille de produits sont décrits ci-dessous :
2-1- Test des flavonoides [61] :

- Objectif : Déterminer la présence de flavonoides dans une poudre végétale (le thé vert et le thé

noire).
- Macération :

» Peser 2 g de la poudre végétale pulvérisée.
» Introduire la poudre dans un tube a essai.
> Ajouter 40 ml de HCI dilué a 1%.
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» Mélanger et laisser macérer pendant 24 heures a température ambiante.
> Filtrer le mélange obtenu a l'aide d'un papier filtre.
> Recueillir le filtrat dans un tube a essai propre.

- Test de coloration :

» Prélever 10 ml du filtrat.
> Ajouter quelques gouttes d'ammoniaque (NHsOH) jusqu'a obtention d'un pH basique
(environ 8-9).
» Observer la coloration de la partie supérieure du tube.
= Présence de flavonoides : Une coloration jaune claire apparait dans la partie supérieure
du tube.
= Absence de flavonoides : La solution reste incolore.

2-2- Test des tanins [61] :
- Préparation de I'infuse :

Peser 2 g de la poudre séche.
Recouvrir la poudre de 20 ml d'eau trés chaude ou bouillante.

Laisser reposer pendant 5 a 6 minutes.

Y V V V

Remuer Iégérement et filtrer I'infusé.

- Détection des tanins :

> Diluer une portion de l'infuse avec de I'eau distillée dans un rapport de 1/4.

» Ajouter 3 gouttes de FeCls a 10 % a la solution diluée.

- Interprétation des résultats :

= L'apparition d'une coloration bleu vert indique la présence de tanins.
2-3- Test des cardinolides [61] :

- Macération :
» Pulvériser 2 g de la plante (thé vert et noire).

» Meélanger la poudre avec 40 ml d'eau distillée
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» Laisser macérer pendant 24 heures.

> Filtrer le mélange.

- Extraction :

Prélever 10 ml du filtrat.
Ajouter 10 ml de chloroforme (CHCIz) et 10 ml d'éthanol (C2HsOH).
Mélanger vigoureusement.

Séparer les phases organique et aqueuse.

YV V V V V

Evaporer la phase organique.
- Détection des cardinolides :

> Dissoudre le précipité dans 3 ml d'acide acétique (CHzCOOH).
> Ajouter quelques gouttes de chlorure de fer (FeCls).
> Incliner le tube a essai et ajouter 1 ml d'acide sulfurique concentré (H2SQOs) le long des

parois.
- Interprétation des résultats :

= |'apparition d'une couleur vert bleu dans la phase d'acide acétique indique la présence de

cardinolides.
2-4-Test de mousse pour les saponines [61] :
- Objectif : Déterminer la présence de saponines dans une matiere végétale (thé vert et noire).
- Préparation de I'extrait :

> Peser 1 g de matiére végétale et la placer dans un tube a essai.
> Ajouter 10 ml d'eau distillée.
» Chauffer le mélange jusqu'a ébullition.

> Laisser refroidir le mélange et le filtrer.
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- Test de la mousse :
» Pipeter quelques millilitres du filtrat dans un tube a essai propre.
» Agiter vigoureusement le tube a essai pendant 1 minute.

» Observer la formation de mousse.
- Interprétation des résultats :

= Présence de saponines : Si une mousse persistante se forme apres agitation et reste visible
pendant plusieurs minutes, cela indique la présence de saponines dans la matiere végétale
(thé vert et noire). La hauteur et la persistance de la mousse peuvent donner une indication
de la concentration en saponines.

= Absence de saponines : Si aucune mousse ne se forme ou si elle disparait rapidement, cela

indique I'absence de saponines dans la matiére végétale (thé vert et noire).

2-5- Anthocyanes [62] :
- Préparation de I'infusion :

» Mélangez 1 g de poudre végétale avec 10 ml d'eau chaude.

» Laissez reposer pendant 5 minutes.
- Coloration a I'acide chlorhydrique (HCI) :

> Prélevez 1 ml de l'infusion.
» Ajoutez quelques gouttes d'HCI pur.

» Observez la couleur : une coloration rose-rouge devrait apparaitre.
- Changement de couleur a I'hydroxyde d'ammonium (NH«OH) :

» Ajoutez quelques gouttes de NH4OH a la solution obtenue précédemment.

» Observez la couleur : un changement de couleur vers le bleu violacé devrait se produire.
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- Interprétation des résultats :
L'observation des changements de couleur lors des tests a I'HCI et a 'NHsOH confirme la présence

d'anthocyanes dans la poudre végétale (thé vert et noire).

2-6- Test des stérols et terpenes [63] :

- Préparation de I'extrait :

Prendre 2 g de poudre pulvérisée de la matiére végétale (thé vert et noire).
La macerer dans 30 ml d'éther de pétrole ou de toluene pendant une heure.

Filtrer et évaporer le résidu obtenu.

YV V V V

Dissoudre le résidu dans 0,5 ml d'acide acétique et 0,5 ml de CHCls.

- Réaction colorimétrique :

» Transférer les deux phases dans un tube a essai.
» Ajouter 1 ml d'acide sulfurique concentré.
» Observer la zone de contact entre les deux liquides.

- Interprétation du résultat :

= La formation d'un cercle violet ou marron, puis gris, dans la zone de contact indique la
présence de stérols et terpénes.
= La couleur violette ou marron est due a la formation d'un complexe coloré entre les
stérols/terpenes et lI'acide sulfurique.
= La couleur grise indique la déshydratation du complexe coloré.
2-7-Alcaloides [61]:

-Obijectif: Déterminer la presence d'alcaloides dans le (thé vert et noire)
-Maceration:

> Peser 5 g de thé vert sec et les placer dans un flacon.
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» Ajouter 50 ml de HCI a 1%.

» Meélanger et laisser macérer pendant 2 heures a température ambiante.

> Filtrer la solution obtenue.

-Test de Mayer:

> Ajouter quelques gouttes de réactif de Mayer au filtrat.

» Observer la formation d'un précipité.
-Interpretation des résultats:

= Présence d'alcaloides : Un précipité blanc jaunatre apparait apres l'ajout du réactif de
Mayer.

= Absence d'alcaloides : Aucune réaction n'est observée apres l'ajout du réactif de Mayer.

3- Dosage des composes phénoliques :

Dans cette étude, nous avons utilisé un spectrophotometre UV-visible Biochrom WPA pour
analyser les composés phénoliques totaux (PPT) et les flavonoides totaux (FVT) présents dans les
extraits de Camellia sinensis. Les concentrations de ces composés ont été déterminées a l'aide de
courbes d'étalonnage linéaires basées sur I'équation y = ax + b. Les étalons standards utilisés étaient
I'acide gallique pour les PPT et la catéchine pour les FVT. Les résultats ont été exprimés en mg
équivalent d'acide gallique ou de catéchine par 100 g de poudre de plante. Cette méthode, bien que
simple, rapide et relativement peu colteuse, ne permet pas d'identifier les différents composes

phénoliques présents et peut étre influencée par la présence d'autres substances dans I'extrait [63].
3-1- Préparation des extraits :

La préparation des deux extraits aqueux du Camellia sinensis a été réalisée en pesant 1
gramme de poudre de matiere végeétale (le thé vert et le thé noir) et en la placant dans un tube a
essai. Ensuite, 10 ml de solvant H>O ont été ajoutés au tube a essai. Le mélange a eté agité pendant
24 heures dans I'obscurite, puis filtré avec du papier filtre, et le filtrat obtenu a été fraichement
utilisé pour l'analyse.
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3-2- Dosage des polyphénols totaux :

3-2-1- Principe :

L'estimation des polyphénols est généralement réalisée par des méthodes colorimétriques.

Ces méthodes sont largement utilisées pour leur simplicité et leur sensibilité élevée [64].

3-2-2- Mode opératoire :

Le principe repose sur l'utilisation du réactif de Folin-Ciocalteu, un acide jaune composé
d'un mélange d'acide phosphotungstique (HzPW12040) et d'acide phosphomolybdique
(H3sPM012040).

Ce réactif est réduit en un mélange d'oxydes de tungsténe et de molybdene de couleur bleue
lors de l'oxydation des phénols.

L'intensité de la coloration, mesurée a une longueur d'onde maximale de 760 nm, est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux.

3-2-3- Préparation des différentes dilutions du standard :

L’acide gallique est utilis¢é comme polyphénol standard dans cette méthode, ou les dilutions

a différente concentrations sont comme suit : 10, 25, 50, 100, 150, 200 mg/I.

3-2-4- Dosage des composés phénoliques totaux :

Prélever 1 ml de la solution d'extrait de plante (thé vert et thé noire) ou de la solution d'acide
gallique diluée dans une fiole jaugée de 25 ml.

Ajouter 9 ml d'eau distillée.

Ajouter 1 ml de la solution de Folin-Ciocalteu et agiter.

Attendre 5 minutes, et ajouter 10 ml de la solution de Na>COs a 7% et agiter.

Diluer immédiatement la solution au trait de jauge avec de l'eau distillée et agiter
vigoureusement, ensuite incuber la solution pendant 90 minutes dans l'obscurité a
température ambiante.

Mesurer I'absorbance a 760 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre en utilisant le méthanol

comme blanc.

30



Chapitre 3 | Matériels et méthodes

3-3- Dosage des flavonoides totaux :
3-3-1- Principe :

Le dosage des flavonoides totaux repose sur l'utilisation du trichlorure d'aluminium (AICl3)
comme réactif. En présence de soude, I'AICI; réagit avec les flavonoides pour former un complexe
rose absorbant la lumiére visible a 510 nm. La catéchine est utilisée comme flavonoide standard
dans cette méthode [65, 66].

3-3-2- Mode opératoire :

e Diluer I'extrait (1 ml) ou la solution de catéchine (25 a 500 mg/L) dans un tube ou une fiole
et ajouter 4 ml d'eau distillée.

e At=0, ajouter 0,3 ml de NaNO2 a 5% (P/V).

e At=5min, ajouter 0,3 ml de AICl3 & 10%.

e 6 minutes apres, ajouter 2 ml de NaOH a 1M.

e Diluer immédiatement le mélange réactionnel avec 2,4 ml deau distillée et agiter
vigoureusement.

e Déterminer l'absorbance de la solution rose a 510 nm contre un blanc (méthanol) a l'aide
d'un spectrophotomeétre UV-visible.

e Exprimer la teneur en flavonoides totaux en équivalents de mg de catéchine (mg EC) par
100 g de matiére séche.

e Reéaliser une droite d'étalonnage avec la catéchine avant d'analyser les échantillons.
4- Etude de I'activité antioxydante :

4-1- Evaluation de I'activité antioxydante des extraits :

L'activité antioxydante des extraits aqueux des deux plantes (thé vert et noire) a été étudiée
par le test du DPPH [67, 68].
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- Préparation des extraits :

o 1 gramme de matiére végétale broyée est macéré dans 10 ml de solvant H.O pendant 24

heures.

o Apres filtration, le filtrat obtenu est utilisé frais pour I'analyse.

4-2- Le test DPPH :
4-2-1- Principe :

Le test DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) repose sur la réduction d'une solution
alcoolique de DPPH®, un radical libre, en présence d'un antioxydant (AH) capable de céder un
hydrogene. Cette réaction conduit a la formation d'une forme non radicalaire DPPH-H. La solution
de DPPH?* présente une coloration pourpre foncée et une forte absorbance a 517 nm. La présence

d'un antioxydant entraine la décoloration de la solution et une diminution de I'absorbance a 517 nm
[69-71].

4-2-2- Mode opératoire :

e Ajouter 0,1 ml de I'extrait aqueux de la plante (le thé vert et le thé noire) a 2,9 ml de DPPH
a 100 umol dans le méthanol.

e Incuber le mélange réactionnel a lI'obscurité pendant 30 minutes a température ambiante.

e Mesurer l'absorbance a 517 nm et réaliser une courbe d'étalonnage avec des solutions
d'acide ascorbique (vitamine C) a différentes concentrations (25, 50, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500 mg/l).
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Chapitre 4 : Résultats et discussion

1- Le screening phytochimique :

Les tests préliminaires de caractérisation, réalisés sur les feuilles des deux genre
Camellia sinensis : feuilles du thé vert et les feuilles du thé noir, ces tests nous ont permis de mettre

en évidence la présence de plusieurs groupes de groupes phytochimiques.

Les résultats sont repris dans le tableau 06, ou on s’apercoit que les flavonoides constituent
le groupe le plus fréquent, aussi en remarque la présence des tanins et des terpenes et des stérols
avec une tres forte présence (test fortement positif) chez les feuilles du Camellia sinensis. De plus,
on constate que les feuilles du thé noir contiennent plus de teneur de saponines par rapport au

feuilles du thé vert.

D’apres le criblage phytochimique réalisé, il a été¢ mis en évidence la présence des stérols et
terpenes dans les feuilles des deux genres de thé vert et noir. Quant aux cardinolides, ils sont absents

chez les genres de la plante étudiée.

Ces reactions sont basees sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs
specifiques, et les résultats sont regroupés dans le tableau 9.

(1) : Tanins, (2) : flavonoides, (3) : Anthocyanes, (4) : Stérols et terpénes, (5) : saponine,
(6) : cardinolides

1-1- Tanins :
Une coloration verdatre indique la présence de tanins caté chiques dans I’extrait du thé vert et

noire (figure 11).

Figure 11: Test de tanins
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1-2- Flavonoides :

Le changement de couleur dans la partie supérieure du tube indique que la richesse de 1’extrait

aqueux du Camellia sinensis en flavonoides (figure 12).

Figure 12 : Test de flavonoides

1-3- Anthocyanes :

Le changement de couleur indique la présence d’anthocyanes (figure 13).

Figure 13 : Test d’anthocyanes

1-4- Stérols et terpénes :
La formation d'un anneau marron-rouge a l'interphase indique la présence de Stérols et terpenes
(figure 14).

Figure 14 : Test des stérols et terpenes
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1-5- Saponines :
L’apparition d’une mousse qui persiste quelques minutes indique la présence des saponines (figure
15).

Figure 15 : Test de saponines

1-6- Cardinolides :
Pour ce test y- avait pas de changement de couleur (vert bleu) dans la phase d'acide acétique ce qui

indique I’absence des cardinolides (figure 16).

Figure 16 : Test de cardinolides
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Tableau 8 : Résultats des tests phytochimique d'extrait aqueux de Camellia sinensis

Camellia sinensis | Camellia sinensis
Composés : , o
P (Thé vert) (Thé noire)

Tanins +++ +++

Flavonoides +++ + 4+
Anthocyanes ++ ++

Stérols et terpénes +++ +++
Saponines + _
Cardinolides _ _

(+++) : Réaction positive. (+) : Réaction faiblement positive. (-) : Réaction négative

2- Dosage des composeés phénoliques :

En tragant les courbes d’étalonnage des solutions standards d’acide gallique (figure 17) et
de catéchine (figurel8), et a partir des valeurs d'absorbance des solutions des extraits aqueux des
feuilles des deux genres de Camellia sinensis, on a déterminé les teneurs de polyphénols totaux et

de flavonoides totaux selon la relation suivante :

C : concentration en mg/I
V : Volume utilisé en litre

m : masse de la poudre de plante en g.
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux
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Figure 18 : Courbe d’étalonnage des flavonoides totaux

2-1- Dosage des polyphénols totaux :

Les résultats de l'analyse spectrophotométriques de la teneur en polyphénols totaux sont

indiqués dans le tableau 09, ils sont aussi représentes par les figures 19 et 20.

Ces résultats sont exprimés en milligrammes équivalents a I’acide gallique (mg EGA) par

100 gramme de matiere seche.
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Figure 19 : Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des composés phénoliques totaux contenus dans les extraits aqueux des feuilles
du Camellia sinensis, a donné des teneurs en composés phénoliques qui varient de la valeur : 762.60
mg EGA/100g MS (extrait H2O) du genre thé vert, a la plus grande valeur : 870.10 mg EGA/100g
MS (extrait H.O) du genre thé noire.

Teneur en polyphénols en mg
EAG/100 g MS
880

860
840
820
800
780
760
740
720
700

Thé vert Thé noire

Figure 20 : Histogramme de la teneur en polyphénols exprimée en mg EGA/100g MS

D’aprés ces résultats et d’apres la figure 20, on s’ apergoit que le thé noir posséde une teneur
de polyphénols plus élevée par rapport au thé vert due a la présence d’autres structures phénoliques

comme les acides phénoliques et les tanins qui réagissent avec les réactifs.
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2-2- Dosage des flavonoides totaux :

Les resultats de I'analyse spectrophotométriques des flavonoides totaux sont obtenus en se
basant sur les valeurs d'absorbance des solutions d’extraits, comparées a celles de la solution étalon
de catéchine. Les résultats sont indiqués dans le tableau 09, et aussi représentés par les figures 21
et 22. La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme équivalents a la catéchine. Ils se

rapportent a 100 gramme de matiére séche.

Figure 21 : Dosage des flavonoides totaux
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Figure 22 : Histogramme de la teneur en flavonoides exprimée en mg EC/100g MS

A partir de ces résultats, on observe que la quantité des flavonoides totaux variée a travers
les deux genres de 1’espéce étudiée. Les teneurs sont plus importantes dans I’extrait du thé vert que
le thé noir avec des teneurs de 1194 mg EC/ 100 g de MS et 855.7 mg EC/ 100 g de MS,

respectivement.

39



Chapitre 4 | Résultats et discussion

Tableau 09 : Teneur en polyphénols totaux et en flavonoides totaux

Teneur en polyphénols totaux Teneur en flavonoides totaux

exprimée en mg EAG/100g MS exprimée en mg EC/100g MS
Feuilles de thé vert 762.60 1194
Feuilles de thé noir 870.1 855.7

En outre, il ressort que les teneurs en polyphénols de 1’extrait du thé noir est plus élevée par
rapport au thé vert, ce peut étre expliqué par la présence d’autres structures phénoliques comme les

acides phénoliques et les tanins.

En remarque aussi que la teneur en flavonoides pour le thé vert est plus élevees que celles
des polyphénols, cela peut étre expliqué par le fait que ces extraits renferment des composés ayant
des structures semblables aux flavonoides, ce qui augmente I'absorbance de I'extrait a 510 nm.

3- Etude de I'activité antioxydant :

Dans la présente étude, la méthode qui a été exploités pour estimer la capacité antioxydante
in vitro des extraits aqueux des deux genres du Camellia sinensis est la méthode du pouvoir piégeur
du radical DPPH"" ou test DPPH. Ce test a été choisi, parmi les tests les plus cités dans la littérature,

pour sa facilité¢ de mise en ceuvre.

L'activité de piégeage du radical DPPH peut également étre exprimée en mg d’équivalente
vitamine C par 100 gramme de poids sec (EVC). La solution de stock de radicaux a été préparée

quotidiennement.
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Figure 23 : Courbe de la vitamine C en utilisant le test DPPH.

Figure 24 : Test de I’activité antioxydante DPPH
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Figure 25 : Histogramme de la capacité antioxydante exprimée en mg EVC/100g MS déterminée par le

test DPPH.
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Ce test a confirmé I'efficacité du thé en tant qu'antioxydant. Cette efficacité a été démontree
par des valeurs exprimées en mg EVC. Les résultats ont montré une légére différence entre les
deux échantillons. Les résultats ont montré que 1’extrait aqueux des feuilles du thé vert possédait
un pouvoir antioxydant plus puissant par rapport aux feuilles du thé noir avec 2097,5 mg EVC/100g
MS et 2055 mg EVC/100g MS, respectivement.

En comparaison avec d'autres études rapportées dans la littérature, nos résultats demontrent que
I’extrait hydraulique de feuilles du thé vert posséde plus de teneur en flavonoides et plus de pouvoir

anti-radicalaire que I’extrait du thé noir [72,73].
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Conclusion :

Les plantes sont une source de composés a structures complexes auxquels sont attribués de
nombreuses propriétés thérapeutiques. Notre travail représente une étude phytochimique en
commencant par un criblage phytochimique, suivi par le dosage de teneure des polyphénols totaux
et des flavonoides totaux, et en dernier la partie de 1‘évaluation de 1‘activité antioxydante par le test

du piégeage par le radical DPPH.

L‘étude phytochimique des extraits aqueux des feuilles du Camellia sinensis met en
évidence sa richesse en antioxydants, forte présence des composés phénoliques et surtout les
flavonoides. Ces deux genres de thé plantes contiennent également d’autres familles de composés
tels que les tanins, les terpenes. Quant aux cardinolides, ils sont absents dans les feuilles du thé vert
et du thé noir étudiées. Les polyphénols totaux sont présents avec des teneurs de 762.60 mg
EAG/100g MS et 870.10 mg EAG/100g MS, les flavonoides présentent des teneurs de 1194 mg
EC/100 g de MS et 855.7 mg EC/100g MS pour le thé vert et le thé noir respectivement. La richesse

des feuilles du Camellia sinensis en composés phénoliques permet d‘expliquer son large utilisation.

11 ressort de 1’étudient vitro de I’activité antioxydante que 1’extrait aqueux des feuilles du
thé vert exhibent légérement plus de valeur estimée par la méthode DPPH a 2097.5 mg et que
I’extrait du thé noir de 2055 mg EVC/100 g de MS. Ces résultats présentent une bonne corrélation

positive avec les teneurs en flavonoides totaux.

En conclusion, les résultats obtenus méritent d'étre complétés. Il serait intéressant d’évaluer

d’autres activités pharmacologiques de cette plante largement consommée.
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