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Résumé

Le but de ce travail est ’évaluation de 1’activité antioxydante et antiradicalaire des aliments d’origine
végétale consommeés dans les régions de Biskra et Sétif. Le dosage des polyphénols totaux, flavonoides
et tannins dans les extraits de 36 fruits et Iégumes refléte une richesse notamment de la féve (360.2 pg
EAG/ mg d’extrait sec), le chou-fleur (340.22 ug EAG/ mg d’extrait sec), la laitue (300.66 pg EAG/ mg
d’extrait sec), I’aubergine (292.96 ug EAG/ mg d’extrait sec), la coréte (276.37 ug EAG/ mg d’extrait
sec) et la grenade (200.51 ng EAG/ mg d’extrait sec) en ces composés. L’étude in vitro de I’activité
antioxydante des fruits et Iégumes confirme que 1’haricot vert, le pois vert, la courgette, la laitue et la
coréte présentent une forte activité antioxydante évaluée par la méthode du piégeage du radical DPPH,
la chélation du fer ferreux, le pouvoir réducteur du fer ferrique et le test de blanchissement du j-
caroténe. En plus de ces plantes, la blette, I’artichaut (fleur), 1'aubergine, le raisin noir et la grenade
possedent l'activité de piégeage du radical DPPH la plus élevée. Cependant, la feve, la pomme de terre,
la carotte, la citrouille, le navet, le concombre, le chou-fleur et I’artichaut (fleur), le chou et la blette ont
la plus forte activité chélatrice des métaux. L'oignon, la pomme de terre, la féve et la blette ont le pouvoir
réducteur le plus élevé. De plus, la féve, le chou-fleur, I'artichaut (tige), la péche et I'abricot ont une
activité antioxydante élevée en utilisant le test de blanchissement du B-caroténe. L’étude in vivo de
I’effet des extraits de la grenade, la tomate, les dattes « Deglat-Nour » et le piment sur les marqueurs du
stress oxydants dans le foie et les reins des rats a révélé une action préventive significative surtout de la
grenade en diminuant le taux du MDA (une diminution supérieure a - 31 % par rapport au groupe
controle) et en augmentant le taux du glutathion réduit GSH (une augmentation supérieure a + 49% par
rapport au groupe contrdle) et I’activité enzymatique de la catalase (une augmentation supérieure a +74
% par rapport au groupe controle). Ces résultats confirment la possibilité de prévention des maladies

associées au stress oxydatif par une alimentation variée et riche en fruits et 1égumes.

Mots clés : Activité antioxydante, stress oxydatif, aliments d’origine végétale, fruits, légumes,

polyphénols, flavonoides.



Abstract

The purpose of this work is the evaluation of the antioxidant and antiradical activity of plant foods
consumed in the regions of Biskra and Setif. The dosage of total polyphenols, flavonoids and tannins in
the extracts of 36 fruits and vegetables reflects a wealth including the bean (360.2 ug EAG/ mg of dry
extract), cauliflower (340.22 ng EAG/ mg of dry extract), lettuce (300.66 ug EAG/ mg of dry extract),
eggplant (292.96 pg EAG/ mg of dry extract), mallow (276.37 ug EAG/ mg of dry extract) and
pomegranate (200.51 pg EAG/ mg of dry extract) in these compounds. In vitro study of the antioxidant
activity of fruits and vegetables confirms that green beans, green peas, courgette, lettuce and mallow
have a strong antioxidant activity by the method of scavenging
of the radical DPPH, the chelation of ferrous iron, the reducing power of ferric iron and the bleaching
test of B-carotene. In addition to these plants, the chard, artichoke (flower), eggplant, black grape and
pomegranate have the highest DPPH radical scavening activity. However, the bean, potato, carrot,
pumpkin, turnip, cucumber, cauliflower and artichoke (flower), cabbage and chard have the strongest
chelating activity of metals. The onion, potato, bean and chard have the highest reductive power. In
addition, the bean, cauliflower, artichoke, peach and apricot have high antioxidant activity using the -
carotene bleaching test. The in vivo study of the effect of pomegranate extracts, tomato, “Deglat-Nour”
dates and pepper on the oxidative stress markers in the liver and kidneys of rats revealed a significant
preventive action, especially pomegranate by decreasing the level of MDA (a decrease of more than -
31% compared to the control group) and increasing the reduced GSH glutathione an increase greater
than + 49% compared to the control group) and catalase enzymatic activity (an increase greater than +
74% compared to the control group). These results confirm the possibility of preventing diseases

associated with oxidative stress through a varied diet rich in fruits and vegetables.

Key words: Antioxidant activity, oxidative stress, plant foods, fruits, vegetables, polyphenals,

flavonoids
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Introduction

Les dérivés réactifs de 1'oxygene (ROS : reactive oxygen species), sont produits au cours du
fonctionnement normal des cellules, notamment lors de la respiration cellulaire et de la lutte
contre les agents exogenes. Ils sont également produits, en quantité accrue, lors de certains
processus pathologiques. Du fait de leur forte réactivité, ces dérivés peuvent provoquer des
Iésions a divers niveaux cellulaires dont certaines favorisent le développement de maladies
comme les cancers et les maladies cardiovasculaires. Ces ROS sont physiologiquement
neutralisées par divers mécanismes faisant intervenir des minéraux ou vitamines que 1l'on
qualifie donc d'antioxydants. Il s'agit, notamment, du zinc, du sélénium, des vitamines E et C,
des caroténoides, et des polyphénols. Les sujets ayant un apport insuffisant de ces constituants

seraient plus exposés aux cancers et aux maladies cardiovasculaires.

La prévention nutritionnelle du stress oxydant et de ses conséquences implique, comme mesure
premiere, 1’optimisation des apports en antioxydants par I’alimentation. Les bienfaits d’une
alimentation riche en fruits et légumes sont reconnus et attribués a leur teneur élevée en
antioxydants. En outre, de nombreuses études ont montré que les régimes riches en fruits et
légumes réduisent le risque de développement de nombreuses maladies associées au stress
oxydatif telles que le cancer, le vieillissement, les maladies inflammatoires, les maladies

cardiovasculaires et neurodégénératives.

L’effet bénéfique des polyphénols des aliments est important pour la santé des consommateurs,

ce qui nécessite I'évaluation de leur activité antioxydante.

Des recommandations consistant a manger 5 fruits et légumes par jour ne sont pas toujours
complétes. En effet, une question principale reste : est-ce que tous les fruits et Iégumes sont

équivalents en termes de bénéfices sur la santé ? A ce sujet, nous souhaitons de répondre a la



question suivante : quels sont les fruits et Iégumes les plus prometteurs en tant qu’anti-oxydants

dans notre alimentation.

L’objectif dans cette étude est d’évaluer 1’activité antioxydante et antiradicalaire des aliments
d’origine végétale notamment les fruits et Iégumes consommeés dans les régions de Biskra et

Sétif, qui pourraient représenter un élément de prévention par une alimentation mieux réfléchie.

Ainsi, ’extraction des polyphénols de 36 fruits et 1égumes, le dosage des polyphénols totaux,
flavonoides et tannins et I’activité antioxydante et antiradicalaire des extraits in vitro et in vivo

ont été suivies dans ce travail.
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1.Le stress oxydant

Le terme de stress oxydant peut se définir par la rupture de I’homéostasie redox. C’est-a-dire
qu’une surproduction des radicaux libres, des espéces réactives d’oxygéne et de nitrogene,
etc., ou alors un déficit des mécanismes de défense antioxydante (enzymatiques ou non), ou
enfin la combinaison de ces deux phénomeénes aboutit & une surexposition des molécules

biologiques cibles vis-a-vis des réactions oxydatives dommageables (Figure 1).

En effet, 1’accumulation d’entités oxydatives hautement réactives est généralement
cytotoxique. Ainsi, une installation chronique d’un stress oxydant, comme c’est le cas dans de
nombreuses pathologies comme le cancer, le diabéte, les maladies neurodégénératives etc.,

peut a terme provoquer d’importantes altérations cellulaires et tissulaires (Scandalios, 2002).

]

Equilibre

Stress aoxydant
ISurproduction
de ROS)

Stress oxydant
(affaiblisserment
des défenses)

Figure 1 : Le stress oxydant AOX : antioxydant.ROS: reactive oxygen species (Scandalios,

2002)
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1.1.Sources des espéces réactives et les radicaux libres

Les ROS peuvent étre générées par le métabolisme cellulaire lui-méme. En effet diverses
réactions enzymatiques s’accompagnent d’une production de radicaux ou d’espéces réactives,
notamment de I’oxygeéne. L’inflammation par exemple, a travers le « burst oxydatif »
(augmentation brutale de la consommation d’oxygene) induisant 1’activation de la NADPH
oxydase, s’accompagne de la production d’anion superoxyde. D’autres activités enzymatiques
sont également productrices de ROS comme le cytochrome P450, les peroxysomes ou la
xanthine oxydase (Rahman, 2007). Par ailleurs, des réactions non enzymatiques comme celles
catalysées par la présence de métaux de transition réduits (le fer par exemple), ou encore la
réaction avec la semi-ubiquinone représentent d’importantes sources d’espéces hautement

réactives (Valko et al., 2007).

Un élément clé au sein des espéces réactives de 1’oxygeéne est ’anion superoxyde Ogze-,
conséquent de la réduction de I’oxygéne moléculaire. C’est notamment au sein de la chaine de
transport d’électrons au niveau mitochondrial qu’une partie de 1’02, et une partie des
électrons, sont détournés de leur chemin habituel, a savoir la réduction d’O2 en H2O (Figure
2). On dit qu’il y a une fuite d’électrons, qui vont trouver le dioxygéne comme accepteur final
(Valko et al., 2007). Selon les sources, cette fuite d’¢lectrons représente entre 0,1 et 3% du
flux total de la chaine respiratoire. Cette production de ROS par la chaine respiratoire peut
encore étre amplifiée dans certaines conditions physiologiques comme ’hyperglycémie et

I’alcoolisme (Beckman et Ames, 1998).
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NADH Succinate Ubiquinol- Cytochrome ATP
Dehydrogenase Dehydrogenase  Cytochrome ¢ ¢ Oxidase Synthase

Reductase

Figure 2: Fuite d’électrons source de ROS au sein de la chaine de transport d’électrons (UQ :

Ubiquinone ; Cyt C : Cytochrome C) (Al Ghouleh et al., 2011)

L’anion superoxyde va par ailleurs pouvoir étre dismuté, réaction qui peut étre catalysée par
la superoxyde dismutase, ayant pour conséquence la génération de peroxyde d’hydrogene. Ce
dernier n’est pas une espéce radicalaire en tant que telle. Cependant, il provogque de nombreux
dégats oxydatifs. En effet, comme a été décrit précédemment, le peroxyde d’hydrogéne peut
alors réagir avec des métaux de transition résultant en sa dissociation en radical hydroxyle O
H, extrémement réactif et jugé responsable de 1’initiation de nombreux dommages au niveau
des molécules biologiques comme 1’ADN, les protéines ou encore des lipides membranaires

(Droge, 2002).
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La réaction de Fenton illustre la dissociation du H20- catalysé par le fer ferreux

FEE_ + 0O = Feg_ + O-

Fe’™ + H.O> = Fe’™ + OH + OH"

De plus, le peroxyde d’hydrogéne peut, grace a la réaction avec 1’anion superoxyde, dite

réaction de Haber-Weiss, générer une production de radical hydroxyle

Dg'- + H505 - O, + OH™ + OH"

Les autres sources de ROS peuvent étre d’origine environnementale, comme les
rayonnements UV, x ou v, les polluants atmosphériques, 1’intoxication aux métaux lourds, ou
encore 1’oxydation des composés de la fumée de cigarette ou de 1’alcool. Les différents
organes et tissus de l’organisme ne sont pas égaux en termes de production d’especes
radicalaires. Il est compréhensible que les organes les plus actifs métaboliquement (muscles)
ou ceux exposés aux UV (yeux) par exemple seront davantage susceptible de générer des

ROS et autres radicaux libres, comme des espéces réactives de 1’azote (Droge, 2002).

1.2. Espéces réactives de I’oxygene (ROS)

L’appellation espéces oxygénées réactives inclut les radicaux libres de 1’oxygene (radical
superoxyde, radical hydroxyle, etc...) mais aussi certains dérivés réactifs non radicalaires
dont la toxicité est plus importante tels que le peroxyde d’hydrogéne et le peroxynitrite

(Bartosz, 2003)
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1.2.1. Anion superoxyde

La majeure partie de I’oxygeéne que nous respirons subit une réduction tétravalente (addition
de 4 électrons, réaction (1)) conduisant a la production de 1’eau. Cette réaction est catalysée
par la cytochrome oxydase, accepteur terminal d’électrons présents dans le complexe IV de la
chaine de transport des ¢€lectrons située dans la membrane interne mitochondriale. Toutefois
cette chaine de transport peut laisser fuir une certaine proportion d’électrons qui vont réduire
I’oxygene, mais en partie seulement. C’est ainsi qu’environ 3% de 1’oxygene subit une
réduction monoé¢lectrique (addition d’un seul électron, réaction (2)) conduisant a la formation

du radical superoxyde O>", au niveau de 1’ubiquinone (ou coenzyme Q)) (Bartosz, 2003).

02+ 4 & +4 H* — 2H,0 (1)

O2+1le—> 02" (2

De méme la NADH-déshydrogénase située dans la membrane mitochondriale interne et la
NADPH oxydase présente au niveau des cellules vasculaires endothéliales, peuvent conduire

a la formation de radicaux O2" (Chiarugi et Fiaschi, 2007).

Par ailleurs, 1’apparition de radicaux superoxydes peut résulter de 1’auto-oxydation (oxydation
par I’oxygene) de composés tels que des neuromédiateurs (adrénaline, noradrénaline,
dopamine...), des thiols (cystéine), des coenzymes réduits (FMNH2, FADH>), mais aussi de la
détoxification des xénobiotiques (toxiques, médicaments) par le systetme des cytochromes

P450 présents au niveau du réticulum endoplasmique (Bartosz, 2003).

Si I’anion superoxyde est libéré dans un milieu dépourvu de protons, il peut exercer ses effets
déléteres : de tels milieux se rencontrent au sein des doubles couches phospholipidiques des
membranes cellulaires dont la structure aurait tendance a augmenter la durée de vie des

radicaux libres.
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L’inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produits
directement par des cellules phagocytaires activées qui sont le si¢ge d’un phénoméne appelé
explosion oxydative consistant en I’activation du complexe NADPH oxydase, capable
d’utiliser I’oxygéne moléculaire pour produire de grandes quantités d’anions superoxydes au
niveau de la membrane cellulaire. Ce mécanisme, lorsqu’il est contrdlé, est capital dans la

lutte infecticuse car il permet la phagocytose des bactéries et des corps étrangers (Babior et

al., 2002).
NADPH +20,—NADP*+H+20,"

Le systeme enzymatique xanthine/xanthine oxydase intervient aussi dans la production du

superoxyde au cours de I’oxydation de la xanthine en acide urique selon la réaction suivante :

Xanthine oxydase

Xanthine + 202 + H,O — Acide urique + 202°" + 2H*

1.2.2. Peroxyde d’hydrogene

Le peroxyde d’hydrogene (H202) se forme par la dismutation spontanée ou enzymatique du
radical superoxyde (Yu, 1994), la dismutation enzymatique est catalysée principalement par la

superoxyde dismutase (SOD).
SOD
20, + 2 H*—0; + H202

A coté de la SOD, il existe d’autres enzymes produisant H2O,, comme les oxydases présentes
particuliérement dans les peroxysomes (Kohen et Nyska, 2002). Cependant, certaines de ces
oxydases comme la glycoxylate oxydase, la D-aminoacide oxydase peuvent catalyser
directement la réduction divalente de 1’oxygeéne moléculaire produisant ainsi le peroxyde

9
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d’hydrogéne sans formation du radical superoxyde (Del Rio et al., 1996), le foie est I’organe
central de cette production. Les microsomes sont responsables dans 80% de la concentration

d’H20, généré in vivo dans les sites hyperoxiques (Valko et al., 2007).

L’absence de charge a sa surface rend cette ROS trés lipophile et peu réactif en milieu
aqueux, le peroxyde d’hydrogéne peut néanmoins étre considéré comme un dérivé réactif de
I’oxygene potentiellement toxique car sa faible réactivité associée a sa capacité de traverser
les membranes biologiques fait qu’il peut se retrouver a une grande distance de son lieu de

synthése, il peut alors participer a la biosynthése du radical hydroxyle (Cash et al., 2007).

1.2.3. Radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (OH®) est formé principalement par la dégradation du H2O2 en présence
de métaux de transition sous leur forme réduite, ainsi H2O2 associé a du fer ferreux conduit a

la réaction de Fenton.

Fe2* + H0,—Fe® + OH + OH®

H20: peut également réagir avec le radical superoxyde, aboutissant la encore a la production

du OH®, ce mécanisme réactionnel est appelé réaction d’Haber et Weiss (Sorg, 2004).

Fe(11)/Cu(ll)

0% + H,0,—07 + OH + OH*

Le radical hydroxyle peut étre formé aussi par la décomposition de ’acide peroxonitrique et
la réaction de 1’acide hypochloreux avec O2*. Avec une demi vie de 1’ordre de Ia
nanoseconde, le radical hydroxyle est le plus réactif de toutes les especes dérivées de
I’oxygene, il réagit avec de nombreuses especes moléculaires se trouvant dans son voisinage

(protéine, lipide, ADN) entrainant ainsi de multiples dommages, il apparait comme I’espece

10
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réactive ayant une responsabilit¢ majeur dans la cytotoxicité des radicaux libres (Bartosz,

2003).

1.2.4. Monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO®) est produit chez les organismes supérieurs par 1’oxydation de
I’un des atomes N terminaux de la L-arginine, cette réaction est catalysée par la nitrique

oxyde synthase (NOS) (Sorg, 2004) selon la réaction suivante :

O2 + Arginine + NADPH—NO?®* + Citrulline + H,O + NADP*

1.2.5. Oxygéne singulet

Pour 1’oxygeéne moléculaire 1’état triplet (biradical) est plus stable que 1’état singulier, ainsi
I’oxygene singulier fait partie des ROS. Il peut étre produit par plusieurs réactions
biochimiques d’oxydation incluant la peroxydase et la lipooxygénase, par la réaction entre
divers ROS ou en présence de la lumiére, d’oxygeéne et de photo-sensibilisant comme la

porphyrine (Sorg, 2004).

30, — 10

O +M ™M 5 10+ M™

H20, + ONOO" —__, 0+ NOz +H20

H,0, + CLOO ——— » 10, +CL +H,0

Les rayonnements UV induisent aussi la synthése de radicaux libres (02", OH") et des
molécules génératrices de radicaux libres (H202) par l’intermédiaire d’agents photo-

sensibilisants, ainsi que les radiations ionisantes.

11



Revue bibliographique

L’ingestion d’alcool est suivie de formation de radicaux libres selon divers mécanismes. La
xanthine oxydase et 1’aldéhyde oxydase peuvent oxyder le principal métabolite de 1’éthanol,
I’acétaldéhyde, avec production d’O,". L’éthanol stimule également la production d’anion
superoxyde par induction de la synthése des NADPH oxydase, NADPH cytochrome

réductase, et du cytochrome P450.

Des toxiques tels que 1’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2), présents dans notre
environnement (suies, goudron, tabac, polluants industriels) participent a la genese des
radicaux libres : ils sont responsables d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés des

alvéoles pulmonaires.

La réaction peut étre réversible :

‘NO2 + CH3CH=CHCH3s <> NO2-CH3CH-C'HCH3

Ou irreversible:

"NO2 + -CH-CH=CH- — HNO + -C'H-CH=CH

NO et NO2 peuvent également réagir avec le peroxyde d’hydrogéne produit par les
macrophages au niveau des alvéoles pulmonaires et donner naissance a des radicaux OH". La
fumée de cigarette, contenant NO et NO>, renferme de fortes concentrations en composés
insaturés et stimule, par son action irritante, les macrophages des alvéoles pulmonaires.
D’autres toxiques, tel que le tétrachlorure de carbone (CCls), par I’intermédiaire des radicaux
CCl3" est capable d’induire 1’auto-oxydation des acides gras polyinsaturés, et donc de

provoquer une augmentation des hydroperoxydes lipidiques (Favier, 2003).

12
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1.3. Dommages induits par le stress oxydatif

La production excessive des especes réactives d’oxygene provoque des lésions directes de
molécules biologiques (oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais
aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites
libérés notamment lors de I’oxydation des lipides. L’organisme peut aussi réagir contre ces
composés anormaux par production d’anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des

autoanticorps créant une troisiéme vague d’attaque chimique (Favier, 2003).

1.3.1. Modification de PADN

Bien que I’ADN soit la mémoire de toute composition biochimique des €tres vivants, il s’agit
d’une molécule tres sensible a I’attaque des especes réactives d’oxygene. La petite taille, la
solubilité dans 1’eau et la faible réactivité de O2" lui permettent d’étre présent partout dans
I’organisme et méme dans le noyau des cellules. Le radical hydroxyle produit par sa
décomposition peut causer des dommages aux acides nucléiques. Cinq classes principales de
dommages oxydatifs médiés par OH" peuvent étre générées. Parmi elles, les bases oxydées,
les sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des cassures de brins et des pontages ADN-

protéines (Cadet e tal., 2002 ; Favier, 2003).

Les bases qui composent I’ADN, et particuliérement la guanine, sont sensibles a 1’oxydation
(Figure 5). L’attaque radicalaire peut étre directe et entrainer 1’oxydation des bases,
engendrant un grand nombre de bases modifiées : 8 oxo guanine, 8 nitroguanine,
formammidopyrimidine, 8 oxo adénine, formimidouracile, 5 hydroxy cytosine, 5 hydroxy
méthyl uracile, thymine diol, oxazolone. La 8-hydroxyguanine peut étre mal lue lors de la

transcription de I’ADN et étre la cause de mutations (Valko, 2007).

13
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Figure 3 : Addition de HOe* sur la guanine (Valko, 2007)

Les especes réactives d’oxygene peuvent également attaquer la liaison entre la base et le
désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le site lui-méme, créant une coupure de
chaine simple brin. Des dommages indirects peuvent résulter de ’attaque de lipides dont la
peroxydation génere des aldéhydes mutagenes, formant des adduits sur les bases de I’ADN de
type MDA guanine ou éthéno-dérivés. L’attaque radicalaire des protéines qui sont tres
nombreuses a entrer en contact avec I’ADN pour le protéger (histones) ou pour le lire
(enzymes et facteurs de la réplication ou de la transcription), entraine des pontages des
protéines ou des adduits sur des bases de type lysine/guanine. Le role des nombreux métaux
fixés a ’ADN (Fe, Mg, Zn, Cu, Ni, Cd....) est crucial pour amplifier ou orienter le profil de

ces Iésions (Favier, 2003).

Cette attaque de I’ADN est quotidienne puisque le nombre de 1ésions se formant chaque jour
dans une cellule est estimé a 10 Il existe des systémes de réparation de ces Iésions, mais
lorsque le mécanisme se dérégle soit par une surcharge de 1ésions en cas de stress massif, soit
par un mauvais fonctionnement de ces systemes de réparation chez des sujets déficients en

cofacteurs (thioredoxine, zinc) ou atteints d’une anomalie génétique, dans ce cas, les 1ésions

14
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non réparées vont perturber les mécanismes de réplication de ’ADN polymérases trans-

lésionnelles infideles aboutissant a une mutation ponctuelle dans le génome, ou une

impossibilité de copie de I’ADN qui aboutira a la mise en route du suicide programmé des

cellules par un mécanisme appelé apoptose. Cette modification de I’ADN induit des mutations

par transversion GC (guanine/cytosine) vers TA (thymine/adénine) souvent observées

spontanément dans les cellules cancéreuses. Ce sont les premieres étapes de la carcinogénese.

Les agents carcinogénes sont tous des générateurs puissants de radicaux libres (radiations

ionisantes et UV, fumée, alcool, métaux carcinogénes, hydrocarbures polycyclique)(Figure 4)

(Favier, 2003).
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Figure 4 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des

cellules (Favier, 2003).
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1.3.2. Modifications des protéines

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent un

groupement sulthydrile (SH). C’est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de

transport qui vont ainsi étre oxydées ou inactivées. Les protéines modifiées par oxydation

perdent leurs propriétés biologiques (enzyme, récepteur...) et deviennent beaucoup plus

sensible a I’action des protéases (Ott, 2007).

Les protéines oxydées deviennent aussi trés hydrophobes, soit par suppression de groupement

amines ionisables, soit par extériorisation de zones hydrophobes centrales. Elles vont alors

former des amas anormaux dans et autour des cellules. Ces amas, associés aux lipides,

forment les dépots de lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets agés (Favier, 2003)

(Figure 5)
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Figure5 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d’acides aminés des

protéines aprés attaque radicalaire (Favier, 2003).

16



Revue bibliographique

1.3.3. Modification des lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I’attaque par le radical hydroxyle capable d’arracher un hydrogeéne sur les carbones situés
entre deux doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical
peroxyle. Cette réaction appelé peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car le
radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d’un autre acide gras qui forme

un nouveau radical diéne conjugué (Esterbauer et al., 1992 ; Favier, 2003).

Les hydroperoxydes peuvent subir plusieurs modes d’évolution : €tre réduits et neutralisés par
la glutathion peroxydase ou continuer a s’oxyder et se fragmenter en aldéhydes acides et en
alcanes (éthane, éthyléne, pentane) qui, par leur volatilité, sont éliminés par voie pulmonaire.
Le radical peroxyle, apres évolution en un peroxyde cyclique et coupure de la molécule, peut
libérer différents aldéhydes toxiques dont le malonaldialdéhyde ou I’hydroxynonenal. Cette
attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les phospholipides
membranaires. Les conséquences seront différentes : D’attaque des lipides circulants
aboutissant a la formation de LDL (lipoprotéines de faible densité) oxydées qui, captées par
des macrophages, formeront le dépdt lipidique de la plaque d’athérome des maladies
cardiovasculaires, ’attaque des phospholipides membranaires modifiant la fluidit¢ de la
membrane et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la

transduction des signaux (Favier, 2003) (Figure 6).
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Figure 6 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature

des produits terminaux formés (Favier, 2003).

1.3.4. Modification des glucides

Si la chimie de l'attaque radicalaire des polysaccharides a été beaucoup moins étudiée que
celle des autres macromolécules, il n'en demeure pas moins que les espéces réactives de
l'oxygene attaquent les mucopolysaccharides et notamment les protéoglycanes du cartilage.
Par ailleurs, le glucose peut s‘oxyder dans des conditions physiologiques, en présence de

traces métalliques, en libérant des cétoaldéhydes, H,O2 et OHe, qui entraineront la coupure de
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protéines ou leur glycation par attachement du cétoaldéhyde, formant un dérivé AGEs
(Advanced glycation end-product). Ce phénoméne de glycosoxydation est trés important chez
les diabétiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine (Favier,

2003).

1.4. Implications pathologiques des espéces réactives d’oxygeéne

En raison de leur réactivité ¢levée, les especes réactives d’oxygene interagissent avec toute
une série de substrats biologiques conduisant a 1’altération de I’homéostasie cellulaire de
I’organisme. Le dysfonctionnement des systémes de régulation de 'oxygene et de ses
métabolites est a 1’origine de phénomenes du stress oxydant dont I’importance dans de
nombreuses pathologies comme facteur déclenchant ou associ¢ a des complications lors de

leur évolution est maintenant largement démontré (Favier, 2003).

De nombreuses études indiquent que le stress oxydant est potentiellement impliqué dans le
développement de plusieurs pathologies humaines comme I’athérosclérose, le cancer, les
maladies inflammatoires, les maladies cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives et
le diabéte. Le role du stress oxydant a été également évoqué méme dans des processus
physiologiques tel que le vieillissement (Martinez-Cayuela, 1995 ; Pincemail et al., 2002 ;

Pham-Huy et al., 2008).

La multiplicité des conséquences médicales de ce stress n’a rien de surprenant car, selon les
maladies, celui-ci se localise a un tissu et a des types cellulaires particuliers, il met en jeu des
espéces radicalaires différentes et sera associé¢ a d’autres facteurs variables et a des anomalies
génétiques spécifiques a chaque individu. De plus, La plupart des maladies induites par le
stress oxydant apparaissent avec 1’age, car le vieillissement diminue les défenses

antioxydantes et augmente la production mitochondriale de radicaux avec une diminution de
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I’efficacité des systémes de réparations et de dégradations des constituants oxydés (Sohal et

al., 2002).

2. Les défenses antioxydantes

Les anti-oxydants se définissent par leur capacité, méme a faible concentration, a retarder de

facon significative, ou a empécher I’oxydation d’un substrat oxydable (Halliwell, 1999).

Les réactions d’oxydation impliquent des radicaux a la fois initiateurs et propagateurs. Les
mécanismes antioxydants sont aussi multiples (Figure 7). Certains agissent préférentiellement
en supprimant ou diminuant la formation des radicaux libres, notamment par des actions
enzymatiques. En effet, de nombreuses molécules ou enzymes sont capables de piéger les
radicaux libres. Il s’agit dans ce cas de réactions chimiques d’oxydoréductions. D’autres
antioxydants vont agir davantage sur les radicaux formés aprés réaction des molécules
biologiques avec les radicaux libres. Ces antioxydants réduisent ou empéchent ainsi la
propagation des réactions en chaine. Ceux-ci peuvent agir a différents niveaux des réactions

d’oxydation (Pietta, 2000).

A cette définition citée plus haut pourraient s’ajouter les mécanismes permettant de réparer les
dommages causés par les réactions d’oxydation. Il ne s’agit donc pas dans ce cas d’empécher
le phénomene d’oxydation en tant que tel, mais d’agir a postériori en réparant les dégats grace
a ’action de certaines lipases, protéases, transférases ou enzymes de réparation de I’ADN

(Pietta, 2000).
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Figure 7 : Les différents niveaux de mécanismes antioxydants (Pietta, 2000).

2.1. Défenses antioxydantes endogénes

Une barri¢re endogéne composée de plusieurs enzymes clés lutte contre ces radicaux libres et
autres especes oxydantes, afin de prévenir les dommages oxydatifs (Figure 8). Parmi ceux-ci,
la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et la catalase (CAT) opérent

de concert (Droge, 2002).

MNAD(P)H oxydases

®

0, %‘*Ozﬂ _.-son H,0, —~— H,0

Hypoxanthine Xanthine GPx
Xanthine Aclda urigue

GSH GSSG

G5H reductase

NADP* NADPH

Figure 8: Les enzymes antioxydantes (Droge, 2002)

Les SOD sont des métalloprotéines en premiere ligne de défense, dismutant ’anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogéne et en eau (Figure 9). Il existe différentes formes de

SOD se distinguant par le métal de leur site actif (Cu ; Zn ; Mn ; Fe ; Ni).
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(M™1"_.S0D) + 0, = (M™-S0D) + 0,

(M™-SOD) + 0," + 2H" = (M"™"_80D) + H,0,

Figure 9 : Mécanisme enzymatique de la SOD (Alfonso-Prieto et al., 2009)

Puis le peroxyde d’hydrogéne peut ensuite étre pris en charge par la catalase, portant dans ses
sites actifs de 'oxyde de fer (Por-Felll) permettant une coupure hétérolytique générant de
I’eau et la forme catalase compound I de I’enzyme (Cat Cpd I = une forme cationique
oxoferryl porphyrine de la catalase : Pore+-Fe IV=0) (Figure 10). Celle-ci va alors
rapidement réagir avec une seconde molécule de peroxyde d’hydrogéne générant de I’eau et
de 'Oz et régénérant la catalase sous sa forme initiale : Por-Felll (Alfonso-Prieto et al.,

2009).

Enz(Por-Fe'") + H0; = Cpd I (Por*-Fe''=0) + H,0

Cpd I (Por™-Fe"'=0) + H,0, < Enz(Por-Fe'") + H;0 + O,

Figure 10 : Mécanisme enzymatique de la CAT (Alfonso-Prieto et al., 2009)

La glutathion peroxydase, grace a son coenzyme le glutathion réduit (GSH), va également
pouvoir réduire le peroxyde d’hydrogéne en eau en oxydant le GSH en GSSG (Figure 11).
Un élément clé dans le maintien de ce mécanisme de défense est la régénération du glutathion
réduit par la glutathion réductase, nécessitant du NADPH. Le glutathion est encore un
antiradicalaire direct neutralisant I’anion superoxyde et le radical hydroxyle. Enfin, le GSH
permet encore la régénération de certaines molécules antiradicalaires a partir de leur forme

oxydée (ex vitamine C ou E) (Valko et al., 2007).
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Figure 11 : Mécanisme enzymatique de la GPx (Prabhakar et al., 2005)

(GSH : Glutathion ; GSSG : glutathion oxydé ; GPx-SeOH : enzyme sous forme d’acide
sélénique ; GPx-Se-S-G : Enzyme sous forme d’adduit séléno-sulfide ; GPx-Se-H : enzyme

sous forme active).

La régulation des concentrations intracellulaires des radicaux libres est possible notamment
grace aux variations de 1’activité des enzymes constituant cette premiére ligne de défense. Il
existe notamment une voie de régulation des mécanismes antioxydants cellulaires induits par
des composés oxydés ou directement par les espéces radicalaires. Un des principaux sites de
régulation est la voie de signalisation de 1’¢lément de réponse antioxydante (Antioxidant
Response Element : ARE). Les domaines ARE sont des éléments présents au sein des

promoteurs de nombreux genes codant pour les enzymes de détoxication.

Cette régulation fait appel aux facteurs Nrfi et surtout Nrf. (nuclear factor erythroid 2-
relatedfactor 2), eux-mémes régulés par Keap: (Kelch-like ECH-associated cofactors)
protéines équestrant Nrf1 et Nrfz. Le stress oxydant, ¢’est-a-dire les espéces réactives ainsi que
différents métabolites générés par ce stress oxydant semblent étre impliqués dans la
dissociation deKeap:-Nrf,. Nrf2 libéré va pouvoir interagir avec les domaines ARE et donc
moduler I’expression de plusieurs génes impliqués dans la défense contre les environnements
oxydatifs. Parmi les génes sous ce contrdle, il y a notamment des enzymes antioxydantes et

des enzymes de détoxication de phase 2 (Masella et al., 2005).
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2.2. Défenses antioxydantes exogénes

D’autres mécanismes de lutte contre les radicaux libres entrent également en jeu. Il s’agit de
nombreuses molécules exogeénes, notamment apportées par 1’alimentation, capables
d’¢liminer ces composés oxydatifs, ou de stopper les réactions d’oxydations en chaine, mais

avec une spécificité moindre (Birben et al., 2012).

Ces composés sont appelés des piégeurs de radicaux libres. Ce sont donc des molécules
capables de céder des protons ou des électrons, avec pour conséquence le réappariement de
I’¢lectron célibataire de 1’espéce radicalaire. Il s’agit donc de molécules qui entrent en
compétition avec les cibles cellulaires comme I’ADN, les protéines et les lipides, permettant
ainsi d’arréter les réactions d’oxydations en chaine. Ceci est possible car ces antioxydants
exogenes sont des réducteurs forts, et une fois oxydés, ils sont beaucoup plus stables que les
especes réactives hautement oxydantes. Malgré leur forme radicalaire, ces composés sont
moins réactifs, du fait de leurs possibilités de réarrangements moléculaires. On peut citer
parmi les plus connus la vitamine E (a-tocophérol) et la vitamine C. D’autres composés ont le
vent en poupe depuis plusieurs décennies, a savoir les polyphénols, une trés large classe de

métabolites secondaires principalement du régne végétal (Birben et al., 2012).

Les antioxydants naturels sont trés présents dans le régne végétal, pour lequel ils représentent
un des principaux mécanismes de défense contre le dioxygene, les radicaux libres et les ROS
produits au cours de la photosynthése. Ces molécules sont apportés chez I’homme a travers la
consommation de fruits et 1égumes ou d’autres boissons a base de plantes (ex : le thé) et elles

peuvent s’avérer utiles pour la santé humaine (Birben et al., 2012).
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2.2.1. Vitamines et caroténoides

Les vitamines se définissent généralement par un ensemble de molécules organiques présentes
au sein des aliments. Elles jouent un réle essentiel dans le fonctionnement normal du corps
humain (Shahidi et Naczk, 2003). En effet, certaines pathologies sont directement liées a des
carences en ces compose€s : une carence en vitamine C provoque le scorbut ; une insuffisance
de I’apport en vitamine A peut aboutir des formes de cécité ; une carence en vitamine B1 peut
engendrer des lésions nerveuses (béribéri) ; une carence en niacine (B3) a été associée a la

pellagre ; et enfin le rachitisme est 1ié au manque de vitamine D (Ball, 2006).

On distingue les vitamines non-essentielles des essentielles, autrement dit, les vitamines
synthétisables par 1’organisme ou non. Il y a encore deux exceptions a cela : la vitamine D qui
est synthétisé sous I’action des rayonnements UV du soleil, et la niacine dont la voie de

synthése dépend du précurseur tryptophane, un acide aminé apporté par 1’alimentation (Ball,

2006).

La famille des vitamines n’est pas une famille du point de vue chimique. On retrouve ainsi
sous ce méme nom des structures chimiques trés différentes, d’ou des bioactivités tres
différentes. 11 y a deux classes principales de vitamines : les vitamines liposolubles
représentées par la vitamine A, D, E et K mais également des caroténoides dotés d’activités
provitaminiques A; les vitamines hydrosolubles comprennent la vitamine C et le groupe des
vitamines B a savoir la thiamine (By), la riboflavine (B.), la niacine (B3), la vitamine B,
I’acide pantothénique (Bs), 1’acide folique (Bo), et la vitamine Bio. Parmi ces molécules, en
dehors de leurs bioactivités essentielles, certaines sont également de puissants antioxydants. Il

s’agit des vitamines E, C et A (Ball, 2006) (Figure 12).
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a-tocophérol (vitamine E)

Acide ascorbique (Vitamine C)

AN VA TS

Rétinol (Vitamine A)

Figure 12: Vitamines antioxydantes (Buettner, 1993)

La vitamine E recouvre un ensemble de huit molécules organiques, 4 tocophérols et
4tocotriénols. C’est un puissant antioxydant, limitant quasi essentiellement la peroxydation
lipidique. Ceci est dii a son caractére liposoluble qui favorise son accumulation dans les
graisses. En effet, plus de 90 % des tocophérols se retrouvent au sein des gouttelettes
lipidiques dans le tissu adipeux (Ball, 2006). A ce niveau, les tocophérols peuvent arréter
lesréactions en chaine de la lipoperoxydation en réduisant les radicaux lipidiques. La forme
radicalaire de la vitamine E peut ensuite étre reconvertie en vitamine E sous 1’action de la
vitamine C (Figure 13). Ceci est possible grace a la présence de la téte plus polaire des
tocophérols, qui va ainsi pouvoir interagir avec le milieu plus polaire pour entrer en contact
avec la vitamine C. La vitamine C est elle-méme capable d’exercer une activité antiradicalaire
directe au sein des milieux aqueux. Les différentes formes de la vitamine E ne seraient pas
équivalentes en termes de bioactivité. Une grande attention a été donnée a 1’a-tocopherol,
alors que la y-tocophérol serait plus abondante dans I’alimentation américaine et aurait une

activité biologique plus large, et notamment une action antiinflammatoire (Jiang et al., 2001).

Par ailleurs, le caractére liposoluble des vitamines E en fait est un bon conservateur pour les

huiles en les protégeant vis-a-vis de 1’oxydation. La vitamine C, lorsque oxydée par une
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espece radicalaire donne naissance au radical ascorbyl peu réactif, capable de piéger un autre
radical. Par ailleurs, le radical ascorbyl peut encore étre dismuté générant I’acide
déhydroxyascorbique ou régénérant la forme initiale. Enfin, la déhydroxyascorbique peut
encore régénérer la forme initiale anti-oxydante de la vitamine Cau travers de ’action de

réductases (Wilson, 2002).

Loo" LOOH

’ i L]
a-locophérol w-tocophérol

==
’ II|I._|'|'| =

HO HO

o HO OH

acide ascorbigue * acide ascorbigue

Figure 13 : Cycle de la vitamine E et de la vitamine C (Buettner, 1993)

La vitamine A, est exclusivement d’origine animale. Cependant, sous ce nom de vitamine A
se cachent en réalité aussi d’autres molécules, appelées vitameres, qui sont dotés de ’activité
du rétinol, comme les caroténoides provitaminiques A qui sont trés largement rependus dans

le régne végétal (ex : a- et P-caroténe, B-cryptoxanthine). Ces provitamines sont des
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précurseurs des vitamines qui sont converties en leur structure active par le métabolisme

(Ball, 2006).

La famille des caroténoides fait référence a des composés liposolubles construits a partir
d’unités isoprénes (Figure 14). Il s’agit de composés largement retrouvés dans le régne
végétal, pour lesquels ils jouent un role de pigment. Ils forment de longues chaines carbonées
portant de nombreuses doubles liaisons conjuguées, et peuvent subir des modifications
comme des cyclisations au cours de leur synthése (Rao et Rao, 2007). Dans le cas particulier
des xanthophylles, la voie de synthése fait encore intervenir une introduction d’atomes
d’oxygeéne au sein de ces structures. Parmi les caroténoides les plus rependus dans les fruits et
les légumes, on compte le lycopéne, la lutéine, le B- et a-caroténe ou encore le [-
cryptoxanthine (Figure 15), représentant plus de 95 % des caroténoides retrouvés dans la

circulation sanguine (Maiani et al., 2009).

/"”

Figure 14 : Structure de 1’unité isopréne (Bruneton, 1999).

La vitamine A posséde une importante capacité antioxydante de par sa longue chaine
carbonée portant de multiples insaturations conjuguées (Landete, 2013). L’activité
antioxydante des caroténoides repose essentiellement sur le piégeage de ’anion superoxyde
ou de radicaux peroxydes. Cependant, le mécanisme principal n’est pas chimique, mais plutot
d’ordre physique. Il s’agit d’un phénomene de quenching physique dans la phase lipidique
entre un caroténoide et un O,"0ou un *O2 entrainant un transfert d’énergie a partir de ce dernier

vers le caroténoide (Figure 16). Il en résulte du dioxygene triplet et un caroténoide triplet
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excité, qui sera capable de dissiper cette énergie et ainsi retrouver son état initial (Stahl et

Sies, 1993 ; Stahl et Sies, 2003).

Cette propriété des caroténoides est directement liée a leur chaine carbonée polyinsaturée de
structure conjuguée. Ainsi, plus cette chaine est longue, plus la dissipation de 1’énergie sera
facilitée conférant un fort potentiel antioxydant (AOx).En conséquence, une molécule pourra
exercer son action de maniére cyclique, contrairement a ce que 1’on observe dans le cas des
réactions antiradicalaires chimiques classiques. Cette activité protectrice est importante pour
les plantes elles-mémes, pour lutter contre le stress photo-oxydatif. Néanmoins, les réactions
chimiques entre caroténoides et radicaux libres peuvent aussi avoir lieu, mais seraient
minoritaires. Enfin, dans certaines conditions particulieres de pression partielle en oxygene
élevée, ces caroténoides peuvent basculer vers une action de type pro-oxydante (Rahman,

2007).
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Figure 15: Exemples des principaux caroténoides (Bruneton, 1999).
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'0;+C>70,+7C

T3 C+ Energie thermique

Figure 16:Quenching physique de I’oxygéne singulet par les caroténoides (Stahl et

Sies, 1993) (C : caroténoide ; 3C* : caroténoide triplet excité)

2.2.2. Phospholipides

Les phospholipides ont un effet antioxydant principalement observé dans le processus
deperoxydation lipidique. Leur fonction acide phosphorique, liposoluble, peut-étre

responsable de cette activité par sa capacité piégeuse de métaux (Nwosu, 1997) (Figure 17).

Figure 17:Structure de la phosphatidylcholine (Bruneton, 1999).

2.2.3. Acides aminés et peptides

Certains acides aminés libres (acide glutamique, méthionine, alanine, asparagine, valine, acide
aspartique, serine, lysine, tryptophane, histidine) ou certains peptides peuvent exercer une
activité antioxydante. Les acides aminés libres antioxydants les plus forts seraient en
particulier les acides aminés soufrés (Atmaca, 2004). Par exemple, une fraction d’un

hydrolysat de protéines myofibrillaires porcines, composée de peptides de 5 a 11 acides
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aminés, a été révélée comme anti-oxydante de par une activité inhibitrice de la peroxydation
lipidique (Saiga et al., 2003). Par ailleurs, un peptide obtenu par hydrolyse enzymatique de la
B-lactoglobuline a révélé une action anti-radicalaire importante. Celle-ci se manifeste
principalement a travers des mécanismes de chélation de métaux de transition ou de pié¢geage
des radicaux lipidiques, notamment grace au cycle imidazole dans le cas de I’histidine.
D’autres acides aminés sont davantage donneurs de proton comme la tyrosine par exemple.
Toutefois, la capacité anti-radicalaire des acides aminés est relativement faible (Hernandez-

Ledesma et al., 2005).

2.2.4. Oligo-éléments

Les oligo-¢éléments (Cu, Zn, Se, Mn, Fe etc.) ne sont pas des antioxydants en tant que tels,
mais agissent comme cofacteurs des enzymes constituant la premicre ligne de défense face
aux attaques oxydatives. Il s’agit en réalité de catalyseurs redox de ces enzymes. Leur apport
par I’alimentation permet donc de maintenir le bon fonctionnement de la machinerie anti-
oxydante cellulaire et donc 1’équilibre oxydatif. Par ailleurs, certains oligo-éléments, selon
leur état et leur concentration, peuvent étre a I’origine d’une production de ROS par des
mécanismes redox comme dans le cas du fer et la réaction de Fenton. La supplémentation en

oligo-éléments en cas de carence nécessite donc un certain contrdle (Leung, 1998).

3. Polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules tres largement répandues dans le regne
végétal. On les trouve dans divers organes des plantes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et
fruits. Les polyphénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas
de fonctions directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la
croissance, ou la production. L’expression de «polyphénols» est utilisée pour toutes

substances chimiques possédant dans sa structure un noyau aromatique, portant un ou
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plusieurs groupements hydroxyles. Un nombre considérable de ces composés sont formés de
deux noyaux benzéniques A et B reliés par un hétérocycle de type pyrane. Ces composés
différent les uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B, par la
nature de 1’¢élément central et par la position, la nature et le nombre de molécules de sucre

fixées ainsi que par la nature de la liaison hétérosidique (Bruneton, 1999).

Les polyphénols sont des produits de la condensation de molécules d’acétyl-coenzyme A et de
phénylalanine. Cette biosynthése a permis la formation d’une grande diversité de molécules
qui sont spécifiques d’une espéce de plante, d’un organe, d’un tissu particulaire. Selon la
structure de squelette de base et le nombre des atomes constitutifs les polyphénols sont classés
en différentes classes parmi lesquelles on cite les phénols simples, les acides phénoliques, les
stilbénes, les flavonoides, les tanins, les coumarines, les lignanes, les lignines et les
xanthones, Dans la nature, la plupart de ces composés phénoliques sont trouvés sous forme de

glycosides (Bruneton, 1999).

La voie du shikimate occupe une place centrale dans la biosynthese des polyphénols, étant a
I’origine de nombreux acides phénoliques comme I’acide gallique. La phénylalanine dérive
¢galement du shikimate, et sert de précurseur du cycle B et le noyau chromane notamment
grace a la phenylalanine ammonia lyase (PAL). Le cycle A dérive quant a lui de 3 monomeres
de malonyl-CoA. L’ensemble est assemblé par la chalcone synthase, et peut étre isomérisée

pour aboutir a une structure de type flavanone grace a la flavanone isomérase (Tsao, 2010).

32



Revue bibliographique

3.1. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont présents dans un certain nombre de plantes agricoles et

médicinales. Deux sous-groupes peuvent étre distingués : les acides hydroxybenzoiques, dont

les plus répandus sont I’acide salicylique et les acides hydroxycinnamiques, dont les plus

abondants sont 1’acide caféique et I’acide férulique (Figure 18).

R, CO0H
HO
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O
OO0
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Figure 18

R|= R1=H
R;=0H,R,=H
R,=0CH;, R, =H
R|=R.:=O'H
R|=R.3=(}CH3
R=H

R =0H
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R,=R,=H,R,=OH
R;=R,=0H,R;=H

R; = OCHs, R,=OH, Ry=H
R; =R ;=0CH;, R, =OH

Acide p- hydroxybenzoigue
Acide protocatéchigue
Acide vanillique

Acide gallique

Acide syringique

Acide sallicylique

Acide gentisique

Acide cinnamigue
Acide p-coumarique
Acide caféique
Acide férulique

Acide sinapique

: Exemples d’acides phénoliques (Bruneton, 1999)

33



Revue bibliographique

3.2. Flavonoides

Les flavonoides se caractérisent par 3 cycles, A, B et C, dont seuls A et B sont des cycles
phénoliques, le cycle C étant un cycle chromane (Figure 19). Cette structure est généralement
noté Cs-C3-Cs. La structure générale de cette famille présente le cycle B en position C; du
cycle C. Cependant, certaines sous-classes des flavonoides différent en ce point avec une
liaison en C3 ou C4 (Tsao, 2010). En effet, de nombreuses sous-classes se cachent derriére ce
dénominateur commun : anthocyanes ; chalcones ; dihydrochalcones ; flavanols ; flavanones ;
flavonols ; isoflavones etc. Ce sont le nombre de substitutions et le degré d’insaturations du
cycle C qui permettent de les classer. Au sein d’une classe définie, ce sont les substitutions
des cycles A et B qui différencient les molécules (Pietta, 2000). Les flavonoides représentent
la classe la plus largement répandue de polyphénols dans les aliments. Les différents
flavonoides sont retrouvés dans la nature soit sous forme de génines, c’est-a-dire aglycones,

soit sous forme d’hétérosides (Figure 20) (Ghedira, 2005).
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Figure 19 : Squelette des flavonoides (Bruneton, 1999)
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R=R"=H : Afreléchine R=R"=H : Leucopélargonidine
R=0H, R°=H : Catéchine R =0H. R* = H : Leucocyanidine
R =R"=0H : Gallocatéchine R = R’= 0OH : Leucodelphinidine

R = R’=H : Pélargonidine

R =0H, R*=H : Cyanidine
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R = R’= OH : Délphinidine
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R = H : Butéine R = R* = H: Sulphorétine
R = OH : Okanine R =0H, R = H: Aurceusidine
R =H., " = 0OCH3: Leptosidine

Figure 20 : Exemples des flavonoides (Bruneton, 1999)

R=0OCH 3, R’ = H: Isorhamnétine
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La biosynthése des flavonoides se fait a partir d’un précurseur commun, la 4,2°,4°,6’-

tétrahydroxychalcone (Figure 21)
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4.2 4" 6'tétrahydroxychalcone 4.2 4'«trihydroxyaurone

chalcone-esomérase

favaressynthase

flavanone: naringenine
{25)-flavanone-3hydroxylase
flavanal synthase
dihydroflavonel: (2R 3R dibydrokaempférol
dihydraflavonolsdsréductase
.

flavan-3-ol: afzéléchal

Jeeglucosyistransférase

thocyane
anthocyanidine: pélargonidine anthocyane

Figure 21 : Biosynthéese des flavonoides (Duthie et Crozier, 2000)
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3.3. Lignanes

Cette classe de polyphénols se définit par une structure dimérique d’unités phénylpropanes
Ce-C3 reliées au niveau des carbones Cg (Figure 22) (Manachet al.,2004). Parmi les lignanes,
on compte 8 sous-classes se différenciant par la position de I’oxygene au sein de la structure :
les furofuranes ; les furanes ; les dibenzylbutanes ; les dibenzylbutyrolcatones ; les
aryltetralines ; les arylnaphtalenes ; les dibenzocyclooctadiénes et les dibenzylbutyrolactols
(Suzuki et Umezawa, 2007). Les différents composés des lignanes comportent pour la grande

majorité un atome d’oxygene entre les carbones Co et Co,, mais ce n’est pas le cas de tous

(Figure 23).
8 g
\  /
5=——6 §—g 2=y
/ \1—?/ \‘—1/’ \-1
\ 7/ N\ 7/
gm—p B 5
Figure 22 : Squelette des lignanes (Bruneton, 1999).
. oH i ‘ ‘ Cla
Dibenzylbutyrolactone Acide epiphyllique
Figure 23 : Exemples de lignanes (Bruneton, 1999).
3.4. Tannins

Les tannins sont des composés de taille plus importante que les classes décrites

précédemment. En effet, il s’agit de molécules polyméres. Deux sous-classes se distinguent

37



Revue bibliographique

encore parmi les tannins : les tannins hydrolysables et les tannins condensés. Cette premicre
sous-classe a une structure de base de polyesters d’acide gallique et d’¢llagitannines (acide
hexahydroxy-diphénique), avec comme plus illustre exemple 1’acide tannique (Figure 24). La
seconde sous-classe des tannins condensés correspond aux polymeéres d’unités catéchiques

(Bravo, 1998).

) o o
i‘ﬂ Ve g
HO H\ p HO \ //> ) — MQ— oH
. / \ON T§7 \C‘ HO OH © o
\/> \\ ——OH
—

Figure 24 : Acide tannique

3.5. Les polyphénols comme antioxydants

Les polyphénols peuvent agir selon ces divers mécanismes : le piégeage direct des espéces
réactives d’oxygeéne ; I’inhibition des enzymes impliquées dans le stress oxydant et la
chélation des traces métalliques responsables de la production des especes réactives

d’oxygene et la protection des systémes de défense antioxydants (Halliwell, 1994).

3.5.1. Inhibition enzymatique

Les phénoménes d’interaction polyphénols-protéines ont été largement étudiés in vitro,

particuliérement dans le cas des flavonoides : inhibition d’une grande variété d’enzymes,
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modulation du fonctionnement de divers récepteurs ainsi que du processus de transcription de
certains genes par interaction du cytosol avec les facteurs de transcription ou certains

précurseurs (Haslam, 1996 ; Havesteen, 2002).

Outre les effets antioxydants, ces interactions, qui sont encore a valider in vivo, sont
vraisemblablement a la base des effets bénéfiques des flavonoides. Par exemples, les acides
hydroxycinnamiques sont des inhibiteurs de protéines de coagulation (la thrombine et le

facteur Xa), et jouent ainsi un réle d’anticoagulant (Monien et al., 2006).

L’inhibition de la production des especes réactives d’oxygene par les polyphénols,
particuliérement les flavonoides, peut procéder directement par formation de complexe
inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage directe des espéces réactives d’oxygene. Cette double
action est bien illustrée par le cas de la xanthine oxydase, cet enzyme est considéré comme

une source biologique importante de radical superoxyde (Dangles et Dufour, 2008).

Une étude sur la maladie de la goutte a montré que les flavonoides peuvent agir sur ’activité
de la xanthine oxydase et par conséquent, peuvent prévenir cette maladie en réduisant a la fois
les concentrations de 1’acide urique et celles du radical superoxyde dans les tissus humains
(Hansaki et al., 1994). Cos et ses collaborateurs ont confirmé les relations entre la structure
chimique des flavonoides et leur capacité d’inhiber la formation de superoxyde par inhibition
de la xanthine oxydase (formation de complexes enzyme-inhibiteur) et/ou par réduction du
superoxyde produit (Cos et al., 1998) (Figure 25). Les résultats de cette étude sont les

suivants :

Les flavanones, les dihydroflavonols et les flavan-3-ols (cycle C non plan) ne sont pas

inhibiteurs de la xanthine oxydase.
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Les flavonols et les flavones (cycle C plan et conjugué avec les cycles A et B) ont la capacité

d’inhiber I’enzyme.
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Figure 25 : Relation structure-activité des flavonoides sur I’inhibition de la xanthine

oxydase (Cos et al., 1998)

L’absence du groupe hydroxyle en Cs augmente légérement 1’activité inhibitrice. Les
flavonoides glycosylées ont des activités inférieures a celles des composés non glycosylés, par

exemple, la rutine est presque dix fois moins active que la quercétine.

Les flavonoides présentant un cycle B de type catéchol (ortho-diphénol ou 1,2
dihydroxybenzéne) sont de bons piéges a superoxyde en raison de la stabilité des radicaux

semi quinones formés lors de la capture.
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De nombreux flavonoides sont de puissants inhibiteurs des métallo-enzymes tels que

lipoxygénase (Dangles et Dufour, 2008).

3.5.2. Chélation des ions métalliques

Les ions du fer ou du cuivre sont essentiels pour de nombreuses fonctions physiologiques. Ils
entrent notamment dans la composition des hémoprotéines et de cofacteurs d’enzymes du
systeme de défense antioxydant (par exemple, les ions du fer pour la catalase, et ceux du
cuivre pour le superoxyde dismutase), mais ils sont aussi responsables de la production du

radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogéne selon la réaction de Fenton :

H20; + Fe?* (Cu*) —"OH + "OH + Fe** (Cu?")

En outre, 1’autoxydation des ions Fe?* et Cu* est une source de superoxyde et peroxyde
d’hydrogene. Ainsi, complexer les ions du fer et du cuivre sous une forme qui bloque leur

activité redox est un mécanisme d’action antioxydante.

Divers polyphénols abondants dans les plantes et dans I’alimentation sont considérés comme
de bons chélateurs des ions métalliques (Brown et al., 1998). La complexation des ions
métalliques par les polyphénols induit typiquement un déplacement bathochrome de leurs
bandes d’absorption dans le domaine UV-Visible. Les études menées par Van Acker et ses
collaborateurs sur la chélation des ions du fer par certains flavonoides ont mis en évidence les
sites essentiels pour la chélation des ions métalliques qui sont les groupes 3’-hydroxy et 4’-
hydroxy du cycle B, les groupes 3-hydroxy et 4-oxo du cycle C et les groupes 4-oxo et 5-
hydroxy. Ainsi, la quercétine qui combine tous ces substituants est un complexant métallique

particulierement efficace (Van Acker et al., 1996).
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Figure 26 : Les flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques

(M™) (Fraga et al., 2010).

3.5.3. Piégeage des radicaux libres

La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup étudiée afin de déterminer
les éléments majeurs de 1’activité antioxydante. Grace a leur faible potentiel redox, les
polyphénols, plus particuliecrement les flavonoides (FI-OH), sont capables de réduire
rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles (ROO¢), alkoxyles (RO¢) et hydroxyle par

transfert d’hydrogene :

FI-OH +Xe—FI-O« + XH

Ou Xe représente I’un des espéces réactives d’oxygeéne mentionnés ci-dessus.

Le radical aryloxyle (FI-O¢) peut réagir avec un autre radical pour former une structure

quinone stable (Figure 27)
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Figure 27 : Piégeage des espéces réactives d’oxygene par les flavonoides

Eventuellement, le radical aryloxyle peut réduire le dioxygéne pour donner une quinone et un
anion superoxyde. Cette réaction est responsable d’un effet prooxydant des flavonoides.
Ainsi, la capacité antioxydante des polyphénols dépend non seulement du potentiel redox du

couple FI-O¢/FI-OOH mais aussi de la réactivité du radical FI1-Oe

Plusieurs travaux ont établi des relations entre la structure chimique des polyphénols et leur
capacité a piéger les radicaux libres (Rice-Evans et al., 1996 ; Dugas et al., 2000 ; Farkas et

al., 2004).

L’activité de la quercétine (4,72 mM) est deux fois plus élevée que celle de la catéchine (2,4
mM). La cyanidine a approximativement la méme activité antioxydante que celle de la
quercétine (Figure 28). Ces résultats démontrent 1I’importance de la présence d’un cycle
central insaturé, qui permet la délocalisation des électrons dans le radical (Rice-Evans et al.,

1996).

OH
OH
o g
““OH
OH O OH OH
quercétine catéchine cyanidine
TEAC 4,72 £0.10 TEAC 2,40 £0,05 TEAC 4,42 +0,12

Figure 28 : Comparaison de I’activité antioxydante des différents flavonoides. Les valeurs

sont exprimées en mM (Rice-Evans et al., 1996)
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3.6. Activité antioxydante des polyphénols dans les aliments

L’auto-oxydation (oxydation non enzymatique par Oz) est un des principaux phénoménes de
dégradation des lipides polyinsaturés présents dans divers produits alimentaires (Khan et al.,
2017).Ce phénomeéne intervient typiquement au cours des traitements industriels et
domestiques : procédés thermiques, conditionnement, stockage et cuisson. Globalement, ce
processus conduit a la formation des produits lipidiques oxydés (aldéhydes, époxydes,
hydroperoxydes) qui a leur tour, réagissent avec d'autres ingrédients alimentaires (vitamines,

protéines et autres lipides) en diminuant :

- Les propriétés organoleptiques des aliments : apparition de saveurs et odeurs désagréables

rendant les aliments difficilement acceptables par le consommateur ;

- La valeur nutritionnelle des aliments : les acides gras polyinsaturés sont essenticls a la
composition des membranes cellulaires et pourraient exercer une action protectrice contre le
développement des maladies cardiovasculaires. Par contre, certains de leurs produits

d’oxydation sont oxydants et/ou électrophiles donc potentiellement toxiques.

L’oxydation des acides gras polyinsaturés des aliments peut intervenir des le tractus digestif,
c’est-a-dire immédiatement aprés ingestion des aliments. Le compartiment gastrique, en
raison de son acidité, de sa teneur en dioxygéne et de la présence éventuelle de fer héminique
d’origine alimentaire (ex.la viande rouge) est un site ou 1’oxydation des acides gras

polyinsaturés peut étre rapide (Sanchez-Alonso et al., 2007).

La voie qui inhibe les évolutions oxydatives des lipides consiste a ajouter aux préparations
alimentaires des antioxydants capables de piéger rapidement les radicaux peroxyles lipidiques
propagateurs des chaines radicalaires et/ou les espéces initiatrices de 1’oxydation.De ce point

de vue, les antioxydants naturellement présents dans les plantes d’intérét alimentaire
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présentent un grand intérét, notamment depuis la mise en évidence de probléemes d’allergie
alimentaire induits par certains additifs d’origine synthétique, par exemple, le propylgallate,
I’octylgallate (Ha et al., 2004)et le dodecylgallate (Kubo et al., 2002) sont des antioxydants
fréquemment ajoutés aux margarines. Ces antioxydants permettent de prolonger la durée de
conservation des acides gras polyinsaturés, de les préserver lors de traitements thermiques et

éventuellement apres ingestion.

3.7. Alimentation et biodisponibilité des polyphénols

La biodisponibilité des différents polyphénols est intimement liée a la structure chimique de
chacune de ces molécules. Les anthocyanes forment une famille polyphénolique dont les
composés sont décrits comme d’importants antioxydants étant donné leurs fortes teneurs dans
certains aliments, ainsi que leur fort potentiel antiradicalaire. La consommation d’une portion
(100 g) de certains fruits et légumes peut ainsi apporter plusieurs centaines de mg
d’anthocyanes. Cependant, les résultats combinant de nombreuses études a propos de la
biodisponibilité de ces molécules, suggerent qu’ils sont peu absorbés et rapidement éliminés
(Manach et al., 2004). En effet, les concentrations plasmatiques atteignent rapidement un
maximum apres ingestion d’anthocyanes, puis redescendent sous le seuil de détection en
moins de 2 heures. Les formes glycosylées administrées sont retrouvées au niveau
plasmatique, ainsi qu’une importante concentration en acide protocatéchique, mais sont toutes
deux rapidement éliminées, par exemple, entre 1,5 et 5 % des anthocyanes du vin rouge ont
été retrouvées dans les urines aprés 12 h (Lapidot et al., 1998). Basée sur les résultats de
plusieurs études, 1’absorption des anthocyanes a été confirmée, mais leur faible recouvrement
au niveau plasmatique ou dans 1’urine leur attribue une faible biodisponibilité. Néanmoins,
cette faible biodisponibilité apparente peut résulter du manque de méthodes adaptées a

I’analyse de ces molécules et surtout de leurs métabolites. En effet, les méthodes analytiques
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se focalisent sur la détection de leur forme de cation flavylium. 1l est peu probable de
retrouver les anthocyanes sous cette forme in vivo. Les formes hémikétale ou chalcone sont
davantage susceptibles d’étre retrouvées in vivo. Ceci peut étre une source de sous-estimation

de la biodisponibilité de cette classe de composés (McGhie et Walton, 2007).

Parmi les flavonols, il a été démontré que la quercétine, sous ses formes glycolysées, est
fortement absorbée par I’organisme (Manach et al., 2005). A I’inverse, 1’aglycone présente
généralement une biodisponibilité plus réduite. Par ailleurs, 1’absorption de ces différents
composés n’a pas lieu au méme niveau du tractus gastro-intestinal. Les aglycones et
glucosides seraient préférentiellement absorbés dans les parties supérieures, contrairement au

rutinosides pour lesquelles I’absorption plus tardive a lieu dans les parties distales (Erlund,

2004).

3.8. Les polyphénols dans les aliments

Il'y a plusieurs études sur les polyphénols des aliments et les boissons d’origine végétale. En
raison de la complexité de ce vaste groupe de métabolites de nombreux polyphénols restent
non identifiés. De plus, il est difficile de comparer les données de la littérature, en raison de
l'utilisation de différentes méthodes d’analyse de ces composés phénoliques. En conséquence,
les informations dans la littérature sur le contenu et la composition des polyphénols dans les
aliments végétaux est non seulement incompléte mais parfois aussi contradictoire et difficile a
comparer. Le Tableau 1 énumére le contenu phénolique des différents aliments et boissons

d’origine végétale.
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“Tableau 1 : Les polyphénols dans les aliments et les boissons d’origine végétale (Bravo, 1998).

Aliments/Boissons @ Polyphénols totaux
Céréales (mg /100 g dm)
Orge 1200-1500
Millet 590-1060
Avoine 8.7
Sorgho 170-10.260
Blé 22-40
Légumineuses (mg /100 g ms)
Gramme noir 540-1200
Pois chiches 78-230
Niébé 175-590
Haricots communs 34-280
Gramme vert 440-800
Pois d'Angole 380-1710
Noix (% ms)
Noix de bétel 26-33
Noix de cajou 33.7
Cacahucétes 0.04
Noix de pécan 8-14
Légumes (mg / 100 g de mf)
Choux de Bruxelles 6-15
Chou 25
Poireau 20-40
Oignon 100-2025
Persil 55-180
Céleri 94
tomate 85-130
Fruits (mg / 100 g mf)
Pomme 27-298
Abricot 30-43
Cassis 140-1200
Muyrtille 135-280
Cerise 60-90
L'airelle 128
Canneberge T77-247
Groseille 2 maquereau 22-75
Grain de raisin 50-490
Pamplemousse 50
Orange 50-100
Péche 10-150
Poire 2-25
Prune 4-225
Framboise 37-429
Groseille 17-20
Fraise 38-218
Boissons
Jus de fruits (mg/L)
jus de pomme 2-16
Jus d'orange ® 370-7100
660-1000
Feuilles de thé (% ms)
Vert 20-35
Noir 22-33
Thé, tasse (mg / 200 ml) 150-210
Grains de café (% ms) 0.2-10
Café, tasse (mg / 150 ml) 200-550
Haricots de cacao (% ms) 12-18

Vin (mg/l)
rouge
Biére (mg /L)

1000-4000 (6500)
60-100

2 ms= matiére séche ; mf= matiére fraiche ;° Les valeurs des différentes variétés d’orange
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La plupart des polyphénols listés sont des acides phénoliques et flavonoides (y compris les
anthocyanes, procyanidines, flavanones, flavanols, etc.).Les tanins sont souvent sous-estimés
lorsque les polyphénols sont analysés dans les extraits des aliments. Dans les Iégumincuses et
les céréales, les principaux polyphénols sont les flavonoides, les acides phénoliques et les
tanins. La teneur en polyphénols dans les céréales est généralement inférieure a 1% de matiére
séche, sauf pour le sorgho (Sorghum bicolor), qui peuvent présenter10% de matiére séche.
Les légumineuses qui ont un contenu phénolique élevé sont les variétés sombres comme les

haricots rouges et noirs (Phaseolus vulgaris) (Bravo, 1998).

3.9. Processus de transformation et potentiel antioxydant des aliments

Les processus de transformation des aliments, notamment des fruits et légumes, sont
susceptibles de provoquer des changements importants du point vue de leur composition
chimique, et donc de leur potentiel antioxydant. En effet, la cuisson de certains 1égumes, quel
que soit le mode de cuisson : micro-ondes, vapeur, eau bouillante (haricots verts, poivrons,
brocoli, épinards), induit une augmentation de leur activité antiradicalaire (Turkmen et al.,
2005). L’inactivation des peroxydases par la cuisson est suggérée comme responsable de cette
augmentation. La formation de produits néoformés est également impliquée dans ces
changements d’activité. Certains produits de Maillard (ou de brunissement non-enzymatique),
issus des réactions ayant lieu sous I’effet de la chaleur, exercent eux-mémes aussi une action
piégeuse de radicaux. D’autres études démontrent a I’inverse une baisse du potentiel anti-
oxydant suite a la cuisson. Par exemple, la cuisson conventionnelle du brocoli dans I’eau
bouillante ou par micro-ondes résulte en une réduction des teneurs en polyphénols totaux, en
caroténoides et en vitamine C, et ce de maniére durée-dépendante. Ces baisses de
concentration en molécules anti-radicalaires s’illustrent par la réduction significative de la

capacité anti-oxydante mesurée (Zhang et Hamauzu, 2004). Il semble encore que selon
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I’aliment, il y ait des différences importantes. Ainsi, la cuisson du brocoli ou de la pomme de
terre induit un léger accroissement de leur activité antioxydante totale. A 1’opposé, dans le cas
de I’oignon, de la carotte ou du chou, une réduction importante est obtenue (Faller et Fialho,
2009). Enfin, une étude comparative de I’impact des modes de cuisson sur le potentiel
antioxydant des poivrons démontre que la cuisson micro-ondes préserve le micux les
composés antioxyants, alors qu’une baisse significative est observée dans le cas de la cuisson
a I’eau (avec une tendance proportionnelle a la quantité d’eau utilisée et a la durée de
cuisson). Ce dernier mode de cuisson semble induire une solubilisation de certains composés
dans I’ecau de cuisson qui seront donc éliminés (ex. vitamine C) (Chuah et al., 2008). Ces
résultats se confirment dans une autre étude dans laquelle, pour la majorité des aliments, les
propriétés anti-oxydantes sont mieux préservées voir méme augmentées lorsque les aliments

sont cuits par des méthodes évitant I’eau (Jiménez-Monreal et al., 2009).

Pour I’exemple de la tomate, la cuisson augmente la bio-accessibilité du lycopéne, mais baisse
les teneurs en vitamine C. Pour les polyphénols, la cuisson n’induit pas de changement
(Dewanto et al., 2002). 1l en résulte une action antioxydante significativement plus élevée. En
effet, les procédés de transformation ou de conservation des aliments comme la cuisson, la
pasteurisation, la découpe/broyage peuvent directement étre délétéres pour certaines
molécules, mais peuvent au contraire, par la destruction de la matrice, améliorer leur
biodisponibilité. La rupture de la matrice peut par exemple favoriser la solubilisation des
caroténoides libres ou estérifiés. Par contre, le simple stockage des aliments réduit
drastiqguement leur teneur en caroténoides. Une perte de plus de 60% du lycopéne a été

observée apres 8 semaines de stockage des carottes a 1 °C (Maiani et al., 2009).

En résumé, les procédés de cuisson ou de transformation peuvent induire un accroissement du

potentiel antioxydant, ou au contraire 1’abaisser. Dans le premier cas, il peut n’y avoir aucun
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changement du profil chimique de I’aliment, ou alors une déperdition de certains composés
antioxydants accompagnée de la néoformation de molécules elles-mémes antioxydantes
contre balangant cette perte. En cas d’augmentation de D’activité antioxydante, certaines
molécules ont pu étre rendues davantage accessibles, ou c’est encore la néoformation de
composés antioxydants qui en est la source. Enfin, une baisse des capacités antioxyante peut
étre le fruit d’une perte des molécules antioxydantes natives, ainsi que de la production de
nouveaux composés prooxydants. L’ensemble de ces réactions est dépendante de la nature de

I’aliment et du procédé de transformation (Nicoli et al., 1999).
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1. Matériel et méthodes

1.1. Matériel végétal

Tous les fruits et Iégumes (de bonne qualité et sans dommage) sont achetés du marché local de

la région de Biskra et Sétif (Algérie) en période de leur consommation fréquente durant I’année

2012-2013. Les détails sur les échantillons sont présentés dans le Tableau 2 et 3.

Tableau 2 : Région d’achat, nom scientifique et la partie utilisée des 1égumes.

Légumes Region d’achat | Nom scientifique Partie utilisée
Artichaut (fleur) Sétif Cynara cardunculus L.var.scolymus | Fleur
Artichaut (tige) Sétif Cynara cardunculus L.var.scolymus | Tige
Aubergine Biskra Solanum melongena L. Fruit
Betterave Biskra Beta vulgaris L.var.rapacea Koch Racine
Blette Sétif Beta vulgaris L.var.cicla Pers Feuilles
Carotte Biskra Daucus carota ssp. sativus Tubercule
Chou Sétif Brassica oleracea L. Feuilles
Chou-fleur Biskra Brassica oleracea L. Fleur
Citrouille Sétif Cucurbita maxima Duch. Fruit
Concombre Biskra Cucumis sativus L. Fruit
Coréte Biskra Corchorus olitorius L. Feuilles
Courgette Biskra Cucurbita pepo L. Fruit
Fenouil Biskra Foeniculum dulce Mill. Feuilles
Feve Sétif Vicia faba L. Graine
Haricot vert Sétif Phaseolus vulgaris L. Fruit (gousse)
Laitue Sétif Lactuca sativa L. Feuilles
Navet Biskra Brassica napus L. Racine
Oignon Biskra Allium cepa L. Bulbe
Piment Biskra Capsicum annum L. Fruit

Pois vert Sétif Pisum sativum Graine
Pomme de terre Biskra Solanum tuberosum L. Tubercule
Tomate Biskra Solanum lycopersicum L. Fruit
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Tableau 3 : Région d’achat, nom scientifique et la partie utilisée des fruits

Fruits Region d’achat | Nom scientifique Partie utilisée
Pomme Biskra Malus communis Poir. Fruit
Abricot Sétif Prunus armentiaca L. Fruit
Banane Setif Musa sapientum L. Fruit
Dates " Deglat-Nour" Biskra Phoenix dactylifera L. Fruit
Dates "Ghars" Biskra Phoenix dactylifera L. Fruit
Dates "Mech-Degla" Biskra Phoenix dactylifera L. Fruit
Raisin (noir) Biskra Vitis venifera L. Fruit
Raisin (blanc) Biskra Vitis venifera L. Fruit
Mandarine Sétif Citrus reticulata Fruit
Néflier du Japon Sétif Eryobotrya japonica Lindl. Fruit
Orange Sétif Citrus sinensis Osh. Fruit
Péche Sétif Prunus persica L. Fruit
Poire Biskra Pyrus communis L. Fruit
Grenade Sétif Punica granatum L. Fruit

1.2. Animaux

L’étude in vivo a été réalisée sur des rats males Wistar albino dont le poids varie entre 150 g et
180 g, procurés aupres de I’Institut Pasteur d” Alger. Les rats sont placés dans des cages pour
une période d’adaptation d’une semaine avec acces libre a la nourriture et a 1’eau avant d’étre
utilisés dans les différentes expériences. L’aliment provient de I’Office National des Aliments
de Bétails (ONAB) d’EL Kseur, Bejaia. Les animaux sont maintenus dans une animalerie a

température ambiante.

1.3. Extraction

L’extraction a été faite selon la méthode décrite par Hossain et al. (2010). 1 Kg de chaque fruit
et légume frais (a I’exception de la coréte qui est utilisée sous forme seéche) préalablement
nettoy¢ est coupé en petits morceaux et broyé par un mixeur, 100 g du broyat sont macérés dans

625 ml d’un mélange méthanol/eau (80/20 : V/V) pendant 3 jours a 4 °C. Le macérat est filtré
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par un papier filtre et le filtrat est soumis a une évaporation rotative a 45°C par un rotavapeur.

L’extrait obtenu est séché et conservé a 4°C jusqu’a ’utilisation.

1.4. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par une méthode décrite par Li et al. (2007),
100 pl de chaque extrait sont ajoutés a 500ul du réactif de Folin -Ciocalteu (10 fois dilu¢ dans
I’eau distillée) apres 4 min d’incubation 400 pl de carbonate de sodium 7.5% sont additionnés.
Les solutions sont maintenues a 1’obscurité pendant 2 heures a température ambiante.

L’absorbance de chaque solution a été¢ lue a 765 nm contre un blanc par un spectrophotomeétre.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de régression de la
courbe d’étalonnage de I’acide gallique a différentes concentrations (12.5-100 pg/ml) et
exprimée en microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (pg

EAG/mQ)

1.5. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par la méthode de Quettier-Deleu et al. (2000)
en utilisant le trichlorure d’aluminium, un volume de 500 pl de chaque extrait a été ajouté a un
volume égal d’une solution d’ AICI3 (2% dans le méthanol). Le mélange a été agité par un vortex

et I'absorbance a 430 nm a été lue par un spectrophotomeétre aprés 10 minutes d’incubation.

La quantification des flavonoides a été¢ évaluée a partir de la courbe d'étalonnage de la
quercétine a différentes concentrations (12.5-40 pg/ml). Les résultats sont exprimés en

microgramme d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg).
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1.6. Dosage des tannins

La quantification des tannins a été effectuée par la méthode décrite par Bate-Smith (1973). Un
volume de 500 pl de sang frais de bovin (qui a une absorbance égale a 1,6 a la longueur d'onde
de 576 nm) a été ajouté a 500 ul de l'extrait. Apres agitation et centrifugation pendant 10 min a
4000 tours / min, I'absorbance du surnageant a été lue a 576 nm. La quantification des tannins
a ¢té réalisée en utilisant la courbe d'étalonnage de 1'acide tannique a différentes concentrations
(200 a 600 pg / ml). Les résultats sont exprimés en microgrammes d'équivalent acide tannique

par milligramme d'extrait sec (ug EAT / mg).

1.7. Activité antioxydante in vitro des extraits des fruits et légumes

La diversité de la nature et la structure des composés végétaux nécessitent le développement de
nombreuses méthodes pour évaluer leur activité antioxydante. Chaque méthode utilise ou
génere un radical différent impliqué dans le processus d'oxydation. Une seule méthode est
insuffisante pour représenter la capacité¢ antioxydante totale des extraits. Quatre méthodes
différentes ont été utilisées pour évaluer I’activité antioxydante des extraits : Iactivité
antiradicalaire vis-a-vis le radical DPPH, la chélation aux ions ferreux, le pouvoir réducteur du

fer ferrique et le test de blanchissement B-caroténe /acide linoléique.

1.7.1. Activité antiradicalaire vis-a-vis le radical DPPH (2,2’-diphenyl-1- picrylhydrazyle)

La mesure de I’activité antiradicalaire des extraits a été effectuée par le test au 2,2°-diphényl-
1-picrylhydrazyle (DPPH) selon la méthode de Brand-Williams et al. (1995) avec modification.
Une gamme de concentrations d’extrait et de la quercétine (antioxydant de référence) est
préparée. Un volume de 50 pL de cette solution, est mélangé a 1,25 ml de DPPH (0.04 mg/ml)
préparé dans le méthanol. Aprés agitation, le mélange est incubé pendant 30 minutes a

température ambiante et a I’abri de la lumiére. L’absorbance est lue a 517 nm contre un blanc
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qui ne contient que du méthanol. L’activité antiradicalaire est calculée selon 1’équation

suivante :

Activité antiradicalaire (%) = [(Abs contréle - ADS échantillon)/ Abs contrﬁle] X 100.

La Clso qui est la concentration d’extrait ou de la quercétine responsable de 50% d’inhibition
du radical DPPH, est déterminée sur le graphique représentant le pourcentage d’inhibition du

DPPH en fonction des concentrations des extraits ou de la quercétine.

1.7.2. Activité chélatrice des ions ferreux

L’activité chélatrice des extraits est mesurée en suivant I'inhibition de la formation du complexe
Fe(Il)-Ferrozine apreés incubation des échantillons avec le fer divalent selon la méthode de Le
etal. (2007). Les solutions d’échantillons (250 pl) sont initialement mélangées avec 50 pl FeCl
(0.6 mM dans ’eau distillée) et 450 pl de méthanol. Aprés 5 min, 50 ul de Ferrozine (5 mM
dans le méthanol) sont additionnés au milieux réactionnel, le mélange est bien agité puis laissé
pour réagir pendant 10 min a température ambiante permettant ainsi la complexion du fer
résiduelle et la formation d’un chromophore rouge (Fe (II)-Ferrozine) ayant un maximum
d’absorption a 562 nm. L’activité chélatrice des extraits a été calculée selon 1’équation

suivante :

Activité chélatrice (%) = [(AbS controle ~ADS échantillon)/ ADS contrate] X 100

1.7.3. Pouvoir réducteur du fer ferrique

La capacité antioxydante des différents extraits a €été évaluée en déterminant leur capacité a
réduire le fer (III) en fer (II) par la méthode décrite par Ozsoy et al. (2008). 100 ul de chaque
extrait a été mélangé avec 100 ul d’une solution tampon phosphate (0.2 M, pH 6.6) et 100 ml

de solution de I’hexacyanoferrate de potassium (1%). Le mélange a été incubé pendant 20
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minutes a 50°C dans un bain-marie. Ensuite, 250 pl d’acide trichloroacétique (1 %) ont été
ajoutés et le mélange est centrifugé pendant 10 minutes. Puis 250 ul du surnageant ont été
prélevés et mélangés a 250 pl d’eau distillée et 500 ul d’une solution aqueuse de FeClz a 0.1%.
L’absorbance a été¢ lue a 700 nm. Une courbe d'étalonnage du BHT utilisé comme référence a
différentes concentrations a été tracée. La valeur de la Clso a été définie comme la concentration

de I'extrait ou de I'étalon ayant I'absorbance de 0.5.

1.7.4. Test de blanchissement du p-caroténe

Dans ce test la capacité antioxydante des extraits est déterminée en mesurant I’inhibition de la
dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide
linoléique selon la méthode décrite par Kartal et al. (2007). 0.5 mg de B- caroténe est dissoute
dans Iml de chloroforme. Apres, 25ul d’acide linoléique et 200 mg de tween 40 sont ajoutés a
la solution obtenue. Aprés évaporation de chloroforme par un rotavapeur, 100 ml d’eau distillée
saturée en oxygene sont ajoutées a la solution obtenue, le tout est agité par un vortex. Apres,
2.5ml de cette émulsion sont transférées dans des tubes. Apres, 350ul de chaque extrait ou de
I’antioxydant de référence BHT (butylated hydroxytoluene) d’une concentration de 2 mg/ml
sont ajoutés a ces tubes. La cinétique de décoloration de 1I’émulsion est suivie a 490 nm a des
intervalles de temps réguliers pendant 24 heures. L’activité antioxydante relative des extraits

est calculée selon 1’équation suivante :

Activité antioxydante relative (%) = (ADbS échantillon/AbS BHT) X 100

1.8. Activité antioxydante in vivo des extraits des fruits et Iégumes

L’activité antioxydante in vivo des extraits de la grenade, la tomate, le piment et les dattes
« Deglat-Nour » a été évaluée en mesurant les marqueurs du stress oxydatif qui sont les

substances réactives de 1’acide thiobarbiturique (TBARS), le glutathion réduit GSH et la
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catalase, dans les reins et le foie des rats apres le gavage gastrique des extraits pendant 14 jours

successifs.

1.8.1. Traitement des animaux

Les rats sont répartis en 14 lots, chaque lot contient sept rats.

Lot 1: regoit 250 mg/Kg d’extrait des dattes « Deglat-Nour » pour chaque rat, une fois par jour,

pendant 14 jours.

Lot 2 : recoit 500 mg/Kg d’extrait des dattes « Deglat-Nour » pour chaque rat, une fois par jour,

pendant 14 jours.

Lot 3 : recoit 1000 mg/Kg d’extrait des dattes « Deglat-Nour » pour chaque rat, une fois par

jour, pendant 14 jours.

Lot 4 : regoit 250 mg/Kg d’extrait de tomate, pour chaque rat, une fois par jour, une fois par

jour, pendant 14 jours.

Lot 5 : recoit 500 mg/Kg d’extrait de tomate, pour chaque rat, une fois par jour pendant 14

jours.

Lot 6 : recoit 1000 mg/Kg d’extrait de tomate, pour chaque rat, une fois par jour pendant 14

jours.

Lot 7 : regoit 250 mg/Kg d’extrait de piment, pour chaque rat, une fois par jour, pendant 14

jours.

Lot 8 : regoit 500 mg/Kg d’extrait de piment, pour chaque rat, une fois par jour, pendant 14

jours.

58



Matériel et méthodes

Lot 9 : regoit 1000 mg/Kg d’extrait de piment, pour chaque rat, une fois par jour, pendant 14

jours.

Lot 10 : recoit 250 mg/Kg d’extrait de grenade, pour chaque rat, une fois par jour, pendant 14

jours.

Lot 11 : recoit 500 mg/Kg d’extrait de grenade, pour chaque rat, une fois par jour, pendant 14

jours.

Lot 12 : recoit 1000 mg/Kg d’extrait de grenade, pour chaque rat, une fois par jour, pendant 14

jours.

Lot 13 : groupe contrdle, regoit 1’eau physiologique 0,9% pour chaque rat, une fois par jour,

pendant 14 jours.

Lot 14 : regoit 100 mg/Kg de 1’acide ascorbique pour chaque rat, une fois par jour, pendant 14

jours.

Il est impératif d’ajuster les doses de traitement pour les lots chaque semaine selon le

changement du poids afin de maintenir la méme dose par kilogramme du poids corporel.

1.8.2. Sacrifice des animaux

A la fin de la période du traitement, les animaux sont mis a jeun pendant une nuit, le poids des
rats apres le dernier jour du traitement sont notés avant le sacrifice. Les rats sont sacrifiés par
décapitation cervicale. Apres la récolte sanguine on passe a la dissection et au prélévement des

organes.
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1.8.3. Préparation des homogénats

Aprés la dissection, le foie et les reins de chaque rat sont rapidement prélevés et rincés avec
I’eau physiologique froide puis séchés sur le papier filtre. Ensuite, chaque organe est coupé en
petits morceaux, pesé et enfin homogénéisé par un homogénéisateur de laboratoire dans une

solution de tris HCI 50 mmol a raison de 10% poids /volume.

L’homogénat obtenu est centrifugé a 4000 tours/minute pendant 10 minutes pour éliminer les
débris cellulaires. Ensuite, le surnageant est récupéré dans des tubes secs est stocké a -20°C

jusqu’a I’utilisation.
1.8.4. Dosage des substances réactives de 1’acide thiobarbiturique (TBARS)

La quantité des TBARS est exprimée en termes d’un équivalant biochimique qui est le «
malondialdéhyde MDA », un des produits terminaux formés lors de la peroxydation des acides
gras polyinsaturés méditée par les radicaux libres. La mesure de I’ MDA a I’aide du TBA selon
la méthode d’Okhawa et al. (1979) permet la quantification de la peroxydation lipidique qui

constitue le marqueur majeur du stress oxydant.

Le dosage de I'MDA repose sur la formation, en milieu acide et a chaud (100°C), entre une
molécule d” MDA et deux molécules d’acide thiobarbiturique d’un pigment coloré absorbant a

530 nm et extractible par les solvants organiques comme le butanol (Figure 29).

oH =] M SH

Hs M o s L
O oH - - r2H0
Moo W Mo S e S ] '

oH on oH

TEA MDA Complexe

Figure 29 : Principe du dosage du MDA, MDA : Malondialdéhyde, TBA : Thiobarbituric acid

(Bastos et al., 2012).
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La quantité de ’MDA est évaluée au niveau du foie et les reins. A 0.5 ml de ’homogénat, on a
ajouté 0.5ml de TCA 20% et 1ml de TBA 0.67 %. Le mélange est chauffé a 100°C pendant 15

minutes, refroidis puis additionné de 4 ml de n-butanol.

Aprés centrifugation de 15 minutes a 3000 tours /minutes, la densité optique du surnageant est
déterminée par un spectrophotometre a 530 nm. Le MDA est exprimé en nmol/g de tissu de
I’organe étudié et calculé a partir d’une gamme préparée sous les méme conditions avec une

solution de « 1,1,3,3-tetractoxypropane » qui donne le MDA aprés son hydrolyse (Annexe 4).

1.8.5. Dosage du glutathion réduit GSH

Le dosage du glutathion réduit est basé sur la méthode colorimétrique d’Ellman (1959). Le
principe est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par I’acide 5, 5’- Dithiobis 2-
nitrobenzoique (DTNB) (réactif d’Ellman) libérant ainsi 1’acide thionitrobenzoique (TNB)

absorbant a 412 nm, selon la réaction suivante (Figure 30)

NO2
COOH
NO2
SH
COOH
COOH
<_|5 _
DTNB I + GSH — +
S
S |
& NO:
|
G TNB
COOH absorbant
Acide glutathionyl-dithio-nitrobenzoique
NO-,

Figure 33 : Principe de dosage du glutathion (Araujo et al., 2008)

Pour ce dosage, 50 ul de surnageant ont été dilués dans 10 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH
8). Ensuite, a 3 ml du mélange de cette dilution, 20 ul de DTNB (0.01 M) ont été ajoutés. La
couleur jaune développée a été lue a 412 nm apres 5 min d’incubation contre un blanc préparé

dans les mémes conditions avec le Tris-HCI (50 mmol). Une gamme des concentrations de
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I’étalon le glutathion (0.07-20 mmol / ml) est établie par la méme maniére (Annexe 4). La

concentration du glutathion réduit a été exprimée comme mmol / g du tissu.

1.8.6. Dosage des protéines tissulaires

Le dosage des protéines tissulaires a été effectué selon la méthode de Gornall et al. (1949) en
utilisant le réactif de Biuret qui contient I’iodure de potassium, le tartrate de potassium et de
sodium, le sulfate de cuivre et I’hydroxyde de sodium. L’albumine de sérum bovin est utilisée
comme étalon. 1 ml de réactif de Biuret a été mélangé avec 25 pl d'échantillon ou de 1’étalon

(I’albumine), apres 10 minutes d'incubation a 37 © C, 1'absorbance a été mesurée a 540 nm.

La concentration des protéines totales a été calculée selon la formule suivante :

Protéines totales (mg / ml) = (ADS échantition / ADS étalon) X M

Ou n est la concentration de 1’étalon.

1.8.7. Dosage de P’activité enzymatique du catalase

L’activité enzymatique du catalase est déterminée dans les tissus du foie et les reins selon la
méthode de Cohen et al. (1970). Le dosage de I’activité enzymatique du catalase est basé sur la
diminution de 1’absorbance a 240 nm qui est due a la décomposition du superoxyde

d’hydrogéne (H202) par la catalase.

Catalase
2 H,0, » 2 H,O+ O,

25 pl de I’homogénat sont mélangés avec 1475 ul d’une solution de H2O2 a 19 mM/ml préparée
dans le tampon phosphate de potassium pH 7.4 (0.1M). Le changement de I’absorbance est

suivi pendant deux minutes en prenant les valeurs a to et aprés chaque minute. L’activité
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enzymatique est calculée en terme d’unité internationale par minute et par gramme de protéine

(UI/ min/g de protéine) selon la formule suivante :

U/g tissu = (2.3033/ T) x (log A1/Az) /g tissu

K= (2.3033/T) x log (A1/A2)

Dont :

K : Constante de vitesse de la réaction d’ordre 1.

T : Intervalle de temps en minute.

A1 : Absorbance a to

A2 : Absorbance a t1

L’activité enzymatique du catalase = K/n ou n représente la quantité de tissu en gramme dans

le volume utilisé de I’échantillon testé.

1.9. Analyse statistique

L’analyse statistique a été effectuée par le logiciel Graph Pad Prism (version 5). Les résultats
in vitro sont exprimés en moyenne + SD et in vivo sont exprimés moyenne = SEM et analysés
par ’ANOVA univariée suivie par le test de Dunnett pour la comparaison des résultats, les

valeurs de p <0.05 sont considérées statistiquement significatives.
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2. Résultats et discussion

2.1. Teneur en polyphénols totaux

Les polyphénols sont des métabolites secondaires largement distribués dans le régne végétal et
ils ont une activité antioxydante significative en raison de leur capacité a donner de I'hydrogene

et a former des radicaux intermédiaires stables.

Les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et tannins des extraits de fruits et Iégumes ont
été calculées a partir de la droite d’étalonnage de 1’acide gallique, la quercétine et de 1’acide

tannique (Figure 1, 2 et 3 dans Annexe 1) et elles sont présentées dans le Tableau 4 et 5.

Les résultats montrent que la teneur en polyphénols totaux dans les légumes varie de 34.51 a
360.2 pg de EAG / mg d'extrait. La féve, le chou-fleur, la courgette et la laitue présentent les
teneurs les plus élevées en polyphénols totaux avec des valeurs égales a 360.2 + 8.20, 340.22 +
4.66, 305.85 £ 3.79 et 300.66 + 5.97 ng d’EAG / mg d'extrait, suivis par le piment (294.07 £+
5.62 ug d’EAG / mg d’extrait), I'aubergine (292.96 + 4.29 ug d’EAG / mg d'extrait) et la coréte

(276.37 + 5.30 ug ’EAG / mg d'extrait).

Toutefois, les tiges d'artichaut (34.51 + 4.35 pg d’EAG / mg d'extrait), le fenouil (43.77 £9.23
ug d’EAG / mg d'extrait), le chou (62.22 + 1.35 ug d’EAG / mg extrait) et le concombre (69.11

+ 2.78 ng ’EAG / mg extrait) contiennent une teneur faible en composés phénoliques.
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Tableau 4 : Teneur en polyphénols totaux, flavonoides et tannins dans les extraits des 1égumes

Nom commun Les polyphénols dans | Les flavonoides dans les Les tannins dans les
les extraits extraits extraits
(ng EAG/ mg) (ng EQ/mg) (ng EAT /mg)
Artichaut (fleur) 108 +5.34 0.89 +0.02 2.74 +0.17
Artichaut (tige) 34.51+4.35 1.46 £ 0.03 3.47 £0.07
Aubergine 292.96 +=4.29 450+0.16 8.68+£0.18
Betterave 87.11+£3.79 2.37+0.06 17.91+0.74
Blette 255.88 +4.87 32.13+0.99 19.59+0.12
Carrote 43.88+1.72 1.43+0.05 7.35+0.04
Chou 62.22 +1.35 0.73 £ 0.09 4.48 +0.03
Chou-fleur 340.22 + 4.66 2.78+0.28 5.26 +£0.01
Citrouille 80+3.14 2.90+0.00 2.98+0.51
Concombre 69.11 +£2.78 0.34 £ 0,00 5.53+0.02
Coréte 276.37 £5.30 34.8 +£0.80 2091 +1.24
Courgette 305.85+3.79 19.93+0.35 21.59+0.12
Fenouil 43.77 £9.23 0.53+£0.01 2.70+£0.21
Feéve 360.2 £ 8.20 11.07 £ 0.56 7.89+0.04
Haricot vert 91.92+9.00 2.53+0.06 8.47+£0.52
Laitue 300.66 +5.97 12.28 £0.25 8.81+0.25
Navet 79.55+9.71 0.86 + 0.03 5.02 +£0.02
Oignon 245.88 +£7.07 4.38+0.07 6.54+£0.91
Piment 294.07 +£5.62 2.49+0.20 6.51+0.01
Pois vert 259.2+3.95 10.07 £ 0.80 9.06 +0.06
Pomme de terre 167.22 + 3.61 2.72+£0.23 5.88+£0.24
Tomate 197.40 +9.06 2.08 £0.04 8.04 +£0.54

Les résultats sont présentés en moyenne + SD, n=3.

Tableau 5 : Teneur en polyphénols totaux, flavonoides et tannins dans les extraits des fruits

Nom commun Les polyphénols dans | Les flavonoides dans les Les tannins dans les
les extraits extraits extraits
(ng EAG/ mg) (g EQ /mg) (ug EAT /mg)
Abricot 483+ 4.76 0.66 +0.13 2.26 +0.01
Banane 4155+2.19 0.04 + 0.00 3.65+0.02
Dattes " Deglat-Nour" 84.15+3.14 0.22+0.01 1.86 +0.00
Dattes "Ghars" 56.77 £ 1.72 0.20 £+ 0.06 2.25+0.10
Dattes "Mech-Degla” 29.48 £7.18 2.94+0.05 1.77 +0.06
Grenade 200.51 +1.26 0.86+0.16 39.44 £0.83
Mandarine 115.25+0.12 0.08 £ 0.00 10.91 +£0.29
Néflier du Japon 80.36 +£1.40 0.83 +0.09 1.84 £0.02
Orange 65.22+1.72 1.14+0.00 7.50+0.19
Péche 46.86 £ 8.30 1.05+0.11 2.27+0.01
Poire 151.55+1.25 1.03+0.03 5.15+0.10
Pomme 115.77 £ 0.00 1.19+0.01 5.33+0.09
Raisin (blanc) 92.11+3.45 0.41 +0.05 5.17+0.01
Raisin (noir) 91 +£2.98 0.63+0.02 4.99+0.07

Les résultats sont présentés en moyenne + SD, n=3.
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Concernant la quantification des polyphénols totaux dans les fruits, on remarque que la grenade
présente la teneur la plus élevée (200.51 + 1.26 ug d’EAG / mg d'extrait), suivie par la poire
(151.55 £ 1.25 pg d’EAG / mg d'extrait), la pomme (115.77 £ 0.00 pg d’EAG / mg d'extrait) et

la mandarine (115.25 + 0.12 ug d’EAG / mg d'extrait).

En comparaison avec d'autres études, la teneur totale en polyphénols dans la tomate, 1'oignon,
la courgette, le raisin blanc, 1'orange, la feéve, la laitue, l'aubergine et le piment est plus élevée
que celle de Cieslik et al. (2006) ; Liu et al. (2007) ; Baginsky et al. (2013) et Mokhtar et al.
(2015). Cependant, la teneur en composés phénoliques dans le chou-fleur, la carotte et le pois

vert est inférieure a celle de Kédhkonen et al. (1999) et Dos Reis et al. (2015).

La teneur totale en polyphénols estimée dans la grenade (200.51 = 1.26 ug EAG / mg d’extrait)
est supérieure a celle Derakhshan et al. (2018) qui est égale a 23.8 + 6.74 ug EAG/mg de

I’extrait du jus.

2.2. Teneur en flavonoides

La teneur en flavonoides dans les 1égumes varie de 0.34 + 0.00 a 34.8 = 0.80 ug d’EQ / mg
d'extrait. Le concombre, le navet et le fenouil contiennent la teneur la plus fiable en flavonoides.
Tandis que la coréte, la blette, la courgette et la laitue contiennent la teneur la plus élevée avec
des valeurs égales a 34.8 £+ 0.80, 32.13 + 0.99, 19.93 £ 0.35 et 12.28 + 0.25 pg d’EQ / mg

d'extrait.

Cependant, les dates «Mech-Deglay», la pomme, I’orange, contiennent la teneur la plus élevée

en flavonoides (2.94 +0.05, 1.19 £ 0.01 et 1.14 + 0.00 pg d’EQ / mg d'extrait respectivement).

Dans cette étude, la teneur en flavonoides de la coréte et la blette est supérieure a celle d’Oboh

et al. (2009) et Sacan et Yanardag (2010).
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Cependant, la teneur en flavonoides des dattes et de la courgette est plus élevée que celle de

Zineb et al. (2012) et Baljeet et al. (2016).

2.3. Teneur en tannins

La teneur en tanins des 1égumes varie entre 2.70 £ 0.21 et 21.59 + 1.24 pg d’EAT / mg d'extrait.
La courgette contient la teneur la plus élevée (21.59 +0.12 pg d’EAT / mg d'extrait) suivie par
la corete (20.91 + 1.24 pg de d’EAT / mg d'extrait), la blette (19.59 + 0.12 ug d’EAT / mg
d'extrait) et la betterave (17.91 = 0.74 ug d’EAT/ mg d'extrait). Alors que la grenade est la plus
riche en tannins avec une teneur de 39.44 + 0.83 ug d’EAT / mg d'extrait et cette valeur est plus

élevée que celle de Orak et al. (2012).

Les tannins sont des polyphénols présents a différentes concentrations dans de nombreux fruits
et légumes. Des études ont révélé que certains tannins possédent une puissante activité

antioxydante (Ghosh, 2015).

Plusieurs tannins de grenade comme les ellagitanins, que I'on trouve dans le jus de la grenade

montrent une grande activité antioxydante comme rapporté par Zarfeshany et al. (2014).

De nombreux 1égumes et fruits sont riches en polyphénols et en flavonoides comme les acides

férulique, chlorogénique, coumarique et syringique, la lutéoline, la quercétine et le kaempférol

(Shahidi et Naczk, 2003 ; Iswaldi et al., 2013 ; Mukherjee et al., 2013).

En plus, les anthocyanes sont des pigments dissous dans la séve vacuolaire des tissus
épidermiques des fleurs et des fruits, auxquels ils donnent une couleur rose, rouge, bleue ou
pourpre. Ils existent sous différentes formes chimiques, et ils peuvent étres colorés et non
colorés, selon le pH. Dans l'alimentation humaine, les anthocyanes se trouvent dans le vin
rouge, certaines variétés de céréales et certains feuilles et racines des végétaux (aubergines,

choux, haricots, oignons, radis) mais ils sont les plus abondants dans les fruits (Manach et al.,
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2004). C’est pour ¢a, les anthocyanes de 1’aubergine et les oignons et le raisin noir, les pommes
et la grenade pouvant €tre considérés comme responsables a la teneur élevée en polyphénols

dans ces fruits et Iégumes.

Cependant, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie car I'utilisation

de différentes méthodes d'extraction réduit la fiabilité de la comparaison.

L'extraction des polyphénols a été réalisée par macération dans un mélange hydro-méthanol, la
solubilité des composés phénoliques est influencée par le type de solvant (polarité) utilisé, le
degré de polymérisation des composés phénoliques et l'interaction des composés phénoliques
avec d'autres constituants alimentaires et la formation de complexes insolubles. Ainsi, il n'existe
pas de procédure uniforme ou totalement satisfaisante convenant a l'extraction de tous les
polyphénols ou d'une classe spécifique de composés phénoliques dans les matériaux végétaux.
Dans cette étude, 1'extraction a été réalisée par macération dans le méthanol (80 %) qui est

fréquemment utilisé pour l'extraction de composés phénoliques (Naczk et Shahidi, 2004).

Comme mentionné dans Pérez-Jiménez et al. (2010) et Viacava et al. (2015), un procédé
d'extraction des antioxydants des aliments végétaux doit combiner au moins deux cycles
d'extraction réalisés avec des solvants aqueux-organiques de polarités différentes afin d'extraire

un maximum des composés antioxydants de structures chimiques différentes.

Plusieurs facteurs peuvent influencer le contenu phénolique des plantes alimentaires, tels que
les facteurs environnementaux, tels que les facteurs climatiques et agronomiques et la région
géographique (Kumari et al., 2017 ; Taghizadeh et al., 2018), les facteurs génétiques, la

transformation industrielle, le stockage et la méthode de préparation (Manach et al., 2004).

La quantification des polyphénols totaux a été faite par le réactif de Folin-Ciocalteu, ce dosage

présente des inconvénients tels que la non-spécificité, le réactif de Folin-Ciocalteu détecte tous
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les groupes phénoliques comprenant les protéines. Aussi, il y a ’interférence de substances

réduites comme l'acide ascorbique (Naczk et Shahidi, 2004).

2.4. Activité antioxydante in vitro des extraits des lIégumes et fruits

La présence de différents antioxydants dans les tissus végétaux, en particulier les fruits et les
légumes, rend difficile a mesurer Dactivité antioxydante de chaque composant. En
conséquence, plusieurs méthodes ont été développées ces derniéres années pour évaluer
l'activité antioxydante des échantillons biologiques (Kéhkonen et al., 1999).

L'activité antioxydante de 22 légumes et de 14 extraits de fruits évalués par la méthode du
piégeage du radical DPPH, I’activité de chélation des ions ferreux, le pouvoir réducteur du fer
ferrique et le test de blanchissement de la B-caroténe / acide linoléique sont présentés dans le
Tableau 6 et 7.

L'activité antiradicalaire vis-a-vis le radical DPPH, I’activité chélatrice des ions du fer et le
pouvoir réducteur du fer des extraits de fruits et Iégumes a été calculée a partir de la régression
linéaire du pourcentage d’inhibition par rapport aux concentrations des extraits (Annexe 2).
2.4.1. Activité antiradicalaire vis-a-vis le radical DPPH

Dans cette étude, I’haricot vert, la coréte, la laitue, 1’aubergine, I’artichaut (fleur), la courgette,
le pois vert, la blette, la grenade et le raisin noir ont montré une activité antioxydante élevée
avec une Clsp < 0.8 mg / ml. Le piment, la tomate, 1’oignon, la pomme de terre, la betterave, la
citrouille, le chou-fleur, le chou, la féve, le raisin blanc, la pomme, la péche, le néflier du Japon
et I'abricot ont une CI 5o comprise entre 0.8 et 2 mg / ml. Tandis que la carotte, le navet, le
concombre, le fenouil, I'artichaut (tige), la poire, la banane, la mandarine, I'orange et les dattes

ont une faible activité antiradicalaire avec une Clsp > 2 mg / ml.
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Tableau 6 : Activité antioxydante des extraits des 1égumes

Extraits et standards Activité antiradicalaire vis-a-vis | Activité chélatrice des ions du fer Pouvoir réducteur Test de blanchissement de la -
le radical DPPH (Clso mg/ml) (Clso mg/ml) caroténe (% inhibition aprés 24 h
(Clso mg/ml) d’incubation)
Artichaut (fleur) 0.36+0.02@ 0.04+0.01@ 7.73£0.076@ 72.1242.53@
Artichaut (tige) 4.02+0.28@ 2.21+0.16@ 7.68+0.57@ 78.73+1.43@
Aubergine 0.36+0.00@ 1.27+0.06@ 7.13+0.09@ 49.14+5.28@
Betterave 1.76+0,01@ 5.23+0.17@ 37.30+1.27 51.11+5.37@
Blette 0.77£0.01@ 0.07+0.01@ 4.95+0.18@ 64.31+7.69@
Carrote 3.77+0,06@ 0.32+0.01@ 76.25+1.90@ 35.45+5.38@
Chou 1.79+0.06@ 0.22+0.01@ 9.07+0.18@ 66.06+3.64@
Chou-fleur 1.67+0.03@ 0.72+0.02@ 16.75+0.66(@ 72.07+1.55(@
Citrouille 1.69+0.03@ 0.16+0.00© 6.59+0.54@ 21.13+2.92@
Concombre 7.21+0,24@ 0.17+0.00@ 60.91+3.46@ 47.1749.220)
Coréte 0.06+0.00©@ 0.35+0.03@ 2.30+0.03@ 76.92+2.93@
Courgette 0.48+0.02@ 0.18+0.01@ 3.32+0.01@ 84.89+2.66 ©
Fenouil 3.29+0,07@ 0.29+0.02@ 53.28+2.28(@ 47.72+1.20@
Feve 1.58+0.04@ 0.09+0.00@ 4.08+0.20@ 88.42+2.97@
Haricot vert 0.04+0.00 ®) 0.23+0.00@ 3.44+0.31@ 91.70+3.37@
Laitue 0.22+0.00©@ 0.19+0.00©@ 12.19+0.48@ 77.17+5.38@
Navet 2.15+0.03@ 0.18+0.01@ 5.35+0.44@ 20.25+3.81@
Oignon 1.14+0.16@ 0.97+0.08@ 4.02+0.18@ 41.36+5.47@
Piment 1.71£0.01@ 1.63+0.01@ 26.02+0.57 53.78+11.54)
Pois vert 0.65+0.01@ 0.69+0.01@ 3.40+0.11@ 92.31+7.64@
Pomme de terre 1.0240.11@ 0.32+0.02@ 4.3240.05@ 48.93+0.46@
Tomate 0.96+0.01@ 10.17+0.83@ 5.22+0.60@ 44.39+8.18@
Rutine 0.0072+0.00
EDTA 0.0064+0.00
BHT 0.32+0.00 94.9443.69
H20 6.41+0.38
MeOH 9.59+0.74

Les résultats sont présentés en moyenne £SD, n=3

(a) : Différence non significative, (b) : * (P<0.05), (c) :** (P<0.01), (d): *** (P<0.001) par comparaison avec les standards
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Tableau 7 : Activité antioxydante des extraits des fruits

Extraits et standards

Effet scavenger vis a vis le

Activité chélatrice des ions

Pouvoir réducteur

Test de blanchissement de f-

radical DPPH ferreux (Clso mg/ml) caroténe/acide linoléique
(Clso mg/ml) (Clso mg/ml) (% d’inhibition aprés 24 h
d’incubation)
Abricot 1.67+0.03@ 7.94+1.33@ 30.00+1.47@ 75.76+2.00@
Banane 9.20+0.87@ 5.48+0.38@ 52.30+3.019) 45.15+5.21@
Dates " Deglat-Nour" 3.72+0.08@ 2.04+0.04@ 108.53+15.98(@ 15.93+2.19@
Dates "Ghars" 4.15+0.13@ 1.60+0.07@ 31.73+0.54@ 13.58+0.08@
Dates "Mech-Degla" 4.59+0.10@ 2.97+0.04@ 195.25+10.92@ 34.69+16.11@
Grenade 0.32+0.01@ 2.78+0.36@ 9.58+0.22@ 42002+4.97@
Mandarine 4.92+0.09@ 23.41+0.60@ 52.07+0.02@ 58.68+3.84@
Néflier du Japon 0.95+0.02@ 18.81+0.06(@ 18.43+0.34@ 61.01+0.80@
Orange 2.48+0.04@ 6,66 +0.18@ 23.64+2.189@ 53.18+5.50@
Péche 0.98+0.02@ 21,47+1.44@ 14.62+0.66 © 80.97+1.301@
Poire 3.16+0.04@ 11.08+0.89@ 28.28+0.30 17.17+1.00@
Pomme 1.65+0.04@ 9.18+0.11@ 19.68+0.48@ 13.3840.31@
Raisin (blanc) 1.40+0.11@ 1.07+0.08@ 16.12+2.540© 22.32+2.590
Raisin (noir) 0.74+0.00@ 3.29+0.03@ 16.08+0.74© 46.76+0.710@
Rutine 0.0072+0.00@
EDTA 0,0064+0.00
BHT 0.32+0.00 94.94+3.69
H20 6,41+0.38
MeOH 9.59+0.74

Les résultats sont présentés en moyenne +SD, n=3.

(a) : Différence non significative. (b): * (P<0.05), (c):** (P<0.01), (d): *** (P<0.001) par comparaison avec les standards
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2.4.2. Activité chélatrice des ions ferreux

Les pourcentages de chélation des ions ferreux par rapport aux concentrations des extraits sont

présentés dans I’Annexe 2.

Les légumes et les fruits peuvent étre classés en trois groupes en fonction de leur activité

chélatrice des ions du fer (haute, moyenne et faible capacité chélatrice).

Les 1égumes et les fruits ayant une activité chélatrice élevée comprennent la pomme de terre,
la laitue, la carotte, la courgette, la citrouille, le navet, le concombre, le fenouil, le chou-fleur,
le chou, l'artichaut, la coréte, la féve et le pois vert avec une Clsp < 0.8mg / ml. Le piment,
1I’oignon, 1’aubergine, le raisin blanc et les dattes "Ghars" montrent une Clso entre 0.8 et 2 mg /
ml. La tomate, la betterave, I’artichaut (tige), la poire, le raisin noir, la pomme, la grenade, la
banane, la mandarine, I’orange, la péche, le néflier du Japon, I'abricot, les dattes "Mech-Degla™

et "Deglat-Nour" ont une faible activité chélatrice (Clso > 2 mg / ml).

La Clso de la féve et I’haricot vert est inférieure a celle trouvée par Chaurasia et Saxena (2014)

(1.66 et 0.82 mg / ml respectivement pour la féve et I’haricot vert).

Gebhardt et Fausel (1997) ont mentionné que l'extrait d'artichaut a un potentiel antioxydant

marqué qui peut étre attribué a certains composés phénoliques et flavonoides.

2.4.3. Pouvoir réducteur du fer ferrique

Les valeurs du pouvoir réducteur du fer ferrique par rapport aux concentrations des extraits sont

présentées dans I’ Annexe 2.

De la méme manicére, les légumes et les fruits ont été classés en trois groupes en fonction de

leur capacité réductrice (forte, moyenne, faible capacité de réduction).
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Les extraits ayant une activité antioxydante ¢levée (CEso < 5 mg / ml) comprennent 1’oignon,
la pomme de terre, la courgette, la coréte, la blette, I’haricot vert, la féve et le pois vert. La
tomate, l'aubergine, la citrouille, le navet, le chou, l'artichaut (fleur), I'artichaut (tige) et la
grenade ont une activité antioxydante moyenne avec une CEsg entre 5 et 10 mg / ml. Toutefois,
les extraits a faible pouvoir réducteur (CEso > 10 mg / ml) comprennent le piment, la laitue, la
carotte, la betterave, le concombre, le fenouil, le chou-fleur, la poire, le raisin noir, le raisin

blanc, la pomme, la mandarine, I'orange, le néflier du Japon et les dattes.

Ces résultats obtenus sont d’accord avec d'autres rapports sur le pouvoir réducteur des plantes
alimentaires (Pellegrini et al., 2003). Les extraits alimentaires ont de différentes capacités
antioxydantes selon la méthode appliquée. Ainsi, le méme extrait réagit souvent différemment
selon le test. De plus, la comparaison des valeurs obtenues a partir du méme essai, avec les
données de la littérature est difficile en raison de la grande variabilité des antioxydants au sein

de I'aliment et le manque de la standardisation des méthodes d’analyse.

2.4.4. Test de blanchissement de B-caroténe /acide linoléique

Dans ce test, I'oxydation de l'acide linoléique génére des radicaux peroxydes, suite a
l'abstraction des atomes d'hydrogéne des groupes diallyl méthyléne de l'acide linoléique. Ces
radicaux libres vont ensuite oxyder le B-caroténe fortement insaturé, provoquant ainsi la
disparition de sa couleur rouge, suivie par un spectrophotométre a 490 nm. Cependant, la
présence d'un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de 1'acide linoléique

et empécher ainsi 'oxydation et le blanchiment du p-carotene.

La diminution du pourcentage d’inhibition de I’oxydation de la B-carotene des extraits des fruits

et Iégumes en fonction du temps est présentée dans Annexe 3.
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Selon nos résultats, les fruits et Iégumes testés peuvent étre classés en quatre groupes en
fonction de leur activité antioxydante (élevée, moyenne, faible et trés faible activité

antioxydante).

Parmi les 22 extraits végétaux et 14 fruits testés pour leur inhibition de I'oxydation de I'acide
linoléique, 7 1égumes et 2 fruits présentent une activité antioxydante élevée (> 70%) : la laitue,
la courgette, I’artichaut (fleur), I’artichaut (tige), la coréte, 1’haricot vert, la féve, le pois vert, la
péche et I’abricot. Le groupe ayant une activité moyenne (50-70%) comporte le piment, la
betterave, le chou, la blette, la mandarine, 'orange, la néfle du Japon. Cependant, la tomate,
I’oignon, l'aubergine, la pomme de terre, le concombre, le fenouil, le raisin noir, la grenade, la
banane représentent le groupe ayant une faible activité antioxydante (40-50%). La carotte, la
citrouille, le navet, la poire, le raisin blanc, la pomme et les dattes ont une activité antioxydante

trés faible (<40%).

La variation de l'activité antioxydante des 1égumes et des fruits dans cette étude est en accord
avec les résultats de nombreuses études (Kaur et Kapoor, 2002, Gazzani et al., 1998). Les
valeurs du pourcentage d'inhibition de la peroxydation de l'acide linoléique sont proches de

ceux de Kaur et Kapoor (2002).

Le pourcentage d'activité antioxydante du chou est similaire a celui rapporté par Ismail et al.
(2004). De plus, Karadeniz et al. (2005) ont trouvé des résultats proches pour la poire, le raisin
et lapomme. Mais, la grenade a montré une activité antioxydante inférieure (42,02%) que celle

trouvée par Singh et al. (2002).

L'analyse statistique indique que les 1égumineuses (I’haricot vert, la féve et le pois vert) et la
courgette ont une activité antioxydante significativement élevée (91,70%, 88,42%, 92,31%,
84,89%) par rapport au BHT comme un antioxydant de référence et les mémes résultats ont été

rapportés par Amarowicz et Pegg (2008).
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Plusieurs études montrent une bonne corrélation entre la capacité antioxydante des fruits et
légumes et leur teneur en composés phénoliques (Ou et al., 2002 ; Stratil et al., 2006 ; Xiao et
al., 2011). Cependant, d’autres études n'ont trouvé aucune corrélation entre la teneur en
polyphénols et l'activité antioxydante des extraits végétaux (Gazzani et al., 1998; Kdhkonen et
al., 1999 ; Ismail et al., 2004 ; Maisarah et al. ., 2013 ; Nur Arina et Azrina, 2016) et ceci peut
étre expliquer par le fait que D’activité antioxydante des composés phénoliques varie
considérablement selon leur structure chimique (Satué-Gracia et al., 1997). Ainsi, l'activité
antioxydante d'un extrait dépend non seulement de sa teneur en composés phénoliques mais
aussi de type de composés phénoliques et de leur distribution (Heinonen et al., 1998) et les

interactions entre les antioxydants (Freeman et al., 2010).

En outre, de nombreuses études ont montré que les fruits et les 1égumes cultivés dans les zones
arides ont une teneur en polyphénols et une activité antioxydante élevées, ce qui s'explique par
le fait que les fruits et les légumes augmentent leurs propriétés phytochimiques pour s'adapter

au stress abiotique (Kumari et al., 2017 ; Taghizadeh et al., 2018).

2.5. Activité antioxydante in vivo des extraits des fruits et légumes

Les marqueurs biologiques du stress oxydant permettent de mettre en évidence les dommages
causés par les radicaux libres et 1’état des systemes de défense. Ces systemes de défense sont
enzymatiques comme 1’enzyme superoxyde dismutase (SOD) et la catalase (CAT) ou non

enzymatiques comme les vitamines, les oligoéléments et les polyphénols.

2.5.1. Effet des extraits sur la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique a lieu principalement dans les acides gras polyinsaturés des
membranes cellulaires ou des lipoprotéines (LDL), elle entraine la formation du

malondialdéhyde (MDA).

75



Résultats et discussion

0107 A
2
2 ns
2 0.08-
3 i
ns
£ 0.06- 2k B ns
[6) :.:':':':'
= o]
= 0.04- e I
g o]
8 e
2 :-:-:-:-:-: S
0.00- :
@] S) S S
& & & ¢ &
® Q@ & Q@
(f/o %Q \,QQ
0.08- B
’5)? ns
S 0.06-
g 1 .
£ o
£ 0.04- ! * «
= ]
£ ﬁﬁ I
< 0.02 e
S e
!
b "]
0.00 IIIIII T
AL @] S ) S
(éo 4{\' Q\\J\_ Q:l_ %\‘L‘
o Q&*‘ & Q@
¥ &

Figure 31 : Effet de I’extrait de grenade sur la concentration du MDA dans le foie (A) et les
reins (B), les valeurs sont présentées comme moyenne + SEM (n=6), ns : Différence non

significative, * : P<0.05, ** : P<0.01, *** : P<0.001

Dans ce travail on a déterminé le taux du MDA dans le foie et les reins des rats traités par les
extraits de la grenade, la tomate, les dattes « Deglat-Nour » et le piment en comparaison avec

un groupe contrdle et un groupe des rats traités par la vitamine C.
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L’augmentation du taux du MDA indique I’augmentation de la peroxydation lipidique et les

dommages au niveau du foie et des reins (Hamden, 2008).

L’¢évaluation de la peroxydation lipidique produite dans les cellules hépatiques et rénales a

montré une génération variable du MDA dans les cellules hépatiques et rénales.

La Figure 31 présente 1’effet des extraits de grenade sur le taux du MDA dans le foie et les
reins des rats. Par rapport au groupe controle, les résultats montrent que la grenade diminue
significativement la concentration du MDA dans les reins d’une valeur égale a -53 % pour les
doses 250 et 1000 mg/kg et -31% pour la dose 500 mg/kg. Cependant il n’a pas d’effet

significatif sur le taux du MDA dans le foie.

La comparaison avec le groupe traité par la vitamine C montre que la grenade diminue le taux
du MDA au niveau du foie par un pourcentage égal a - 40 %, - 30% et - 42% pour les doses
250, 500 et 1000 mg/kg. Au niveau des reins les diminutions du MDA sont de - 44%, -18 % et

- 44% pour les doses 250,500 et 1000 mg/kg.
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Figure 32 : Effet de I’extrait de la tomate sur la concentration du MDA dans le foie (A) et les
reins (B), les valeurs sont présentées comme moyenne £ SEM (n=6), ns : Différence non

significative, * : P<0.05, ** : P<0.01, *** : P<0.001

La comparaison avec le groupe contrdle montre que la tomate a 500 mg/kg diminue
significativement la concentration du MDA (- 67%) dans les reins, mais elle n’a pas d’effet

significatif au niveau du foie.
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Par comparaison avec le groupe traité par la vitamine C, on observe une diminution du taux du
MDA dans le foie (-27% et -10 %) pour les doses 250 et 1000 mg/kg. Au niveau des reins, la

diminution du MDA est de - 60% pour la dose 500 mg/kg (Figure 32).
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Figure 33 : Effet de I’extrait des dattes « Deglat-Nour » sur le taux du MDA dans le foie (A)
et les reins (B), les valeurs sont présentées comme moyenne = SEM (n=6), ns : Différence non

significative, * : P<0.05, ** : P<0.01, *** : P<0.001

Les dattes « Deglat-Nour » n’ont pas d’effet significatif sur le taux du MDA dans le foie et les
reins par comparaison avec le groupe contrdle. Par comparaison avec la vit C on remargue une

diminution du taux du MDA dans le foie (-11% et -43% nmol/ g de tissu) (Figure 33).

79



Résultats et discussion

_0.107 A
> ns
£ 0.08- T " ns
(=E3 " ll.l.Tl.l.l T
Eoos{f ] fEad
(<] % e . ns
>S5 e e mu
o o
& o b s nnn
Zoo{f | EEE
= s e
0.00 . ':':'.:':'l T
’éo\% 4'{&0 \{_Q \4_% \4_%
§ & ® &
oy ® S S
Vv ) N
0.151 B
2
= 0.10-
o
S
£ ns
= T s
2oos ] i =
mw::::::::: P
0.00 1 o T
AL
&F & o ¥
¢ @‘Q N QQ‘Q
IR

Figure 34 : Effet de I’extrait du piment sur le taux du MDA dans le foie (A) et les reins (B),
les valeurs sont présentées comme moyenne £ SEM (n=6), ns : Différence non significative,

* 1 P<0.05, ** : P<0.01, *** : P<0.001

Le piment n’a pas d’effet significatif sur le taux du MDA dans le foie et les reins par

comparaison avec le groupe controle (Figure 34).

Des hyperperoxydations observées qui pourraient étre le résultat d’une modification importante

du statut redox cellulaire dans le foie et les reins en faveur des prooxydants.
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Au niveau du foie, le groupe des rats traités par les extraits des dattes « Deglat-Nour », la
grenade et le piment présentent le taux du MDA le plus faible (0.039, 0.04 et 0.041 nmol/ g de

tissu) suivis par la tomate (0.05 nmol/ g de tissu).

Au niveau des reins, le groupe des rats traités par les extraits de la tomate et la grenade présente
le taux du MDA le plus faible (0.02 et 0.028 nmol/ g de tissu) suivis le piment et les dattes

« Deglat-Nour » (0.048 et 0.055 nmol/ g de tissu).

Ces résultats observés peuvent étre dus aux polyphénols. De nombreuses études in vivo
suggerent que les extraits riches en polyphénols et en flavonoides présentent une capacité
antioxydante en affectant la production de radicaux libres et la peroxydation lipidique. En effet,
les antioxydants peuvent retarder ou empécher 1'oxydation des lipides en inhibant I’initiation

ou la propagation de réactions d’oxydation (Wang et Chen, 2010 ; Jiang et al., 2011).

Une amélioration du potentiel antioxydant a été trouvé apres l'administration des aliments
riches en polyphénols qui ont un effet sur la réduction des niveaux des TBARS (Bernabé et al.,

2013; Boaventura et al., 2013; Athiroh et al., 2014; Kardum et al., 2014).

La différence dans l'inhibition de la peroxydation lipidique des extraits de fruits et 1égumes
sélectionnés peuvent étre attribués a leur composition en polyphénols (Bonarska-Kujawa et al.,
2011). La structure chimique des composés phénoliques affecte I’activité antioxyante tels que
la glycosylation entraine une diminution de 1'activité antioxydante, probablement en raison de

sa faible liaison aux membranes biologiques (Kardum et al., 2014).
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2.5.2. Effet des extraits sur le taux de glutathion réduit GSH

Le glutathion est un pseudo-tripeptide formé par la condensation d'acide glutamique, de
cystéine et de glycine. Il intervient dans le maintien du potentiel redox du cytoplasme et dans
un certain nombre des réactions de détoxication et d'élimination d'espéces réactives de

l'oxygene.
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Figure 35 : Effet de I’extrait de la grenade sur le taux de glutathion réduit GSH dans le foie (A)
et les reins (B), les valeurs sont présentées comme moyenne = SEM (n=6), ns : Différence non

significative, * : P<0.05, ** : P<0.01, *** : P<0.001
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La comparaison de I’effet des extraits sur le taux de glutathion réduit GSH avec le groupe
contr6le montre que la grenade augmente significativement le taux du GSH dans le foie (+49%

pour la dose de 500 mg/kg) et dans les reins (+89, +75 et +181 % pour les doses 250, 500 et

1000 mg/kg) (Figure 35).

2.04 A

ns ns

GSH hépatique (mmol/g tissu)

ok

GSH rénal (mmol/g tissu)

Figure 36 : Effet de I’extrait de la tomate sur le taux de glutathion réduit GSH dans le foie (A)
et les reins (B), les valeurs sont présentées comme moyenne = SEM (n=6), ns : Différence non

significative, * : P<0.05, ** : P<0.01, *** : P<0.001
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La tomate augmente significativement le taux de glutathion réduit GSH dans les reins (+229 %

et + 114 % par les doses 500 et 1000 mg/kg respectivement) (Figure 36).
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Figure 37 : Effet de I’extrait des dattes « Deglat-Nour » sur le taux de glutathion réduit GSH
dans le foie (A) et les reins (B), les valeurs sont présentées comme moyenne + SEM (n=6), ns :

Différence non significative, * : P<0.05, ** : P<0.01, *** : P<0.001

Les dattes « Deglat-Nour » a 500 mg/kg ont un effet trés significatif sur I’augmentation de taux

du GSH par une valeur égale a +82 % et +121 % dans le foie et les reins (Figure 37).
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Figure 38 : Effet de ’extrait de piment sur le taux de glutathion réduit GSH dans le foie (A) et
les reins (B), les valeurs sont présentées comme moyenne + SEM (n=6), ns : Différence non

significative, * : P<0.05, ** : P<0.01, *** : P<0.001

Le piment a 1000 mg/kg augmente significativement le taux de glutathion réduits GSH (+104%

et +52%) dans le foie et les reins respectivement (Figure 38).
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Au niveau du foie, le groupe des rats traités par 1’extrait de piment présente le taux du glutathion
réduit GSH le plus élevé (2.33 mmol/g tissu), suivi par les dattes (2.08 mmol/g tissu), la grenade

(1.70 mmol/g tissu) et la tomate (1.57 mmol/g tissu).

Au niveau des reins, le groupe des rats traités par 1’extrait de la tomate (2.44 mmol/g tissu)
présente le taux du glutathion réduit GSH le plus élevé, suivi par la grenade (2.08 mmol/g tissu),

les dattes « Deglat-Nour » (1.64 mmol/g tissu) et le piment (1.13 mmol/g tissu).

Le systeme antioxydant GSH joue un rdole fondamental dans la défense cellulaire contre les
radicaux libres. Ce systeme se compose du glutathion réduit GSH et d’autres enzymes, dont la
glutathion réductase GR est responsable de la régénération du GSH, alors que la glutathion
peroxydase GPx et la Glutathion S-transférase GST travaillent ensemble avec le GSH pour la
décomposition du peroxyde d'hydrogeéne, les anions superoxydes (Srivastava et Shivanandappa,
2010 ; Huo et al., 2011; Lavie, 2015). Des études montrent que la diminution du niveau de GSH
est associée a une augmentation de la peroxydation des lipides (Akilavalli et al., 2011 ; Kaushik

etal., 2011 ; Nasir et al., 2013).

Plusieurs études montrent que les extraits des aliments riches en polyphénols et en flavonoides
augmentent le GSH (Wang et Chen, 2010 ; Srivastava et Shivanandappa, 2010 ; Singh et al.,
2014). En outre, l'augmentation des niveaux de GSH pourrait étre due a la synthése ou la

régénération du GSH et I’activation de la glutathion réductase (Nasir et al., 2013).
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2.5.3. Effet des extraits sur l'activité enzymatique de la catalase

Les antioxydants endogenes comme la SOD détoxifie le radical H2O> et la catalase convertit ce

produit en eau et oxygéne moléculaire.
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Figure 39 : Effet de I’extrait de la grenade sur I’activité enzymatique de la catalase dans le foie

(A) et les reins (B), les valeurs sont présentées comme moyenne = SEM (n=6), ns : Différence

non significative, * : P<0.05, ** : P<0.01, *** : P<0.001
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Les résultats montrent que I’extrait de la grenade a une dose de 1000 mg/kg augmente
significativement I’activité du catalase (+74% qui égale a 135,76 U/g de protéines) dans le foie
et dans les reins (+81% qui est égale a 192,16 U/g de protéines) par comparaison avec le groupe
contréle qui a une activité enzymatique égale a 77,79 et 108,92 U/g de protéines dans le foie et

les reins respectivement) (Figure 39).
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Figure 40 : Effet de I’extrait de tomate sur 1’activité enzymatique de la catalase dans le foie
(A) et les reins (B), les valeurs sont présentées comme moyenne = SEM (n=6), ns : Différence

non significative, * : P<0.05, ** : P<0.01, *** : P<0.001
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Figure 41 : Effet de I’extrait des dattes « Deglat-Nour » sur 1’activité enzymatique de la catalase
dans le foie (A) et les reins (B), les valeurs sont présentées comme moyenne + SEM (n=6), ns :

Différence non significative, * : P<0.05, ** : P<0.01, *** : P<0.001
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Figure 42 : Effet de I’extrait de piment sur 1’activité enzymatique de la catalase dans le foie
(A) et les reins (B), les valeurs sont présentées comme moyenne = SEM (n=6), ns : Différence

non significative, * : P<0.05, ** : P<0.01, *** : P<0.001

La tomate (Figure 40), les dattes « Deglat-Nour » (Figure 41) et le piment (Figure 42) n’ont

pas d’effet significatif sur I’activité enzymatique de la catalase.
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Au niveau du foie, le groupe des rats traités par 1’extrait de grenade (135.762 U/g de protéine)
présente I’activité enzymatique de la catalase la plus élevée suivi par la tomate (120.66 U/g de

protéine), le piment (100.65 U/g de protéine) et les dattes (83.04 U/g de protéine).

Au niveau des reins, le groupe des rats traités par I’extrait de grenade (192.16 U/g de protéine)
présente ’activité enzymatique de la catalase la plus élevée suivi par le piment (176.13 U/g de
protéine), la tomate (159.45 U/g de protéine) et les dattes « Deglat-Nour » (100.22 U/g de

protéine).

Dans la présente étude, I'augmentation de 'activité de la catalase observée apres I'administration
de I’extrait de grenade peut €tre due a la teneur élevée et la composition en polyphénols dans

cet extrait.

Des études similaires ont montré un effet positif de différentes classes de polyphénols sur les
activités enzymatiques des enzymes antioxydantes (SOD, CAT et GPx) (Feng et al., 2010;
Srivastava et Shivanandappa, 2010; Kim et al., 2013, Avila-Nava et al., 2014; Kardum et al.,

2014 ; Khan et al., 2015; Wu et al., 2015).

Les mécanismes de l'activation des enzymes antioxydantes par les polyphénols ne sont pas
entierement compris, mais un certain nombre d'études ont également indiqué une association
entre polyphénols et I’expression d'une enzyme antioxydante par 1’activation des facteurs
nucléaires comme le facteur : nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) (Mitjavila et

Moreno, 2012; Oliveras-Lopez et al., 2014; Nakayama et al., 2015).

Les mécanismes par lesquels les polyphénols peuvent avoir des effets protecteurs sur la santé
via une action antioxydante ne sont toutefois pas trés clairs et cela en raison de la relative faible

biodisponibilité de ces molécules (Pincemail et al., 2007).
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Conclusion générale et perspectives

Les aliments d’origine végétale contiennent plusieurs métabolites secondaires tels que les
polyphénols qui jouent un rdle important dans la prévention et le traitement de plusieurs
maladies associées au stress oxydatif comme le cancer, les maladies neurodégénératives, les

maladies inflammatoires, les maladies cardiovasculaires et le vieillissement.

La lutte contre ces phénoménes oxydatifs déléteéres semble primordiale, diverses stratégies sont
envisagées pour lutter contre le développement du stress oxydatif, on peut citer le rééquilibrage
alimentaire associé aux exercices physiques et la thérapie antioxydante par les suppléments
alimentaires qui de leur composition chimique procurent un bénéfice de santé au
consommateur. Cette étude s’est ainsi intéressée aux aliments d’origine végétale notamment les

fruits et les légumes susceptibles de contribuer a I’amélioration du statut oxydatif.

Cette theése a permis d’aborder la problématique de 1’activité antioxydante des aliments sous 3
volets : le dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tannins dans les extraits de 36 fruits et
légumes, 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits de 36 fruits et Iégumes in vitro et

I’évaluation de I’activité antioxydante in vivo des extraits de 4 fruits et Iégumes choisis.

Les fruits et les Iégumes renferment une richesse en polyphénols notamment la féve, le chou-
fleur, la laitue et ’aubergine, la corete et la grenade, ce qui en renforce leur intérét pour la

prévention des diverses pathologies.

L’étude de ’activité antioxydante in vitro des fruits et légumes confirme que I’haricot vert, le
pois vert, la courgette, la laitue et la corcte ont une forte activité antioxydante par toutes les
méthodes utilisées. En plus de ces échantillons, la blette, 1’artichaut (fleur), ['aubergine, le raisin

noir et la grenade ont l'activité antiradicalaire la plus élevée vis-a-vis le radical DPPH.
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Cependant, la féve, la pomme de terre, la carotte, la citrouille, le navet, le concombre, le chou
- fleur, I’artichaut (fleur), le chou et la blette ont I’activité chélatrice des métaux la plus forte.

L'oignon, la pomme de terre, la féve et la blette ont le pouvoir réducteur du fer le plus élevé.

De plus, la féve, le chou-fleur, l'artichaut (tige), la péche et l'abricot ont une activité

antioxydante élevée par la méthode de blanchissement du -caroténe.

Les différentes méthodes utilisées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante in vitro
permettent une évaluation optimale et ciblée du potentiel antioxydant. Elles confirment que les
molécules qui constituent les extraits des fruits et les légumes pouvant étre de structures tres
différentes, n’agissent pas de la méme manicre pour 1’ensemble de radicaux libres et especes

réactives de 1’oxygene ou de 1’azote.

L’¢étude in vivo de I’effet des extraits de la grenade, la tomate, les dattes « Deglat-Nour » et de
piment sur les marqueurs du stress oxydants dans le foie et les reins des rats a révélé une réelle
action préventive surtout de la grenade en diminuant la peroxydation lipide et en augmentant le
glutathion réduit et I’activité enzymatique de la catalase. Aussi les dattes « Deglat-Nour », le

piment et la tomate révelent un effet bénéfique en augmentant le taux du glutathion réduit.

Les résultats obtenus de I’activité antioxydante des fruits et légumes peuvent étre considérés
comme suffisants pour de nouvelles études visant a identifier les molécules responsables de cet

effet antioxydant.

I1 est a envisager I’étude de I’effet de la cuisson et la conservation des aliments sur I’activité

antioxydante.

Il est aussi intéressant d’étudier I’activité antioxydante cellulaire et la biodisponibilité¢ des

molécules actives des extraits de fruits et Iégumes.
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Figure 1: L activité antiradicalaire de piment vis-a-vis le radical DPPH

Figure 2 :L’activité chélatrice des ions ferreux du piment
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Figure 4 : L’activité antiradicalaire de la tomate vis-a-vis le radical DPPH

Figure 5 : L activité chélatrice des ions ferreux de la tomate
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Figure 7 : L activité antiradicalaire de 1’oignon vis-a-vis le radical DPPH

Figure 8: L activité chélatrice des ions ferreux de I’oignon
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Figure 10: L’activité antiradicalaire de I’aubergine vis-a-vis le radical DPPH

Figure 11 : L activité chélatrice des ions ferreux de ’aubergine
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Figure 13: L activité antiradicalaire de la pomme de terre vis-a-vis le radical DPPH

Figure 14: L activité chélatrice des ions ferreux de la pomme de terre
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Figure 16: L’activité antiradicalaire de la poire vis-a-vis le radical DPPH

Figure 17: L activité chélatrice des ions ferreux de la poire
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Figure 19 : L activité antiradicalaire du raisin (noir) vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 20 : L’activité chélatrice des ions ferreux du raisin (noir)
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Figure 25: L activité antiradicalaire de la laitue vis-a-vis le radical DPPH

Figure 23 : L activité chélatrice des ions ferreux du raisin (blanc)
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Figure 24 : Le pouvoir réducteur du raisin (blanc)

Figure 26: L activité chélatrice des ions ferreux de la laitue
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Figure 27 : Le pouvoir réducteur de la laitue
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Figure 28: L activité antiradicalaire de la pomme vis-a-vis le radical DPPH Figure 29: L’activité chélatrice des ions ferreux de la pomme Figure 30: Le pouvoir réducteur de la pomme
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Figure 34: L’activité antiradicalaire de la grenade vis-a-vis le radical DPPH

Figure 35: L’activité chélatrice des ions ferreux de la grenade

Figure 36: Le pouvoir réducteur de la grenade
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Figure 37 : L’activité antiradicalaire de la carotte vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 38: L’activité chélatrice des ions ferreux de la carotte
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Figure 40: L activité antiradicalaire de la betterave vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 39 : Le pouvoir réducteur de la carotte
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Figure 41: L activité chélatrice des ions ferreux de la betterave
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Figure 43 : L activité antiradicalaire de la courgette vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 42: Le pouvoir réducteur de la betterave

Figure 44 : L activité chélatrice des ions ferreux de la courgette
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Figure 45 : Le pouvoir réducteur de la courgette
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Figure 46: L activité antiradicalaire du chou-fleur vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 49: L’activité antiradicalaire du navet vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 52: L activité antiradicalaire du concombre vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 47: L activité chélatrice des ions ferreux du chou-fleur Figure 48 : Le pouvoir réducteur du chou-fleur
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Figure 53: L activité chélatrice des ions ferreux du concombre

Figure 54:Le pouvoir réducteur du concombre
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Figure 57 : Le pouvoir réducteur de la banane
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Figure 60: Le pouvoir réducteur du fenouil
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Figure 55: L’activité antiradicalaire de la banane vis-a-vis le radical DPPH Figure 56: L’activité chélatrice des ions ferreux de la banane
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Figure 58: L activité antiradicalaire du fenouil vis-a-vis le radical DPPH Figure 59: L activité chélatrice des ions ferreux du fenouil
80 60
g 60 g 50
c c 40
2 k=]
z 40 2 30
= £ 20
£ 20 £
Q 210
0 0
0 2 4 6 8 10 0 10 20 30 40

La concentration de I'extrait (mg/ml)

La concentration de I'extrait (mg/ml)

Absorbance a 700 nm

0,8
0,6
0,4
0,2

0
0 20 40 60 80 100
La concentration de I'extrait (mg/ml)

Figure 61 : L activité antiradicalaire de la mandarine vis-a-vis le radical DPPH

Figure 62: L activité chélatrice des ions ferreux de la mandarine

Figure 63: Le pouvoir réducteur de la mandarine
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Figure 64 : L activité antiradicalaire de 1’orange vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 67 : L’activité antiradicalaire de I’artichaut (fleur) vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 70: L’activité antiradicalaire du chou vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 65 : L activité chélatrice des ions ferreux de ’orange
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Figure 66 : Le pouvoir réducteur de ’orange

Figure 68 : L activité chélatrice des ions ferreux de I’artichaut (fleur)
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Figure 69 : Le pouvoir réducteur de I’artichaut (fleur)
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Figure 71: L activité chélatrice des ions ferreux du chou

Figure 72: Le pouvoir réducteur du chou
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Figure 73: L activité antiradicalaire de I’artichaut (tige) vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 74: L activité chélatrice des ions ferreux de I’artichaut (tige)

Figure 75 : Le pouvoir réducteur de I’artichaut (tige)

Figure 76 : L’activité antiradicalaire de la citrouille vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 77: L activité chélatrice des ions ferreux de la citrouille
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Figure 78 : Le pouvoir réducteur de la citrouille
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Figure 79 : L activité antiradicalaire de la coréte vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 80: L activité chélatrice des ions ferreux de la coréte

Figure 81 : Le pouvoir réducteur de la coréte
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Figure 82 : L’activité antiradicalaire de la blette vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 83 : L activité chélatrice des ions ferreux de la blette

Figure 85: L activité antiradicalaire de dattes « Mech-Degla »vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 84 : Le pouvoir réducteur de la blette
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Figure 88: L activité antiradicalaire de dattes « Deglat-Nour » vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 86 : L activité chélatrice des ions ferreux de dattes « Mech-Degla »

Figure 87 : le pouvoir réducteur de dattes « Mech-Degla »
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Figure 89: L activité chélatrice des ions ferreux de dattes « Deglat-Nour »

Figure 90: Le pouvoir réducteur de dattes « Deglat-Nour »
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Figure 91: L’activité antiradicalaire de I’haricot vert vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 94 : L activité antiradicalaire de la féve vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 97: L activité antiradicalaire du pois vert vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 92 : activité chélatrice des ions ferreux de I’haricot vert
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Figure 93 : Le pouvoir réducteur de I’haricot vert

Figure 95 : L activité chélatrice des ions ferreux de la féve
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Figure 96 : Le pouvoir réducteur de la feve

Absorbance a 700 nm

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

2 4 6
La concentration de I'extrait (mg/ml)

Figure 98: L activité chélatrice des ions ferreux du pois vert

Figure 99: Le pouvoir réducteur du pois vert
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Figure 100 : L activité antiradicalaire de la péche vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 101 : L activité chélatrice des ions ferreux de la péche
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Figure 103 : L activité antiradicalaire du néflier du Japan vis-a-vis le radical DPPH Figure 104 : L activité chélatrice des ions ferreux du néflier du Japan

80

60

40

20

Linhibition (%)

0 10 20 30 40
La concentration de I'extrait (mg/ml)
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Figure 106: L activité antiradicalaire de I’abricot vis-a-vis le radical DPPH
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Figure 105 : Le pouvoir réducteur du néflier du Japan
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Figure 107: L activité chélatrice des ions ferreux de ’abricot

Figure 108 : Le pouvoir réducteur de ’abricot
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Figure 1 : Le changement du pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de I’acide linoléique des extraits de fruits et
légumes (le groupe qui une activité antioxydante élevée) par la méthode de blanchissement de B-caroténe, en

comparaison avec le BHT comme un antioxydant standard durant 24 h d’incubation.
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Figure 2 : Le changement du pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de 1’acide linoléique des extraits de fruits et
légumes (le groupe qui une activité antioxydante moyenne) par la méthode de blanchissement de B-caroténe, en

comparaison avec le BHT comme un antioxydant standard durant 24 h d’incubation.
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Figure 3 : Le changement du pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de 1’acide linoléique des extraits de fruits et
légumes (le groupe qui une activité antioxydante faible) par la méthode de blanchissement de B-caroténe, en

comparaison avec le BHT comme un antioxydant standard durant 24 h d’incubation.
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Figure 4 : Le changement du pourcentage d’inhibition de 1’oxydation de 1’acide linoléique des extraits de fruits et
légumes (le groupe qui une activité antioxydante tres faible) par la méthode de blanchissement de B-caroténe, en

comparaison avec le BHT comme un antioxydant standard durant 24 h d’incuba

128



Annexe 4

0,9
0,8 y =0,0405x + 0,0_1,.-'.
07 R2= 0,9,‘.9.(_).2'"
0,6 .
0,5
04
0,3
02 -
01 | .®
0 @°
0 5 10 15 20 25
La concentration du glutathion réduit GSH (mmol/ml)

Absorbance a 412 nm

Figure 1 : Droite d’étalonnage du glutathion réduit (GSH)

0,7 -
y = 0,8393x - 0,0029

06 - R =098
05
04 1

0,3 A

Densité optique

0,2 4

0,1 4

0 0.2 04 0.6 08
MDA [nmol/ml]

Figure 2 : Droite d’étalonnage du malondialdéhyde (MDA)

129



Progress in Nutrition 2019; Vol. 21, N. 2: 00-00  DOI: 10.23751/pn.v%vi%i.7701

© Mattioli 1885

ORIGINAL ARTICLE

Antioxidant activity and phenolic content of commonly
consumed fruits and vegetables in Algeria

Habiba Dyenidi, Seddik Khennouf, Amel Bouaziz

Laboratory of Phytotherapy Applied to Chronic Diseases, Department of Biology and Animal Physiology, Faculty of Nature
and Life Sciences, University Setif 1, Algeria - E-mail: habibadjenidi@yahoo.fr

Summary. The purpose of this study was to evaluate the phenolic content and the antioxidant activity of some

commonly foods consumed in Algeria. 22 vegetables and 14 fruits extracts were evaluated for their polyphe-

nolic content and antioxidant potential using different methods. Results showed that beans, cauliflower and

courgette were rich in total polyphenols. However, Jew’s mallow was the richest in flavonoids and the highest

content of tannins was noticed in the pomegranate. The antioxidant activity of fruits and vegetables extracts

using -carotene bleaching assay showed that lettuce, courgette, cauliflower, artichoke, mallow, bean, green

bean, green pea, peach and apricot were the most effective with antioxidant activity percentage greater than

70%. However, eggplant, lettuce, courgette, artichoke, mallow, chard, green bean, green pea, black grapes
and pomegranate showed the highest antioxidant activity against DPPH radical with ICs, < 0.8 mg/ml. Also,
potato, lettuce, carrot, courgette, pumpkin, turnip, cucumber, fennel, cauliflower, cabbage, artichoke (flower),

Jew’s mallow, chard, green bean, bean and green pea showed the highest chelating activity with ICs, < 0.8mg

/ ml and onion, potato, courgette, Jew’s mallow, chard, green bean, bean and green pea showed the highest
reducing power (ICs, < 5 mg / ml). Finally, these selected consumed fruits and vegetables are natural source
of polyphenols and have an important antioxidant activity and their consumption may reduce the risk of pa-

thologies induced by oxidative stress.

Keywords: antioxidant activity, phenolic content, fruits, vegetables, DPPH, chelating activity, reducing pow-

er, 3-carotene bleaching

Introduction

Oxidative stress is an imbalance between the pro-
duction of reactive oxygen species (ROS) and antioxi-
dant defense mechanisms, leading to damage to lipids,
proteins and nucleic acids (1), which are involved in
several diseases such as cancer, aging skin, inflammato-
ry, cardiovascular and neurodegenerative diseases (2).

Antioxidants which can neutralize free radicals
are of great importance in preventing the development
of these diseases (3). Thus, to avoid the toxic effect of
synthetic antioxidants, many studies have investigated
new antioxidants of natural origin as polyphenols (4).

Polyphenols are bioactive compounds usually
found in fruits, vegetables, legumes, grains, chocolate,

and beverages such as fruit juices, tea, coffee and red
wine (5). These secondary metabolites can act as scav-
engers of free radicals which are responsible for the
initiation of oxidation, as well as chain breaking anti-
oxidants, singlet oxygen deactivators, reducing agents,
metal chelating agents and inhibitors of specific oxida-
tive enzymes (6).

Many studies showed that diets rich in fruits and
vegetables are good antioxidants and can reduce the
risk of development of many diseases associated with
oxidative stress as cancers, atherosclerosis, aging, in-
flammatory, cardiovascular and neurodegenerative dis-
eases (7, 8).

The health effects of polyphenols and their prop-

erties, especially when these compounds are present in
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large quantities in food, are important to consumers,
which requires the evaluation of their antioxidant ac-
tivity. Thus, the objective of this study was to evaluate
the total polyphenols content and 7z vitro antioxidant
activity of some consumed vegetables and fruits in Al-
geria.

Material and methods

Plants materials

All fresh vegetables and fruits used in this study
(Table 1) were bought from the local market in Biskra
(south eastern of Algeria) and Setif (north eastern of
Algeria) regions at the time of their most frequent
consumption during 2012-2013. At least 1 kg of the
good quality produces without bruises and damage
were purchased.

Extraction of phenolics from food samples

The extraction was carried out according to the
method described by Hossain et al (9). 1 kg of con-
sumed part of fresh fruits and vegetables previously
cleaned and washed with distilled water, except for
Jew’s mallow which was used in dry form were cut into
small pieces and crushed. Then 100 g of each crushed
material were macerated in 625 ml of methanol / water
mixture (80/20: V / V) for 3 days at 4 °C. The macer-
ate was filtered and the filtrate was subjected to a ro-
tary evaporation under reduced pressure at 45 °C. The
extract obtained was dried and stored at 4 °C until use.

Determination of total phenolic content

Total polyphenol content was assayed by Folin-
Ciocalteu reagent described by Li et al (10). 100 pl of
each extract were added to 500 pl of Folin-Ciocalteu
reagent (10 times diluted in distilled water). After 4
min of incubation, 400pl of 7.5% sodium carbonate
were added and the solution mixtures were kept in
the dark for 1 h and 30 min at room temperature.
Then, the absorbance of each solution was read at 765
nm against a blank by a spectrophotometer.

The concentration of the total polyphenols was
calculated from the regression equation of the cali-
bration curve of gallic acid at different concentrations
(12.5 to 100 pg/ml) and expressed in micrograms of

gallic acid equivalent per milligram of dry extract (ug
of GAE / mg of extract).

Determination of total flavonoids content

The flavonoids evaluation was assayed by the
method of Quettier-Deleu et al (11) using aluminum
trichloride (AICl;). 500pl of each extract was added to
an equal volume of a solution of AICI; (2% in metha-
nol). The mixture was vigorously stirred and after 10
minutes of incubation, the absorbance was read at
430 nm by a spectrophotometer. The quantification
of flavonoids was evaluated from the calibration curve
of quercetin at different concentrations (1.25 to 40
pg /ml). The results were expressed in micrograms of
quercetin equivalent per milligram of dry extract (pg of

QE / mg of extract).

Determination of total tannins content

Tannins were assayed by the method described
by Bate-Smith (12). A volume of 500 pl of fresh bo-
vine blood (which had an absorbance equal to 1.6 at
a wavelength of 576 nm) was added to 500 pl of the
extract. After stirring and centrifugation for 10 min at
4000 rpm, the absorbance of the supernatant was read
at 576 nm. The quantification of tannins was carried
out using the calibration curve of tannic acid at differ-
ent concentrations (200 to 600 pg/ml).

The results were expressed in micrograms of
equivalent tannic acid per milligram of dry extract (ug

of TAE / mg of extract).

In vitro antioxidant activity

The diversity of nature and the strucure of plant
compounds require the development of many methods
to evaluate their antioxidant activity. Thus, different
methods are used to measure the antioxidant activ-
ity of the extracts. Each method uses or generates a
different radical that is involved in the oxidation pro-
cess. Only one method is insufficient to represent the
total antioxidant capacity of the extracts, and for this
purpose four different tests were used to evaluate the
antioxidant activities of the extracts which are DPPH
radical scavenging assay, ferrous ion chelating, ferric
reducing power and f-carotene/ linoleic acid bleach-
ing assay.
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Table 1. Common name, region of purchase, scientific name and used part of fruits and vegetables

Common name Region of purchase Scientific name Used part
Vegetables Artichoke (flower) Setif Cynara cardunculus L.var. scolymus Flower
Artichoke (stem) Setif Cynara cardunculus L.var. scolymus Stem
Bean Setif Vicia faba L. Seed
Beetroot Biskra Beta vulgaris L.var. rapacea Koch Root
Cabbage Setif Brassica oleracea L. Leaves
Carrot Biskra Daucus carota ssp. sativus Tuber
Cauli flower Biskra Brassica oleracea L. Flower
Chard Setif Beta vulgaris L.var. cicla Pers Leaves
Courgette Biskra Cucurbita pepo L. Fruit
Cucumber Biskra Cucumis sativus L. Fruit
Eggplant Biskra Solanum melongena L. Fruit
Fennel Biskra Foeniculum dulce Mill. Leaves
Green bean Setif Phaseolus vulgaris L. Fruit (clove)
Green pea Setif Pisum sativum Seed
Jew’s mallow Biskra Corchorus olitorius L. Leaves
Lettuce Setif Lactuca sativa L. Leaves
Onion Biskra Allium cepa L. Bulb
Pepper Biskra Capsicum annum L. Fruit
Potato Biskra Solanum tuberosum L. Tuber
Pumpkin Setif Cucurbita maxima Duch. Fruit
Tomato Biskra Solanum lycopersicum L. Fruit
Turnip Biskra Brassica napus L. Root
Fruits Apple Biskra Malus communis Poir. Fruit
Apricot Setif Prunus armentiaca L. Fruit
Banana Setif Musa sapientum L. Fruit
Dates “ Deglat-Nour” Biskra Phoenix dactylifera L. Fruit
Dates “Ghars” Biskra Phoenix dactylifera L. Fruit
Dates “Mech-Degla” Biskra Phoenix dactylifera L. Fruit
Grapes (black) Biskra Vitis venifera L. Fruit
Grapes (white) Biskra Vitis venifera L. Fruit
Mandarin Setif Citrus reticulata Fruit
Medlar of Japan Setif Eryobotrya japonica Lindl. Fruit
Orange Setif Citrus sinensis Osb. Fruit
Peach Setif Prunus persica L. Fruit
Pear Biskra Pyrus communis L. Fruit
Pomegranate Setif Punica granatum L. Fruit

DPPH radical scavenging assay

The DPPH radical scavenging method is a spec-
trophotometric procedure used to determine the anti-
oxidant capacity of the components. It is based on the

ability of the DPPH radical to discolor from purple to

yellow color in the presence of antioxidants by accept-
ing an electron or hydrogen atom given by an antioxi-
dant compound (13).

The antiradical activity of the extracts in this study
was measured by the 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl
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(DPPH) test according to the method of Brand-Wil-
liams et al (14) with slight modification. A range of
extract concentrations and quercetin as antioxidant
reference were prepared. A volume of 50puL of each ex-
tract solution was mixed with 1.25 ml of DPPH (0.04
mg / ml) prepared in methanol. After stirring, the mix-
ture was incubated for 30 minutes in the darkness at
room temperature and the absorbance was read at 517
nm against a blank. The inhibition of free radical activ-
ity was calculated according to the following equation:
The antiradical activity (%) = [(ADS cnirot = ADS wunpic) / AbS coneat] x 100.
The ICs, which is the concentration of extract or
quercetin responsible for 50% of inhibition of DPPH
radical was determined from the plot of inhibition per-
centage against extract or quercetin concentration.

Ferrous ions chelating activity

Transition metal ions such as copper and iron are
important for the generation of highly reactive hy-
droxyl radicals via the Fenton reaction in iz vivo and in
vitro systems. Compounds that bind to metal ions can
alter the redox potential of these ions, making them
catalytically silent. Therefore, compounds that can act
as effective chelators for the sequestration of copper
and iron ions are considered antioxidants by intercept-
ing and / or suppressing radicals (15).

The chelating activity of the extracts was meas-
ured following the inhibition of the formation of the
Fe (II) -Ferrozine complex after incubation of the
samples with divalent iron according to the method
described by Le et al (16). The sample solutions (250
pl) were initially mixed with 50 pl FeCl, (0.6 mM in
distilled water) and 450 pl of methanol. After 5 min,
50 pl of ferrozine (5 mM in methanol) were added to
the reaction medium and the mixture was stirred well
and then left to react for 10 min at room temperature.
The red chromophore (Fe (II) -Ferrozine) had maxi-
mum absorption at 562 nm and the chelation activity
was calculated according to the following equation:
The chelating activity (%) = [(AbS cnwi=AbS crmpic) / ADS conra] x 100

Where ICy is the concentration of extract re-
sponsible for chelate 50 % of iron ions.

Ferric reduction power
The reducing power of the extracts can provide
a significant indication of the potential antioxidant

activity of the plant. The presence of antioxidants in
the extracts would result in the reduction of Fe** to
Fe** by giving an electron. The amount of Fe* com-
plex can be monitored by measuring the absorbance
at 700 nm (13).

The reducing capacity of the various vegetables
and fruits extracts was evaluated using the method
of Ozsoy et al (17). 100pl of each extract was mixed
with 100 pl of phosphate buffer solution (0.2 M, pH
6.6) and 100 ml of 1% potassium hexacyanoferrate
solution. The mixture was incubated for 20 minutes
at 50 ° C in a water bath. After that, 250 ul of 1%
trichloroacetic acid was added and the mixture was
centrifuged for 10 minutes. Then, 250 pl of the super-
natant were taken and mixed with 250 pl of distilled
water and 500 pl of 0.1% aqueous solution of FeCls.
The absorbance was read at 700 nm. A calibration
curve was plotted from the line obtained with the
BHT used as reference at different concentrations.
The IC,, value was defined as the effective concentra-
tion of the extract or standard which had the absorb-
ance of 0.5.

B-carotene/ linoleic acid bleaching assay

The B-carotene bleaching test measures the ability
of antioxidants to retard the [3-carotene decolorization
induced by conjugated diene hydroperoxides resulting
from the oxidative degradation of linoleic acid (13).

In this test, the antioxidant capacity of the ex-
tracts is determined according to the method of Kar-
tal et al (18). 25 pl of linoleic acid and 200 mg of
tween 40 were added to 0.5 mg of [-carotene dis-
solved in 1 ml of chloroform. After evaporation of
chloroform by a rotavapor, 100 ml of distilled water
saturated with oxygen were added with vigorous stir-
ring. 2.5 ml of this emulsion were transferred into
tubes and 350 pl of each extract or BHT as reference
antioxidant with a concentration of 2 mg / ml were
added. The kinetics of discoloration of the emulsion
in the presence and the absence of antioxidant (nega-
tive control in which the sample was replaced by 350
pl of methanol) was monitored at 490 nm at regular
intervals of time for 24 hours. The relative antioxi-
dant activity of the extracts was calculated according
to the following equation:
Antioxidant Activity (%) = (AbS . / Abs pirr) x 100
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the
Graph Pad Prism software (version 5.01 for Win-
dows). The results were presented as mean * stand-
ard deviation (SD) and were analyzed by the one way
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnet’s
test. For the comparison of the results, the P < 0.05
values were considered statistically significant.

Results

Total phenolic content

Phenolic compounds are widely distributed in the
plant kingdom and have significant antioxidant activ-
ity because of their ability to yield hydrogen and to
form stable intermediate radicals. The total polyphe-
nols, flavonoids and tannins contents of vegetables and

fruits was presented in Table 2 and 3.

Table 2. Polyphenols, flavonoids, tannins content in vegetables

Common Polyphenols  Flavonoids Tannins
name content content content
in extract in extract in extract
(pg GAE/ mg) (pg QE /mg) (pg TAE /mg)
Artichoke 108 £ 5.34 0.89 +0.02 2.74 £+ 0.17
(flower)
Artichoke 3451 +435 1.46+0.03 3.47 +0.07
(stem)
Bean 360.2+820 11.07+0.56 7.89 +0.04
Beetroot 87.11+3.79 237+0.06 1791+0.74
Cabbage 62.22+1.35 0.73 £0.09 4.48 + 0.03
Carrot 43.88 +1.72  1.43 +0.05 7.35+0.04
Cauliflower 340.22 +4.66 2.78 +0.28 5.26 +0.01
Chard 255.88 +4.87 32.13+0.99 19.59 +0.12
Courgette 305.85+3.79 19.93+0.35 21.59+0.12
Cucumber 69.11 +2.78  0.34 +0.00 5.53 +0.02
Eggplant 29296 +4.29 4.50+0.16 8.68 +0.18
Fennel 43.77 £9.23  0.53+0.01 2.70 £ 0.21
Green bean 91.92+9.00 2.53 +0.06 8.47 +0.52
Green pea 259.2+£3.95 10.07+0.80 9.06 +0.06
Jew’smallow 27637 +530 348+0.80 20.91+1.24
Lettuce 300.66 +5.97 12.28 +0.25 8.81 +0.25
Onion 245.88 +7.07 4.38 +0.07 6.54 +0.91
Pepper 294.07 +5.62 2.49+0.20 6.51+0.01
Potato 167.22 £3.61 2.72+0.23 5.88 +0.24
Pumpkin 80 +3.14 2.90 £ 0.00 2.98 +0.51
Tomato 197.40 + 9.06 2.08 + 0.04 8.04 + 0.54

Results were expressed as mean +SD, n=3

Total phenolic content

As seen in Table 2, the total polyphenols content
in vegetables ranged from 34.51 to 360.2 pg of GAE /
mg of extract. Bean, cauliflower, courgette and lettuce
showed the highest total polyphenol contents with
values of 360.2 + 8.20, 340.22 + 4.66, 305.85 + 3.79
and 300.66 + 5.97 pg of GAE / mg of extract, respec-
tively, followed by pepper (294.07 + 5.62 pg GAE /
mg extract), eggplant (292.96 + 4.29 pg of GAE / mg
of extract) and Jew’s mallow (276.37 + 5.30 pug of GAE
/ mg of extract).
However, artichoke stems (34.51 + 4.35 ug of GAE /
mg of extract), fennel (43.77 + 9.23 pg of GAE / mg
of extract), cabbage (62.22 + 1.35 pg of GAE / mg
extract) and cucumber (69.11 + 2.78 pg GAE / mg
extract) contained low phenolics content.
Concerning the quantification of phenolics in fruits, it
was found that the pomegranate contained the highest
total polyphenols content (200.51 + 1.26 pg of GAE
/ mg of extract) followed by pear (151.55 + 1.25 pg
of GAE / mg of extract), apple (115.77 + 0.00 pg of

Table 3. Polyphenols, flavonoids, tannins content in fruits

Common Polyphenols  Flavonoids Tannins
name content in content in content in
extract extract extract
(pg GAE/mg) (pg QE /mg) (g TAE /mg)
Apple 115.77 £0.00 1.19+0.01 5.33 +0.09
Apricot 48.3+4.76 0.66 = 0.13 2.26 = 0.01
Banana 41.55+2.19 0.04 £0.00 3.65 +0.02
Dates “ Deglat- 84.15+3.14 0.22+0.01  1.86 = 0.00
Nour” cultivar
Dates “Ghars” 56.77 +1.72  0.20 + 0.06 2.25£0.10
cultivar
Dates “Mech- 29.48 +7.18  2.94 + 0.05 1.77 £ 0.06
Degla” cultivar
Grapes (black) 91 +2.98 0.63 +0.02 4,99 +0.07
Grapes (white) 92.11+3.45  0.41 +0.05 5.17+0.01
Mandarine 115.25+0.12 0.08+0.00 10.91+0.29
orange
Medlar of 80.36 + 1.40  0.83 +0.09 1.84 +0.02
Japan
Orange 65.22 £1.72  1.14 £ 0.00 7.50 +0.19
Peach 46.86 +8.30  1.05+0.11 2.27 £ 0.01
Pear 151.55+1.25 1.03+0.03 5.15+0.10
Pomegranate  200.51+1.26 0.86+0.16 39.44+0.83

Results were expressed as mean +SD, n=3
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GAE / mg of extract) and mandarin (115.25 + 0.12pg
of GAE / mg of extract) (Table 3).

Total flavonoids content

As shown in Table 2, flavonoids content in vegetables
ranged from 0.34+0.00 to 34.8+0.80 pg of QE / mg of
extract. Cucumber, turnip and fennel contained the low-
est content, while Jew’s mallow, chard, courgette and let-
tuce contained the highest flavonoids content with values
of 34.8+0.80, 32.13+0.99, 19.93 + 0.35 and 12.28+0.25
pg of QE / mg of extract, respectively. However, the dates
“Mech-Degla”, apple, orange, contained the highest con-
tent of flavonoids (2.94+0.05, 1.19+0.01, 1.14+0.00 pg of
QE / mg of extract respectively) (Table 3).

Total tannins content

As shown in Table 2, tannins content in the veg-
etables was found to be ranged from 2.70 +0.21 to
21.59 £1.24 pg of TAE /mg of extract. Courgette con-
tained the highest content (21.59+0.12pg of TAE / mg
of extract) followed by Jew’s mallow (20.91+1.24 g of
TAE/ mg of extract), chard (19.59+0.12 pg of TAE /
mg of extract) and beetroot (17.91+0.74 pg of TAE
/ mg of extract). Whereas, the pomegranate was the
richest fruit in tannins with a content of 39.44+0.83

pg of TAE / mg of extract (Table 3).

In vitro antioxidant activity

The antioxidant activity of 22 vegetables and 14
fruits extracts assessed by DPPH radical scavenging
assay, ferrous ion chelating assay, reducing power and
[3-carotene/linoleic acid bleaching assay were present-

ed in Table 4 and 5.

DPPH radical scavenging activity

In this study (Table 4 and 5), green bean, Jew’s
mallow, lettuce, eggplant, artichoke (flower), cour-
gette, green pea, chard, pomegranate and black grapes
showed high antioxidant activity against DPPH radi-
cal with ICs, <0.8 mg/ml. Pepper, tomato, onion, po-
tato, beetroot, pumpkin, cauliflower, cabbage, bean,
white grapes, apple, peach, medlar of Japan and apri-
cot had IC 5, value ranged between 0.8 and 2 mg/ ml.
Whereas, carrot, turnip, cucumber, fennel, artichoke
(stem), pear, banana, mandarin, orange and dates had
low antiradical activity with ICs, > 2 mg / ml.

Ferrous ion chelating activity

As shown in Table 4 and 5, vegetables and fruits
can be classified into four groups according to their
chelating capacity (high, medium, low chelating ca-
pacity).

The chelating potential of the extracts was in-
versely proportional to the ICs; value. Vegetables and
fruits with high chelating activity included potato,
lettuce, carrot, courgette, pumpkin, turnip, cucum-
ber, fennel, cauliflower, cabbage, artichoke (flower),
Jew’s mallow, chard, green bean, bean and green pea
with ICs, <0.8mg / ml. Pepper, onion, eggplant, white
grapes and dates “Ghars” showed ICs, between 0.8 and
2 mg /ml. Tomato, beetroot, artichoke (stem), pear,
black grapes, apple, pomegranate, banana, mandarin ,
orange, peach, medlar of Japan, apricot, dates “Mech-
Degla” and “Deglat-Nour” had low chelating activity
(ICs 2 2 mg / ml).

Ferric reducing power

In the same manner, vegetables and fruits have
been classified into four groups according to their re-
ducing capacity (high, medium, low reducing capacity).

Table 4 and 5 showed that extracts with high an-
tioxidant activity (ICs, < 5 mg / ml) included onion,
potato, courgette, Jew’s mallow, chard, green bean,
bean and green pea. Tomato, eggplant, pumpkin,
turnip, cabbage, artichoke (flower), artichoke (stem),
and pomegranate had the medium activity with ICs,
ranged between 5 and 10 mg / ml. However, extracts
with low reducing power (ICs, 210 mg / ml) includ-
ed pepper, lettuce, carrot, beetroot, cucumber, fennel,
cauliflower, pear, black grapes, white grapes, apple,
banana, mandarin, orange, peach, apricot, medlar of
Japan and dates.

B-carotene/ linoleic acid bleaching assay

According to our results, the tested fruits and veg-
etables can be classified also into four groups according
to their antioxidant activity which is ranging from 13
% to 92% (high, medium, low and very low).

From the 22 vegetable and 14 fruit extracts which
were tested for their inhibition of linoleic acid oxida-
tion, 7 vegetables and 2 fruits were found in the group
that had high antioxidant activity (> 70%) includin