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Résumé

De nos jours, les produits naturels sont une source importante pour la recherche de nouveaux
composés actifs contre de nombreuses maladies. L’utilisation thérapeutique des plantes est partie
intégrante des traditions de toutes les cultures. La valorisation médicinale de ces pratiques passe
notamment par 1’isolement et I’identification de nouvelles molécules. Les études des métabolites
secondaires font I’objet de nombreuses recherches basées sur les cultures in vitro et in vivo des tissus
végétaux. C’est le cas notamment des composés phénoliques qui font 1’objet de notre étude,
composés largement utilisés en thérapeutique comme vasculoprotecteurs, anti-inflammatoires,

inhibiteurs enzymatiques, antioxydant et anti radicalaires.

Le but de cette étude consiste non seulement a renforcer les données phytochimiques des
polyphénols, mais aussi a mettre en évidence 1’activité antioxydante, antiradicalaire et d’autres

activités biologiques des polyphénols et leur intérét sur la santé.

L’activité antioxydante et antiradicalaire des polyphénols pourra étre évaluée par plusieurs
méthodes par exemple des méthodes spectrophotométhrique, tels que le test au radical libre DPPH,
le test au radical libre ABTS, la FRAP...Etc, des techniques électrochimiques ainsi que par des

méthodes chromatographiques tel que la chromatographie sur phase gazeuse et ’HPLC.

Ce travail a fourni de nouvelles connaissances ethnopharmacologiques et phytochimiques au
sujet des plantes médicinales et constitue une contribution a I'étude du role des polyphénols naturels

dans la régulation du stress oxydatif.

Mot clé : Stress oxydant, radicaux libres, antioxydante, polyphénols, flavonoide DPPH, ABTS.



Abstract

Nowadays, natural products are an important source for the research of new compounds
active against many diseases. The therapeutic use of plants is an integral part of the traditions of all
cultures. The medicinal use of these practices includes the isolation and identification of new
molecules. Studies of secondary metabolites are the subject of numerous research projects based
on in vitro and in vivo cultures of plant tissues. This is notably the case of the phenolic compounds
that are the subject of our study, compounds widely used in therapy as vasculoprotectors, anti-

inflammatory drugs, enzyme inhibitors, antioxidants and antiradicals.

The aim of this study is not only to strengthen the phytochemical data of polyphenols, but
also to highlight the antioxidant, antiradical and other biological activities of polyphenols and their

relevance to health.

The antioxidant and antiradical activity of polyphenols can be assessed by several methods,
for example spectrophotometric methods such as the DPPH free radical test, ABTS free radical test,
FRAP...Etc, electrochemical techniques as well as chromatographic methods such as gas

chromatography and HPLC.

This work has provided new ethnopharmacological and phytochemical knowledge about
medicinal plants and is a contribution to the study of the role of natural polyphenols in the regulation

of oxidative stress.

Keyword: Oxidative stress, free radicals, antioxidant, polyphenols, flavonoid DPPH, ABTS.
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................................................................................................................................ Introduction

INTRODUCTION

Depuis l'antiquité, les produits naturels, notamment ceux d'origine végétale ont toujours été
une source importante d'agents thérapeutiques. Actuellement, environ 25-30% de tous les
médicaments disponibles pour le traitement des maladies sont dérivés des produits naturels (des
plantes, des animaux, des bactéries et des champignons) ou sont des dérivés de produits naturels

(Newman et al., 2003 ; Boldi, 2004).

Les composés phénoliques ou polyphénols sont largement distribués dans le régne végétal et
sont les métabolites secondaires les plus abondants dans les plantes. Ces métabolites comprennent
de nombreuses classes de composés allant des acides phénoliques simples aux flavonoides
complexes (Nawaz et al., 2006). Les polyphénols possedent un large éventail d’activités biologiques
in vitro (antibactériennes, anti-cancérigéne, anti-inflammatoire, antioxydante etc...) liées a leur
caractére réducteur et a leur affinité pour les protéines et les ions métalliques (Japon-Lujan et al.,

2008).

Le stress oxydatif se produit lorsque 1’équilibre entre la production des espéces réactives de
I’oxygene et la quantité des antioxydants est interrompu. Il est li¢ a de nombreuses pathologies, par
exemple le cancer, le diabéte de type 2, I’asthme, le vieillissement prématuré et les maladies
cardiovasculaires, neurodégénératives et inflammatoires (Subedi et al., 2014). C’est pour cela que la
recherche sur les antioxydants s’est beaucoup développée ces dernieres années, afin de permettre de
trouver les meilleurs antioxydants possibles dans I’espoir de protéger notre santé et méme guérir ces

différentes maladies.

D’autre part, 1’alimentation joue un rodle trés important dans 1’apport en antioxydants
exogenes qui vont venir soutenir D’effet des antioxydants endogenes. Les antioxydants sont
principalement apportés par les végétaux, on y retrouve notamment les polyphénols (acides
phénoliques, flavonoides, lignanes, stilbénes), les vitamines (vitamine E, vitamine C et vitamine A)

ainsi que les oligoéléments (cuivre, mangan¢se, sélénium et zinc).

Les polyphénols présentent des propriétés antioxydantes bien établies et en lien avec
I’inhibition de I’oxydation aussi bien dans le domaine alimentaire (oxydation des lipides) que
physiologique (stress oxydant). Ces antioxydants agissent en bloquant ou inhibant a la fois la
formation et la propagation des radicaux libres (Shah et Modi, 2015). Ces substances suscitent
beaucoup d’intéréts dans plusieurs domaines, celui de la nutrition par leur caractére préventif a
I’égard de diverses maladies citées précédemment, en cosmétologie et surtout dans les industries
agroalimentaires par leurs implications, en particulier, sur la valeur des aliments et leur incidence

-1-
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sur la conservation des produits alimentaires. Ainsi, ils pourraient constituer une alternative a
I’utilisation des additifs alimentaires synthétiques, buthylhydroxyanisol (BHA) et
buthylhydroxytoluéne (BHT), qui ont montré des effets nuisibles (effet carcinogéne) (Achat et al.,
2013).

C’est en ce sens que 1’étude de I’activité antioxydante des polyphénols est aujourd’hui
devenue importante. Une grande partie de notre revue de bibliographie est présentée sur les

polyphénols : structures et propriétés, capacité antioxydante, biodisponibilité et effet sur la santé.

L'activité antioxydante des polyphénols peuvent-Etre évaluées in vitro et in vivo au moyen
de simples expériences, et en méme temps, I'éventuel effet pro-oxydant sur différentes molécules
peut étre évalué. L'activité antioxydante ne peut pas étre mesurée directement, mais elle est
déterminée par les effets de I'antioxydant pour contrdler le degré d'oxydation. Il existe diverses
méthodes pour évaluer 'activité antioxydante. Certaines méthodes impliquent une étape d'oxydation
différente suivie par la mesure de la réponse, qui dépend de la méthode utilisée pour évaluer l'activité

(Francenia Santos-Sanchez et al., 2019).

C’est pourquoi, et afin de mieux situer sur le contexte dans lequel s’inscrit cette présente
recherche, nous nous sommes intéressés dans une partie de notre recherche bibliographique aux

différentes méthodes in vitro de I’évaluation de I’activité antioxydante des polyphénols.

Dans ce mémoire, nous avons pour objectif de réaliser une recherche bibliographique afin de
donner un apergu sur les derniéres recherches dans le domaine des polyphénols, de mettre en relation
I’activité antioxydante de ces polyphénols avec leurs intéréts sur la santé et de présenter les

différentes méthodes in vitro qui permettent I’évaluation de leur activité antioxydante.

Notre travail sera présenté par 5 chapitres : Le premier chapitre vise I’étude des composés
phénoliques, leurs biosynthéses et leurs principales classes. Le second chapitre est consacré a un
rappel sur le stress oxydant, les principales sources des radicaux libres et leurs implications
physiologiques et pathologiques suivi par la détermination des principaux antioxydants notamment
leurs mécanismes d’actions. Nous avons ensuite abordé un troisiéme et un quatriéme chapitre sur
I’activité antioxydante des polyphénols ainsi que leurs intéréts sur la santé. Nous avons enfin dans
le cinquiéme chapitre abordé les différentes méthodes in vitro de 1’évaluation de 1’activité

antioxydante des polyphénols.



Recherches bibliographiques




Chapitre I :

Les polyphénols
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I- LES POLYPHENOLS :

I-1- Définition :

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires qui constituent un des groupes
les plus représentés et largement distribués dans le monde végétal avec plus de 8000 structures
phénoliques (Bruneton, 2015 ; Saponjac et al, 2016). Ces composés sont d’une importance
physiologique et morphologique considérable chez les végétaux, ils jouent un role important dans
leur croissance, leur reproduction, leur pigmentation et dans leur mécanisme de défense contre les
rayonnements ultraviolets et les agents pathogeénes (Hu et Luo, 2016). La qualité et la quantité des
polyphénols dans les plantes peuvent varier considérablement en fonction de différents facteurs
intrinséques et extrinseéques tels que le génotype des plantes, la composition du sol, le degré de

maturité et 1’état des cultures (Faller et Fialho, 2010).

Structurellement, les composés phénoliques comprennent un ou plusieurs cycles
aromatiques, portant un ou plusieurs groupements hydroxyle ("OH), et vont de simples molécules
phénoliques a des composés hautement polymérisées. La plupart des composés phénoliques
d'origine naturelle sont présents sous formes conjuguées ; des mono- et des polysaccharides liés a
un ou plusieurs groupes phénoliques, et peuvent ¢galement se produire sous forme de dérivés

fonctionnels, tels que des esters et des esters méthyliques (Molino et al., 2016).

Ils sont divisés en plusieurs classes, en fonction du nombre de cycles phénoliques qu’ils
contiennent et les fonctions chimiques liées a ces cycles (Pérez-Pérez et al, 2013) a savoir : les

acides phénoliques, les flavonoides, les tanins et les coumarines (Luthria et al., 2006).

I-2- La biosynthese :

Les phénols des plantes sont synthétisés a partir de deux voies principales :

I-2-1- Voie du shikimate :
Cette voie permet la transformation des monosaccharides, issus du métabolisme primaire,
en acides aminés aromatiques (phényalanine et tyrosine) par désamination. Ces acides aminés
conduisent a la formation des acides cinnamiques et a leurs nombreux dérivés tels que les acides

benzoiques, les lignines et les coumarines (Bruneton, 1999).

I-2-2- Voie de ’acétate / malonate :
La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de I’acétyl-CoA donnant le
malonate. C’est a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques,
obtenues par condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de 1’acétyl-

CoA. Cette réaction est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Akroum, 2011).
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Figure 01 : Biosynthése des composés phénoliques (Akroum, 2011).

I- 3- Les classes principales des polyphénols :

I-3-1- Les acides phénoliques :

Les acides phénoliques sont des substances phytochimiques ayant au moins un groupe
carboxyle et un groupe hydroxy-phénolique (Chanforan, 2010). Ils sont nécessaires pour les
fonctions normales des plantes, ou ils jouent un role important dans la résistance des plantes aux
agents pathogeénes et les herbivores, la croissance des plantes, la couleur et les caractéristiques
organoleptiques des plantes et la prévention du stress oxydatif (Kawsar et al., 2008 ; Challacombe
et al, 2012). Ces composés existent principalement sous forme d'acides hydroxybenzoiques et
d'acides hydroxycinnamiques qui peuvent se produire soit sous leur forme libre ou conjuguée

(Martins et al., 2011 ; Garrido et Borges, 2013).
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I-3-1-1- Les acides hydroxybenzoiques :
Ce sont des dérivés de 1'acide benzoique, et ont une structure générale de base de type (C6-

C1). IIs existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Les hydroxybenzoiques incluent plusieurs molécules et les plus fréquentes sont ; L'acide

gallique, I'acide vanillique, I'acide syringique et le p-hydroxybenzoique.

Tableau 1 : Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
H H OH H Acide p hydroxy
R2 R1 benzoique
s coon H OH OH H Acide
protocatechique
R4 H OCH3 OH H Acide vanillique
H OH OH OH Acide gallique
H OCH3 OH OCH3 Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

I-3-1-2- Les acides hydroxycinnamiques :
Ils dérivent de l'acide cinnamique et ont une structure générale de base de type (C6-C3).
Ils existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques. Les degrés
d'’hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique, induisent une réactivité chimique
importante de ces molécules, par exemple on cite l'acide caféique, 'acide férulique, I’acide p-

coumarique et l'acide sinapique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Tableau 2 : Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Structure Rl R2 R3 Acides phénoliques
H H Acide cinnamique
R1 00H H OH H Acide p coumarique
OH OH H Acide caféique
ek OCH3 | OH H Acide férulique
OCH3 OH OCH3 Acide sinapique
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I-3-2- Les flavonoides :
Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont

quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables des
colorations jaune, orange, et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005). Tous les
flavonoides possedent la méme structure de base (C6-C3-C6), ils contiennent quinze atomes de
carbone dans leur structure de base : deux cycles aromatiques A et B a six atomes de carbone
(figure 2) liés avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non étre une partie d'un

troisiéme cycle C (Tapas et al, 2008).

Figure 2 : Structure chimique générale des flavonoides (Kumar et Pandey, 2013).

I-3-2-1-Classification des flavonoides :

Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon le
degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C (Pietta, 2000). Quatorze
groupes différents ont été¢ identifiés dont six groupes sont particulierement les plus répandus et les
mieux caractérisés ; flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols, anthocyanidines

(Heim et al., 2002 ; Hendrich, 2006).

A- Les flavones :

Les flavones sont structurellement trés similaires aux flavonols et ne différent que par
I'absence d'hydroxylation en position 3 sur le cycle C. Elles sont principalement représentées dans
l'alimentation par l'apigénine et la lutéoline. Contrairement aux flavonols, elles sont moins
répandues dans les fruits et les légumes. Par conséquent, leur apport alimentaire est trés faible
(Fraga, 2009).

Tableau 3 : Les principales flavones (Heim et al., 2002).

Classe Structure générale Flavonoide Substituant
Flavone chrysing £ =-0OH
oo APSenI R 5, 7. 4"-0H
. - "
[ Ul i 5 3 4°-0H, 3-
e - uteoiing R TRE 2
L 7.3, 4-DH
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B- Les isoflavones :
Les isoflavones sont considérées comme des dérivés des flavones, elles représentent une

sous-classe importante et trés distinctive des flavonoides (Bouheroum, 2007). Contrairement a la
plupart des autres flavonoides, les isoflavones sont caractérisées par la présence d’un cycle B fixé
a C3 plutdt que la position C2. Elles ont une distribution tres limitée dans le régne végétal (Fraga,

2009).

Tableau 4 : Les principales isoflavones (Heim et al., 2002).

Classe Structure générale FlavoenoTde Substluant

Isoflavons EomigIinG £ 4"-0H, T-glucose
I genisteing L. 7 4-0H
daidzine &'-0H, T-glucose
daidzzine 7. 4'-0H

C- Les flavanones :

Les flavanones sont caractérisées par [’absence de double liaison en 2, 3 et par la présence
d’un centre d’asymétrie en position 2. Chez les flavanones naturelles, le carbone 2 est normalement

de configuration S. Elles existent sous forme libre ou sous forme glycosylée (Portet, 2007).

Tableau 5 : Les principales flavanones (Heim et al., 2002).

Classe Structure générale Flavonoide Substituant

Flavanone nanngene 5.4°0H, Trhamnoglucose
LAY naringenine R LE
(dihydroflavone) o~ ur.:.g..n.m. : :"_i ;‘.'1.1!{“ .
[ I' taxifoline 3,57 3,40H
l-\-"-t\_‘__. o

D- Les flavanols :
Les flavanols sont toujours hydroxylés en C3 et se caractérisent par 1’absence du groupe
carboxyle en C4. Ils sont souvent a I’origine des polymeres flavoniques appelés proanthocyanidols
ou tannins condensés. Les flavan-3-ols sont trés abondant dans les fruits comme les abricots, les

cerises, les raisins, ... etc (Fraga, 2009).

Tableau 6 : Les principaux flavanols (Heim et al., 2002).

‘ Classe Structure générale Flavonolde Substituant
[ Flavanol catéchine 3,57,3,4-0H
epicatéchine 3,87.34-0H




CRAPIIE L 2 .. ... ooii it e et e et e e e e e et e e et e e st e e st ee eessnt tee eensnn eeen e oen oenee. L@S POlYPHEROIS

E- Les flavonols :
Les flavonols sont caractérisés par la présence d’une double liaison en position 2-3 et d’un

groupement hydroxyle en C3. Ils sont les flavonoides les plus répandus dans le régne végétal, leur
couleur varie du blanc au jaune, ils sont essentiellement représentés par la quercétine, le
kaempférol et la myricétine. Les flavonols qui s'accumulent dans les tissus végétaux sont presque

toujours sous la forme conjuguée glycosylée (Fraga, 2009).

Tableau 7 : Les principaux flavonols (Heim et al, 2002).

Classe Structure géndérale Flavonoide Substituant
Flavomale kaempferole 1,5 7 4"0H
quircéting 3,5 7.3,4-0H
T
3, 5, 7.3, 4", 5"-0OH

lad Eak

|"'f I’ myTIeeting
. . [EAMAariXenng

5, 7, 3"-0H, 4-OMe

F- Les anthocyanines :

Les anthocyanines sont des composés phénoliques d'origine naturelle responsable de
couleur de nombreuses fleurs, fruits et baies. Ils sont glycosylés, polyhydroxylés et ont une large
distribution dans le régne végétal (Longo et al, 2005 ; Currie et al, 2006 ; Qin et al., 2010). L'intérét
pour ce type de pigment a augmenter essentiellement en raison de leur possible utilisation comme
colorant naturel. A cause de leur hydrosolubilité (les anthocyanes sont le plus grand groupe de
pigments solubles dans 1'eau), ils peuvent étre en effets bénéfiques pour la santé comme a