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Introduction

Introduction :

Durant plusieurs siécles, les plantes médicinales furent la principale, voir I'unique
source de reméde aux problémes sanitaires. Un grand nombre de plante médicinales et
aromatiques et des plantes cultivées ou spontanées possedent des propriétés biologiques trés
intéressantes qui ont trouvé des applications dans divers domaines, particulierement en
médecine, en pharmacie, en cosmétologie et en agriculture (Hennebelle et al., 2007). En
effet, les propriétés biologiques observées chez les végétaux sont attribués en generale soit a
une classe de molécules bioactives bien définie, soit a I’interaction entre plusieurs molécules

de différents types.

Parmi les molécules bioactives les plus citées par la littérature, les flavonoides qui sont des
métabolites secondaires des plantes, ayant une activité anti oxydante, anti-inflammatoire et
antimicrobienne. Ils sont distribués partout dans le regne végeétal a des proportions variables

conditionnees par les facteurs génétiques et environnementales. (Zillic et al., 2015).

Les effets bénéfiques des flavonoides en tant gu'ingrédients fonctionnels ont
considérablement attiré I'attention de l'industrie pharmaceutique et cosmétique ces dernieres
années surtout avec 1’évolution des modes de consommation et les effets secondaires causés
par les produits de synthese. En conséquence, de nombreux produits de soin de la peau ou
produits dits biocosmétique ont été¢ développés a base d’extraits de plantes enrichis en

flavonoides (Zillic et al., 2015)

Beaucoup de plantes ayant fait I’objet de recherche d’activités biologiques sont utilisés
actuellement dans I’industrie des produits d’hygiéne corporelle, avec une tendance vers le
retour a la nature. Par conséquent, 1’apport des végétaux a la cosmétologie devient de plus en
plus important. A titre d’exemple, les oléagineux, plantes riches en molécules émulsionnantes,
extraits de fleurs ....etc. Ces préparations sont utilisées soit sous formes de créemes, émulsions,

gels, poudres, savons, shampooings, solutés, suspensions...ect (Boughendjioua, 2001).

Le présent travail de recherche s’intégre dans le cadre du développement et I’amélioration des
propriétés fonctionnelles des produits cosmétiques a large consommation, essentiellement les

shampoings par I’utilisation de flavonoides extraits du thé vert (Camellia sinensis).



Introduction

La présente étude est subdivisée en deux grandes parties:-Une revue bibliographique
décrivant 1’¢état de I’art sur la thématique étudiée, essentiellement 1’é¢tude des flavonoides et

leurs utilisations dans le domaine du cosmétique.

-Une partie expérimentale regroupant le matériel et les méthodes utilisées, les résultats

obtenus et discussion, et enfin une conclusion générale.
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I.1. La phytocosmétologie
I.1.1.Historique de la phytocosmétologie :

L’usage des cosmétiques est universel et remonte certainement a des temps trés anciens. On
pense que ce type de produit est originaire d’Extréme-Orient, mais I’étude des sociétés
archaiques a révélé leur usage en d’autres points du globe.

Les peintures de guerre des indiens d’Amérique, le tatouage et la pratique de la scarification
(incisions superficielles de la peau) que 1’on rencontre chez de nombreux peuples, comme les
Maoris en Nouvelle-Z¢élande et plusieurs populations africaines, 1’'usage de la guéde (teinture
végétal de couleur bleu utilisée pour se peindre le corps) sont autant d’utilisations des
cosmétiques qui témoignent aussi bien d’une volonté d’impressionner 1’ennemi que de servir
de parure.

Les cosmétiques les plus anciens ont été retrouvée en Egypte et remontent a I’Ire dynastie (v.
3100 av. J-C).

Les sépultures de cette époque renfermaient des pots d’onguents, dont on sait, d’apres des
découvertes ultérieures, qu’ils étaient parfumés. Les préparations de ce type, tout comme les
huiles parfumées (utilisées par les hommes autant que par les femmes), étaient destinées a
protéger I’épiderme de la déshydratation et du vieillissement, accélérés par le climat chaud et
sec de I’Egypt. Les égyptiens apprirent aux Juifs I’usage des cosmétiques, et I’on trouve dans

I’ Ancien Testament plusieurs mentions relatives au maquillage.

Au milieu du Ier siécle de notre ére, 1’'usage des cosmétiques était largement répandu chez les
Romains, qui se servaient de Khol pour ombrer les cils et la paupiéres, de craie pour éclaircir

le teint, de fard a joues et de pierre ponces pour nettoyer les dents.

Au moyen Age, les croisés découvrirent que les cosmétiques étaient couramment utilisés au
Proche-Orient, et ¢’est a leur retour qu’ils en répandirent 1’'usage en Europe.

A 1’époque contemporaine, I’emploi des cosmétiques prend un nouvel essor avec 1’étude
scientifique des ingredients entrant dans leur composition.

Aujourd’hui la phytocosmétologie est au centre d’une industrie lucrative, surtout dans le
monde occidental, de nombreux produits cosmétiques aujourd’hui sont disponibles sur le
marché bénéficient ainsi des derniers acquis scientifiques et technologiques de la recherche

en biocosmétique, ce qui les rend de plus en plus efficaces. (Boughendjioua, 2001).
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I.1.2.Utilisation des extraits vegétaux comme ingrédients actifs en cosmétique :
1.1.2.1. Les polyphénols :

Les polyphénols sont des métabolites secondaires des plantes ayant une activité anti-
oxydante, anti-inflammatoire et antimicrobienne (Kwon et al., 2007 ;Bouakaz, 2006). lls
sont distribués partout dans le régne végétal et constituent des ingrédients intéressants pour
les produits cosmétiques et la pharmacie en raison de leurs propriétés biologiques (Zillich et
al., 2015).

1.1.2.1.1.Les acides phénoliques :

Les acides phénols ou acides phénoliques, ont une fonction acide située sur un groupement
phénolique. 1ls sont incolores et plutdt rares dans la nature. 1ls se divisent en deux catégories :
Les acides phénols dérivés de 1’acide benzoique, et les acides phénols dérivés de 1’acide
cinnamique (Haslam, 1994).

Depuis les années 1960, les techniques de nettoyage et de la thérapie dermique utilisent des
agents kératolytiques tels que I'acide trichloracétique, le phénol, le résorcinol et l'acide
salicylique qui relévent de la classe des polyphénols. La Chimio-peeling a été utilisé pour
traiter les rides de la peau, les troubles de la pigmentation, le photovieillissement, les

cicatrices d'acné, les cernes et Iésions précancéreuses (Ronald et al., 1999).
1.1.2.1.2.les flavonoides :

Les flavonoides sont présents dans la plupart des plantes a des concentrations plus ou moins
importantes. Ils sont composés d'une génine polyphénolique sous forme de flavones, de
flavonones (hespéridine), de flavonols (quercétine et rutine), associées a une ou deux
molécules de sucre (glucose, rhamnose). De part leur caractére hydrosoluble, les flavonoides
ont une grande affinité pour les ions divalents des métaux lourds initiateurs d'oxydation. Ils
sont de plus capables de capturer des radicaux libres. Ils ont donc un réle antioxydant et anti
radicalaire. A titre d’exemple, certains flavonoides inhibent la synthése des prostaglandines.
Cette action leur confere une activité anti-inflammatoire, ils seront donc particuliérement
appréciés pour une action préventive contre le vieillissement de la peau (Martini, 2001).

Les flavonoides font partie de nombreuses molécules bioactives composant les produits
cosmétiques vendus sous la forme d’extraits de plantes. En effet, I’activit¢ biochimique
favorable des flavonoides est la raison principale pour laquelle leurs popularité est de plus en

plus croissante.
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D’apres Arct et al., (2002) le facteur essentiel influengant I’activité des flavonoides sur la
peau est leur capacité de la pénétration de I’épiderme. Ils sont également utilisés dans les
domaines anti-age, anticellulite, anti-couperose et éclaircissants. Cependant, les flavonoides
exercent d’autres activités importantes tel que le renforcement des vaisseaux capillaires, un
effet anti-inflammatoire, une protection contre les radiations, et autres effets secondaires tel
que I’hydratation, I’adoucissant, 1’épaississement ainsi qu’un effet antiseptique (Prakash et
al., 2003).

Les anthocyanidines font partie de la classe des flavonoides avec des caractéristiques
particuliéres. Ils sont composés d'une génine (composé organique constitué de la partie non
glucidique d’un hétéroside) telle que le malvidol, le delphinidol, le cyanidol, le pétunidol
associée a un sucre, possédant des propriétés vitaminiques P par I’amélioration de la
résistance des capillaires et diminution de leur permeéabilité (Martini, 2001).

1.1.2.1.3.Les tanins :

Ce sont des polyphénols hydrosolubles. On les divise en tanins hydrolysables : dérivés de
I'acide gallique combinés a des sucres, et en tanins derivés de catéchol. Ils ont la propriété de
se fixer sur les protéines de la peau grace, en partie, a des liaisons hydrogene. Cette action se
traduit par un resserrement des pores et un raffermissement de la peau. Les tanins catéchiques
ont, en outre, la propriété de diminuer la perméabilité capillaire ce qui leur confere une
activité anti-inflammatoire (Martini, 2001).

1.1.2.2.Les terpenes :
1.1.2.2.1.Les huiles essentielles :

Les activités principales des huiles essentielles sont antiseptiques et cicatrisantes. Elles
favorisent aussi la pénétration cutanée. Chaque huile essentielle possede en outre des vertus

mais aussi des inconvénients qui lui sont propres.

Certaines peuvent étre allergisantes et méme toxiques provoquant, lorsqu'elles sont ingérées
ou appliquées sur de grandes surfaces, des convulsions et crises épileptiformes. Il faut
signaler que le cuir chevelu, par sa richesse en follicules pileux constitue une voie de
pénétration de choix pour les huiles essentielles. 1l est donc prudent de contrbler les

traitements capillaires qui sont instaurés avec ces substances (Martini, 2001).

1.1.2.2.2.Les saponosides :

Ils sont composes d'une génine steroidique ou triterpénique associée a un sucre : galactose,

glucose, pentose, methylpentose. Ce sont avant tout des tensioactifs naturels mouillants et

5
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moussants. Ils favorisent en conséquence, le contact avec la peau. lls la debarrassent de
I'exces de sébum en exercant une détergence moderée. Toutefois, certains saponosides
présentent une activité rubéfiante et stimulent les échanges par activation de la
microcirculation. 1ls sont hémolytiques non par voie orale ou cutanée, mais par voie
parentérale (Martini, 2001).

1.1.2.2.3.Les caroténoides :

Les caroténoides sont des pigments végétaux jaunes, oranges ou rouges, liposolubles. Ils sont
formés d'unités isopréniques terminées par un cycle aromatique qui détermine la nature du
caroténoide. Les caroténoides sont les précurseurs de la vitamine A et le plus connu d'entre
eux ainsi que le plus utilisé est le B-caroténe. lls possédent des propriétés cicatrisantes et anti-
inflammatoires. C'est aussi un anti-radicalaire (Martini, 2001).
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1.1.3.Exemples de plantes utilisées en cosmétique :

Tableau.l.1.1. Exemples de plantes utilisées en cosmétique (Paulina, 2013)

Plantes Molécules bio | Propriétés Application en cosmétique
actives

Arnica astragaline, - anti-inflammatoire - produits anti-couperose
lutéoline, - antimicrobien - anti-inflammatoire et régénérant des
kaempférol, - antiseptique produits de beauté
quercétine, - Protection UV - shampooings stimulants
isoquercétrine, | - stimuler les follicules | - gels de douche et de bain
hispiduline, pileux - produits cosmétiques pour les pieds
apigénine, - anti-rougissement - déodorants
isorhamnetine, | - anti-gonflement
patulétine,
spinacétine

Aubépine | kaempférol, - anti-irritant - produits de soin pour la peau
quercétine, - anti-inflammatoire sensible
rutine, - anti-couperose - shampooings et conditionneurs pour
vitexin, - anti-démangeaisons | cheveux sec et abimés
hyperoside, - Protection UV - shampooings et revitalisants
orientine, - régénere et stimule la | antipelliculaires
vicénine peau et les cheveux - des gels de douche et de bain

relaxants

pulmonaria | kaempférol, - régénérant - produits anti-acné

quercétine, - anti-irritant - produits cosmétiques pour les peaux

- anti-inflammatoire

- anti-bactérien

grasses et sensibles

- produits régénérant
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1.2. Etude biochimique des flavonoides
1.2.1. Définition des flavonoides :

Le terme flavonoide provient du latin flavus signifiant jaune. La présence de flavonoides a
été révélée dans le zeste du citron par les travaux du Hongrois Szent —~Gyogyi en 1936 et
1937 sur le scorbut. Avant lui, la premicre substance flavonoide obtenue a 1’état pur : le
morin, a été isolée par Chevreul en 1814. Le terme "flavonoide™ provient du nom flavedo
correspondant a la couche externe des écorces d’orange. Ce terme désigne une trés large
gamme de composes naturels appartenant a la famille des polyphénols (Gérard, 2004) qui
sont considérés comme des pigments quasi universels des végétaux, presque toujours
hydrosolubles (Riberau, 1968).

1.2.2. Structure chimique :

Les flavonoides sont des dérivés du noyau flavone ou 2-phényl chromone (Milane, 2004) a
15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques, que désignent les
lettres A et B, reliés par un hétérocycle oxygénéque désigne la lettre C(Dacosta, 2003),

portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides (Milane, 2004).
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Figure.l.2.1. Structure de base des flavonoides

1.2.3. Classification :

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et de ce fait possedent le
méme élément structural de base. lls peuvent étre regroupes en différentes classes selon le
degré d’oxydation du noyau pyranique central, le noyau B relié a I’hétérocycle C dans les

positions 2, 3.

» Dans la position 2 : le flavonoide est appelé Flavane.

> Si la position 4 de la flavane porte un groupement carbonyl, la flavane est appelé

Flavanone.
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> Si la liaison C2-C3 dans le squelette de la flavanone est insaturée le composé est
nommé Flavon

> Si le squelette est substitué en position 3 par un groupement hydroxyle, il est désigné
par le nom de Flavonol.

» Dans la position 3 : le flavonoide est désigné par le terme Isoflavane (Bouakaz,
2006).

> Les flavan-3-ols et les flavan-3,4-diols sont souvent a I’origine des polymeéres

flavoniques appelés proanthocyanidols (Athamena, 2009).

flavanone R3' flavone

flavanonol . flavonol R3'
—~R4'

™~ R5'

flavan 3-ol isoflavone

—~R4'

R’

Figure.l.2.2. Structures des différentes classes de flavonoides
(Gamet et al., 1999).

-Chalcones :
Les chalcones sont caractérisées par la présence d'une chaine tri-carbonée linéaire qui relie

les deux cycles. Cette chaine contient une double liaison (Vermerris et Nicholson, 2006).
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-Aurones :

Les aurones sont des pigments jaunes presents dans les fleurs, issus de la cyclisation des
chalcones par la formation d'un hétérocycle de cing carbones (Vermerris et Nicholson,
2006).

o~ _~OH
H HO
HO. o~ _OH A -~ ™~ ///'\
-1 JF T
:-:h"-':_--"’---"~ _],-’-- o \\’
[
OH O I
OH
Chalcones AUrones

Figure.l.2.3. Chalcones et Aurones (Vermerris et Nicholeson, 2006)

1.2.4.0rigine biosynthétique :

Les flavonoides possédent tous le méme élément structural de base, car ils dérivent d’une
origine biosynthétique commune. Le cycle A est formé a partir de trois molécules de
malonyl-coenzyme A (malonyl-CoA), issues du métabolisme du glucose. Les cycles B et C
proviennent eux aussi du métabolisme du glucose, mais par la voie du shikimate via la
phénylalanine qui est convertie en p-coumarate puis en p-coumaroyl-CoA.Le p-coumaroyl-
CoA et les 3 malonyl-CoA se condensent en une seule étape enzymatique pour former une
chalcone, 1a 4, 2°,4°, 6’-tétrahydroxychalcone (réaction catalysée par la chalcone synthétase).
Le cycle C se forme par cyclisation de la chalcone, réaction catalysée par la chalcone-
isomérase qui induit une fermeture stéréospécifique du cycle conduisant a une seule
flavanone : la naringénine. Ce cycle s’hydrate ensuite pour former les différentes classes de
flavonoides (Lhuillier, 2007).

Des étapes ultérieures surtout de glycosylation et acylation aménent les flavonoides a la
forme définitive dans laquelle elles se trouvent in vivo (Bouakaz, 2006).

1.2.5.Propriétés botaniques :

Sur le plan cellulaire, les flavonoides sont synthétisés dans les chloroplastes, puis ils migrent
et se dissolvent dans les vacuoles. lls interviennent comme constituants des chromoplastes
(Lahlah, 2008). La plante fabrique des flavonoides pour se protéger de 1’oxydation et c’est le

rayonnement solaire qui stimule cette réaction. Plus 1’ensoleillement augmente, plus les

10
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teneurs en flavonoides augmentent, surtout dans les parties les plus exposées. Ils servent
¢galement a attirer ’attention des insectes pollinisateurs, ou au contraire a dessiner des
formes pour éloigner les prédateurs, certains flavonoides sont mémes toxiques pour les
insectes (Lahlah, 2008)

l Hydrates de carbone l

Phénylalanine ———— 4-Coumaroy-CoA AcétylCoA

MalonyvICoA 4J

Chalcone synthetase + réductase

Chalcone synthetase

4 :2" 4" i6'-tétrahydroxyghalcone 4 :2" s -trihyvdroxychalcone

CHALCONE
Chalcone
1SOIMerase

Chalcone

1SOIMETase

OH

Y k J

S-désoxyllavanone

Flavanone

FLAVANONE

oo
P .

FLAVONE | © |
O, \

Dihyvdroflavonol O

Difwvdrofiavonol réductase

Flavornol svrthétase

FLAVONOL

Q 3 4 dihydroxyflavane et 3 hydroxylavane
(PROANTHOCY ANIDINES) (CATECHOLS)

e L

ANTHOCY ANES TANINS CONDENSES

@]

OH

Figure.l.2.4. Voie de biosynthese des flavonoides (Milane, 2004).

11



Partie | Partie bibliographique

1.2.6. Propriétés Physico-Chimiques des flavonoides :

1.2.6.1.Solubilité et extraction :

Les génines sont pour la plupart, solubles dans les solvants organiques apolaires. Les
hétérosides peuvent étre extraits, le plus souvent a chaud, par de I'acétone ou par des alcools
additionnés d'eau. Il est possible de procéder ensuite a une évaporation sous vide et lorsque le
milieu ne contient plus que de I'eau, de mettre en ceuvre une série d'extractions liquide-liquide
par des solvants non miscibles a I'eau (Athamena, 2009). Si les aglycones sont les cibles, une
hydrolyse chimique est habituellement effectuée avec de l'acide chlorhydrique ou 1’acide
formique a des températures élevées, I'hydrolyse enzymatique est également employée.
(Rijke et al., 2006).

1.2.6.2.Dosage des flavonoides :

Les méthodes de dosage classiques sont le plus souvent, colorimétriques ou
spectrophotométriques. L’ HPLC offre maintenant la possibilité d'une estimation rapide et

précise de tous les flavonoides (Athamena, 2009).

12
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1.3. Propriétés biologiques des flavonoides

1.3.1.Activite anti-oxydante :

Les flavonoides ont été découverts dans les années 30 par Albert Szent-Gyorgyi, en tant que
des composés avec l'activité anti-oxydante prononcée (Hodeket al., 2002).

Les flavonoides expriment les propriétés anti-oxydantes par :

-Le piégeage direct des espéces réactives de 1’oxygene (ERO)

-La suppression de la formation des ERO par I’inhibition de quelques enzymes ou par
chélation des ions métalliques, impliqués dans leur production

-La protection des systémes de défense antioxydants de 1’organisme (Boudiaf, 2006).

Les flavonoides forment 1’une des plus importantes familles de molécules ayant des activités
antioxydantes, une caractéristique associée a la présence dans leur structure de groupes
hydroxyles liés a des noyaux aromatiques. La quercétine est un puissant antioxydant dont la
grande réactivité peut étre liée a la présence d’un groupe hydroxyle dans le cycle carboné. Ce

groupe peut réagir selon :

Re + XOH — RH + XO-

En effet, la xanthine oxydase, une source biologique importante du radical superoxyde est
inhibée par plusieurs flavonoides comme la chrysine, la quercétine et le kampferol (Nagao et
al., 1999). D'autres études ont montré que les flavonoides sont aussi de bons inhibiteurs
d'autres enzymes responsables de la production des radicaux libres comme la cyclooxygenase
et la lipooxygenase(Cho et al., 2004; Manthey et al., 2000; Midleton et al., 2000).

Les flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques (Morris,
1995). Les études menéessur la chélation du fer par certains flavonoides, ont pu ressortir les

sites potentiels pour la chélation des ions métalliques (Heim et al., 2002).
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Figure.l.3.1. Les flavonoides et leurs sites proposes pour la chélation des ions métalliques
(Pietta, 2000).
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1.3.2.Activiteé anti-inflammatoire :

Une étude portée sur ’astragaline, la fisetine, le kaempferol, la myricétine, la quercétine et la
rutine, sur les réactions inflammatoires allergiques induites par les mastocytes a permis de
constater que toutes ces molécules, hormis [’astragaline, inhibaient la sécrétion de
I’histamine. Les cinq flavonoides actifs ont également inhibé la hausse du taux de calcium
intracellulaire, (Park et al., 2008).

L’analyse de I’expression des genes et de la sécrétion de plusieurs cytokines dans des
mastocytes humains (cellules HMC-1) a révélé que la fisetine, la quercétine et la rutine
diminuaient 1’expression et la production du TNF-a, de I’IL-1-B, de I’'IL-6 et de I’IL-8. La
myricétine, quant a elle, a diminué celles du TNF-a et de I’IL-6 mais pas celles de I’IL-1-f ou
de I’IL-8. Enfin la fisetine, la myricétine et la rutine ont supprimé 1’activation de NF-kappaB
(Park et al., 2008).

La présence de flavonoides dans les différentes parties de Pistacia lentiscus lui confere cette
activité anti-inflammatoire, cela par 1’inhibition d’importantes enzymes de régulation. En
effet, certains flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la production des prostaglandines,
des molécules pro-inflammatoires tres actives. Cet effet serait d0 a la réduction du
métabolisme de 1’acide arachidonique par [D’inhibition de la lipooxygénase, de la
cyclooxygénase et de la phospholipase A2 (Manthey, 2000 ; Bozorgi et al., 2013)

Des recherches récentes ont démontré que les flavonoides, notamment les flavonols du cacao,
peuvent prévenir la douleur musculaire en accélérant la réparation des tissus au niveau
moléculaire. De maniére spécifique, ils éliminent la synthése de 1’oxyde nitrique, déclencheur
chimique de I’inflammation. Il a été également démontré que d’autres flavonoides inhibaient
la sécrétion des mastocytes impliqués dans les phénomeénes inflammatoires (Fleuriet et al.,
2005).

1.3.3.Activité antimicrobienne :

L’activité antimicrobienne et donc anti-infectieuse des flavonoides a été démontrée par de
nombreuse études. Les flavonoides accélerent le processus de destruction des agents
pathogenes en améliorant la capacité des macrophages a les neutraliser. (Fleuriet et al.,
2005).

1.3.3.1. Activité antibactérienne :

Les flavonoides ont une activité antibactérienne trés vaste et trés diversifiée. En effet, ils
s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensité différente selon le
microorganisme et I’écosystéme dans lequel il se trouve : les flavonoides sont capables

d’inhiber la croissance de différents types de bactéries : Staphylococcus aureus (Babayi et

14
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al., 2004), Escherichia coli (Ulanowskaet al., 2006), Enterococcus feacalis, Enterobacter
cloaceae, Heliotropium sinuatum, Proteus mirabilis ... etc. (Didrak,1999 ; Modak, 2001 ;
Okigbo et al., 2005).

Chaque composé agit spécifiquement sur un ou plusieurs germes. Exemple : sur plusieurs
bactéries testées 1’apigénine n’a montré une faible activité que contre Staphylococcus aureus,
toutes les autres ont été fort sensibles a ce flavonoide. Au contraire, la galangine n’a donné
une activité que sur Staphylococcus aureus ; les autres microorganismes se sont avéres
résistants contre cette molécule (Basile et al., 1999 ; Cushnie et al., 2003 ; Martiniet al.,
2004).

Bien que le mécanisme d’action des flavonoides sur les microorganismes demeure encore
imprécis, certaines études ont commencé a donner un début d’explication de leur activité
antibactérienne en citant des exemples bien explicites ; comme celui de la quercétine censée
agir sur I’ADN gyrase d’Escherichia coli (Dadi et al., 2009).

Des travaux récents ont mis en évidence la richesse de Sebastiania chamaelea en composés
polyphénoliques, notamment en flavonoides, tres probablement responsables de la meilleure
activité antibactérienne de son extrait éthanolique contre S. aureus. Ces résultats peuvent
justifier ’emploi traditionnel de la plante dans le traitement de certaines maladies d’origine
bactérienne (Mamadou et al., 2014)

1.3.3.2. Activité antifongique :

Comme la majorité des polyphénols, les flavonoides ont une activité antifongique trés
puissante. L’une des études les plus importantes sur cette activité était celle d’Ortuno et al.
(2006), qui ont démontré 1’activité des flavanones glycosides et des polyméthoxyflavones
extraites de Cirtus parasidiet de Cirtus sinensissur Penicillium digitatum. En effet, la
naringinine, 1’hespéridine, la nobilétine, la simensetine et la tangerétine extraites de ces deux
especes de Cirtus servent a protéger ces dernieres contre les attaques de Penicillium
digitatum (Ortuno et al., 2006).

Dans leur etude sur les flavonoides de Conyzaaegyptica L, Batawita et al. (2002), ont aussi
démontré que ces molécules avaient une action fongicide et fongistatique sur différents
agents de mycoses : Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
mentagrophytes et Candida zeylanoides (Kuster et al., 2009).

1.3.3.3. Activité antivirale :

Les flavonoides sont aussi connus pour leur activité antivirale, principalement contre le

rétrovirus HIV responsable du symptome d’immunodéficience acquise (SIDA), le virus
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d’influenza, le virus de I’herpes (HV), I’adénovirus (ADV) et le virus de la grippe A
(A/WS/33) (Spedding et al., 1989 ; Choi et al ., 2009).

Certains chercheurs (Spedding et al., 1989) ont d’abord suggéré que ces polyphénols
agissaient comme inhibiteurs de la transcriptase et/ou la transcriptase reverse de 1’agent viral
et de ’ADN et I’ARN polymérases de la cellule hote ; bloguant ainsi tout le processus
infectieux. D’autres travaux plus récents ont ensuite démontré que les flavonoides inhibaient
plus exactement la synthése de I’ARNm viral (Choi et al., 2009). Ceci, impliquait que les
flavonoides n’intervenaient pas dans 1’absorption des agents viraux, mais plutot a un stade
plus avancé impliqué dans la réplication virale.

1.3.4.Autres propriétés :

La principale propriété initialement reconnue aux flavonoides est d'étre "veino-actifs", c’est-
a-dire capables de diminuer la perméabilité des capillaires sanguins et de renforcer leur
résistance (Athamena, 1999).

En effet, les flavonoides sont aussi connus pour avoir un rble préventif contre la
cardiotoxicité, leur inhibition de la peroxydation lipidique et leur capacité a prévenir
différentes atteintes hématologiques, une activité antidiarrhéique, une activité anti tumorale,
Activité cardioprotectrice, la protection des neurones et la protection oculaire.de méme les
flavonoides ont déja été utilisés pour le traitement des cataractes d’origine diabétique du fait
qu’ils inhibent 1’aldose réductase (Akroum, 2010).

1.3.5. Effet sur la viabilité cellulaire :

Beaucoup d'études publiées décrivent que les polyphénols n'affectent pas négativement la
viabilité cellulaire. Par exemple, I’extrait de fraise riche en polyphénol, étudi¢ par Giampieri
et al. (2014). Le traitement avec la catéchine due a une augmentation de la viabilité et
diminution de l'apoptose et de la prolifération des cellules endothéliales et cellules
musculaires lisses vasculaires in vitro (Negrao et al., 2013). Chamcheu et al. (2013) ont
démontré que la delphinidine améliorait de maniére significative la différenciation des NHEK

par les keratinocytes, mais n'induisait pas leur apoptose.

Une étude portée sur l'effetd'un extrait de myrtille riche en anthocyanes sur des cellules de
rétine humaine, a montré que la myrtille augmente la viabilité cellulaire, diminue le stress
oxydant et I’apoptose mitochondriale (Dutot et al., 2008).

1.3.6.Effets sur la peau :

Avec les phaneéres, la peau est aussi la barriére, I'enveloppe la plus périphérique de I'étre

humain, et a un important réle protecteur contre les agents agressifs.
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Méme s'il ne s'agit pas de pathologie au vrai sens du mot, les anomalies cosmétologiques
surviennent par des processus biologiques qui détériorent les structures normales. Les

éléments de détérioration sont en général physiologiques :

-vieillissement normal du sujet et de sa peau

-déshydratation épidermodermique

- modification du film hydrolipidique

-exagération ou modification des sécrétions et structures de la peau
-dégradation des structures collagéneuses, d'élastine ou musculaires.

Participent aussi a ces phénomenes des éléments naturels : soleil, vent, eau, sel, pollution.

Ces modifications entrainent les anomalies que nous connaissons sous les termes :

-peau sénile ; peau déshydratée, peau seche ; peau grasse, peau mixte, peau irritée, peau

nerveuse, peau atone, peau postacnéique ;
-cellulite, lipodystrophie et culotte de cheval », vergetures, cernes, rides ; mais aussi : chute

de cheveux, cheveux détériorés (Goetz et Busser, 2007)

UVIIAKBSB

psychisme maladies f tabac .
/ climat

facteurs alimentation

AN« ’
de I'environnement

dermato
hygiéne

' viecillesse

Vieillissement
de la peau

Moisturings collagene

impermdcabilité

Factor J FHL
la pecau » - - CO ‘. 7
P Vascularisation g~
MsOenos
thermo / derme Elasticité »
régulation épiderme Hyaluronidase

Hydratation
kératinocvites

Figuere.l.3.2. Les divers facteurs responsables du vieillissement de la peau (Goetz, 2005)
1.3.6.1. Protection contre les dommages de ’UV :

Un grand nombre d'études décrivent les effets des extraits polyphénoliques sur les cellules

humaines et les cellules irradiées par les UV. Le prétraitement des kératinocytes HaCaT avec
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des polyphénols ou des extraits phénoliques conduit a une diminution de la formation de
ERO intracellulaires, induite par les UVB ou le peroxyde d'hydrogéne, et une prévention des
dommages de I’ADN (Cha et al.,2014)

Le traitement des fibroblastes dermaux humains normaux (NHDF) avec un extrait de
polyphénol avant irradiation par les UV a conduit & une régulation de la libération de MMP-1
et de MMP-3 induite par les UV et de I'expression genique de I'hyaluronidase 2 ; la viabilité

de la NHDF a également été améliorée grace a l'extrait (Ruszova et al., 2013)
1.3.6.2.Effet antityrosinase :

Parmi les avancées récentes de la recherche en dermocosmétologie, on compte les plantes qui
ont un effet sur la tyrosinase. Cette enzyme, présente dans la peau humaine et dans les tissus
végétaux, est responsable de la formation de taches brun rougeéatre sur la peau. Son inhibition
unifie le teint. Les extraits de Rumex sont capables d'inhiber la tyrosinase.

D'autres substances ont des principes actifs antityrosinase. L'acide férulique est
unantioxydant et un stimulant de la protection contre les UVB. L'arbutine est un inhibiteur

compétitif de la tyrosinase aux propriétés éclaircissantes (Goetz et Busser, 2007).

L'extrait de murier blanc (Morus alba, variété japonaise) a des constituants essentiels qui sont
des triterpenoides et des dérivés de phénylflavones. Il a un effet anti-inflammatoire et un effet

inhibiteur de la tyrosinase (Goetz et Busser, 2007).

1.3.6.3. Activité anti collagénase et anti elastase :

Les extraits phénoliques inhibent I'activité des protéinases, qui catalysent la dégradation des
protéines de la peau, telles que le collagéne et I'élastine. Le collagéne dans le derme est
responsable de la fermeté et les fibres d'élastine donnent I'élasticité. Une formation excessive
de ROS provoque I'expression de la collagénase (MMP-1) et de I'€lastase, entrainant a une

dégradation accelérée des protéines correspondantes (Zillich et al., 2015)

Thring et al. (2009) ont testé I’activité anti-collagénase, anti-élastase et antioxydante de 21
extraits de plantes et les ont mis en corrélation avec les contenu phénolique total. L'extrait de

the blanc a montré la plus haute activité inhibitrice.

1.3.6.4. Activité anti vieillissement (anti ride) :
L'efficacité clinique et cosmétique du ginkgo (Ginkgo biloba), d’un mélange de thé, de

rooibos (Camélia sinensis et Aspalathus linearis) et de soja (Glycine soja)a été testé. La
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formulation de gingko s’est révélée plus stable que les formules contenants le mélange de thé
et rooibos et le soja. Les efficacités cliniques de la formule ginkgo et de la formule contenant
le mélange de thé et rooibos ont ét¢ Comparées apres 28 jours d’application. La préparation
ginkgo a augmenté I’hydratation cutanée de 27.88% et la douceur de la peau de 4.32%, tandis
que la rugosité a été réduite de 0.4% ainsi que les rides de4.63%. La formule contenant le
mélange thé et rooibos a montré la meilleure efficacité sur la réduction de ride (9.9%). En
comparaison la formule ginkgo a augmenté de facon significative, I’hydratation cutanée face
a la formule contenant le mélange thé et rooibos. (Chuarienthong et al., 2010).

Les polyphénols participent a la lutte contre le vieillissement cutané en tant que molécules
anti radicalaires ou en tant que protecteurs de protéines de dégradation des protéines de
structure de la peau comme I'élastine et le collagéne (Lahlah, 2008).

1.3.7. Effets sur les cheveux :
1.3.7.1. Effet anti pellicule :

Aujourd'hui, plus de la moitié des populations du monde souffrent de pellicules (Sahraie-
Rad et al., 2015) Les pellicules se caractérisent par une hyperprolifération de I'épiderme du
cuir chevelu accompagnée de démangeaisons et de rougeurs (Chhavi et al., 2011). On pense
que le mécanisme pelliculaire est le résultat de l'activité d'une enzyme appelée lipase. Le
Malassezia fungus (cause des pellicules) utilise cette enzyme pour décomposer le sébum en
acide oléique (acides gras libres pro-inflammatoires). (Ravichandran et al., 2004).

En outre, cet acide gras pénétre dans la couche supérieure du cuir chevelu et provogue une
inflammation et une desquamation accrue des cellules de la peau chez les personnes sensibles
(Ravichandran et al., 2004 ; Cornah et al., 1988).

Comme les thérapies actuelles ne peuvent pas éliminer completement les pellicules, bien
qu'ils aient de nombreux effets secondaires, les extraits de plantes médicinales ayant un grand
impact comme antipelliculaire et anti-démangeaisons (Sahraie-Rad et al., 2015).

Une étude a été menée par Ravichandran et al. (2004)sur 35 patients, diagnostiques comme
souffrant de pellicules de forme modérée a sévére, pour examiner un «shampooing
antipelliculaire» qu’est une formulation polyherbalcontenant des extraits de Rosmarinus
officinalis, de Vetiveria zizanioides, de Nigella sativa, de Santalum album, de Ficus
bengalensis, de Citrus limon et de I'huile de Melaleuca leucodendron. Cette étude avait pour
but d'évaluer I'efficacité clinique du «shampooing antipelliculaire» dans la gestion des
pellicules. Cette étude a montré une réduction significative des scores moyens des

démangeaisons et des squames blanches des pellicules.
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Autre étude a été menée par Sahraie-Rad et al. (2014), dans cette étude, les extraits de
Punica granatum L, Rosmarinus officinalis L, Matricaria chamomilla L, Urtica dioica L,
Mentha piperita L, et Salvia officinalis L. avec du Pirocton Olamine et du Zinc-PCA ont été
testés sur 30 patients avec des pellicules sur les cheveux dans sur une durée de deux mois.
Les pellicules chroniques de 15 patients ont été fortement éliminées au cours de la deuxiéme
semaine, 12 autres patients souffrant de pellicules ont été retirés aprés 28 jours, tandis que les
patients restants ont exprimé leur satisfaction a la fin de la cinquiéme semaine.

Pour résumer, les extraits de plantes sont des composés qui améliorent I’effet antipelliculaire,
anti-démangeaisons et des effets anti-inflammatoires (bloque les enzymes cyclooxygénases
impliquées dans la synthése des prostaglandines et inhibent la formation de leucotrienes pour
prévenir les rougeurs) et inhibent probablement les effets secondaires indésirables des
produits chimiques (Sahraie-Rad et al., 2015).

1.3.7.2. Effet anti-chute des cheveux :

L’alopécie androgénétique (AGA) et I’alopécie areata (AA) sont des formes communes de
perte de cheveux. AGA est causée par l'augmentation de la sensibilité des follicules du cuir
chevelu a la dihydrotestostérone (DHT), alors que AA est induit par une réaction auto-
immune (Meidan et Touitou, 2001).

Différentes drogues synthétiques sont disponibles pour la perte de cheveux qui ne traitent pas
la pathologie en permanence et présentent également plusieurs effets secondaires. Il y a des
effets dermatologiques indésirables associés aux drogues synthétiques telles que la
sécheresse, et démangeaisons du cuir chevelu, pellicules, irritation locale et dermatite
(Spindler, 1988), donc la thérapie avec des drogues synthétiques sont devenues discutables
en raison de son manque occasionnel d'efficacité, de sécurité et leurs effets indesirables
potentiels.(Hermanl et Andrzej, 2017).

Il existe des herbes et leurs constituants actifs qui sont capables de bloquer I'action anti-
croissance des cheveux, de DHT ou réduire la synthése de DHT via l'inhibiteur de I’activité
de Sa-réductase. L'inhibition de l'activité de la Sa-réductase est assurée par les flavonoides
naturels (myricétine, quercétine, baicaléine, fisétine, biochanine, daidzéine, genistéine,
kaempférol) et composés polyphénoliques (alizarine, anthrarobine, gossypol,acide
nordihydroguaiarétique, ester phénéthylique de I'acide caféique, octates et gallates de
dodécyle) (Hiipakka et al., 2002).

Asili et al., (2012) montrent que I'extrait méthanolique des feuilles de Platycladus orientalis

riches en flavonoides et diterpenes ont montré un effet inhibiteur de la 5a-réductase et
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peuvent étre utilisé dans le traitement des maladies comme [I'hirsutisme et la calvitie

androgéne.

1.3.7.3. Effet sur -la croissance des cheveux :

La croissance des cheveux est contr6lée par un cycle répétitif unique composé de phases
anageéne, catagéne et télogene (Stenn et Paus, 2001) Les cellules de la papille dermique
(DPC), sont un groupe de fibroblastes spécialisés dans le bulbe du follicule pileux, avoir une
fonction essentielle dans le contréle de la croissance des cheveux non seulement dans le cycle
normal des cheveux mais aussi dans le pathogenése de certaines conditions, par exemple chez
alopécie androgénétique (Inui et al.,2003).

Récemment, divers extraits de plantes ont été brevetés pour la croissance des cheveux ou des
produits toniques pour les cheveux, et pour la prévention de lI'alopécie. Les brevets prétendent
que les effets sont dus a la stimulation du follicule pileux ou le métabolisme du cuir chevelu,
peut-étre dd a une accélération de la circulation sanguine, activation de la papille dermique, et
nutrition accrue des follicules pileux par un flux sanguin accéléré, mais les mécanismes ne

sont pas encore clairs (Kwon et al., 2007).

EGCG (epigallocatechin-3-gallate) extrait de thé vert a été rapporté avoir un effet stimulant
sur la croissance des cellules normales (Hsu et al., 2003). L'EGCG favorise la survie des
kératinocytes humains et inhibe I'apoptose induite par la lumiere ultraviolette (Chung et al.,
2003).

L’EGCG a induit la prolifération de DPC humains cultivés éventuellement par I'activation
des voies Erk et Akt. Le role de la signalisation de voie Erk dans la mitogenese et la
croissance cellulaire ont été bien établi ; (Robinson et Cobb, 1997 ; Xia et al., 1995). c'est
également possible que I'activation de la voie Akt par EGCG est impliqué dans la régulation
de la survie des DPC (Kwon et al., 2007).

Récemment, il a été signalé que I'EGCG pourrait étre utile pour la prévention ou le traitement
de l'alopécie androgénétique en inhibant selectivement l'activit¢ de la 5a-réductase ;
(Hiipakka et al., 2002). Donc I'EGCG stimule la croissance des cheveux humains via son
effets prolifératif et anti-apoptotique sur les DPC et il peut aussi prolonger I'étape

anagene (Kwonet al., 2007).

Il a été découvert que les proanthocyanidines extraites a partir de pépins de raisin favorisent

la prolifération des cellules du follicule pileux in vitro et qu'ils possedent une activité
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remarquable de conversion du cycle des cheveux de la phase télogene a la phase anagene in
vivo (Takahashiet al., 1998).
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1. Matériel et méthodes

11.1. Matériel
11.1.1. Matériel végetal

Le matériel végétal utilisé au cours de cette étude est le thé vert (Camellia sinensis), que nous

avons acheté chez un herboriste a 1’ Anasser wilaya de Bordj Bou Arreridj (BBA).

l

Feuille de Thé vert Poudre de Thé vert

Figure .11.1: Le Thé vert (Camellia sinensis)
11.1.2.Microorganismes utilisés :
Les souches bactériennes utilisées dans 1’essai antibactérien sont des souches pathogenes :
Bactéries a Gram - : Escherichia coli et Pseudomonas sp.
Bactéries a Gram+ : Staphylococcus aureus.

Les champignons (pathogenes) utilisé sont: fusarium oxysporum, aspergillus niger et

alternaria sp.
11.1.3. Produits chimiques et réactifs :

Les produits chimiques et les réactifs utilisés dans la présente étude sont d'ordre analytique,
dont les principaux sont : I'éthanol, le méthanol, la quercétine, le chlorure d’aluminium
(AICI3), I'éther de petrole, 1’éther diéthylique, l'acétate d’éthyle, le n-butanol, le DPPH,
K2HPO4, KH2POy4, le Nacl, le DMF, le milieu PDA et la gélose nutritive.

Nous décrivons dans ce qui suit l'utilisation et le rdle de chaque produit dans la présente étude
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11.2.Méthodes :
11.2.1. Préparation de la poudre végétale :

Les feuilles de thé vert ont été broyées a ’aide d’un mixeur électrique et tamisées afin
d'obtenir une poudre homogéne avec une granulométrie la plus faible possible. Cette poudre

est ensuite conservée dans un bocal en verre fermé.

11.2.2.Extraction au méthanol des composés phénoliques :
L’extraction des composés phénoliques a partir de la poudre de thé vert, a été réalisée par
macération au méthanol a 50% selon la procédure décrite par Tawaha et al., (2007). La

méthode d’extraction est illustrée dans le diagramme suivant :

10 g de poudre de thé vert

«—— | 100ml deméthanol a 50%

&—— | Homogenéisation pendant 30 min

Agitatenr

. «——| Incubation 3 température ambiante pendant 24h sous
Magnétique

agitation

€| Centrifugation i 3000 rpm /10 mn

Centrifugation

Figure 11.2 : Protocole d’extraction des composés phénoliques (Tawaha et al ., 2007).

11.2.3. Dosage des flavonoides :

La détermination quantitative des flavonoides telle que de I’extrait méthanolique du thé vert a
été réalisee par une méthode colorimeétrique décrite par Dejdanne et al. (2006). La méthode
colorimétrique de dosage des flavonoides repose sur la capacité de ces composés a former des
complexes chromogenes avec le chlorure d’aluminium (AIClz), qui donne a la solution une
coloration jaunatre dont I’absorption maximal est a une longueur d’onde de 448 nm, contre un
témoin préparé dans les mémes conditions et ne contenant pas I’extrait de thé vert. Le

protocole de dosage est presenté dans le diagramme suivant :
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1 ml d’extrait (1mg/ml de méthanol)

}

+1ml d’AlCl:a 2%

!

Agitation puis incubation a I’ obscurité pendant 10 mn a température

ambiante

l

Lire I’absorbance a 448 nm

Figure.ll. 03 : Protocol de dosage des flavonoides (Dejdanne et al ., 2006).

La concentration des flavonoides présents dans 1’extrais est déduite a partir d’une gamme
d’étalonnage, établie dans les mémes conditions avec la quercétine et est exprimée en mg

équivalent de quercétine par gramme de matiére séche (mg EQ/g de matiere végétale).

11.2.4.Extraction des flavonoides par macération dans le méthanol aqueux (extraction

solide/liquide) :
-Macération au méthanol aqueux.

La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser séjourner la
matiere végétale dans le méthanol aqueux pour extraire les principes actifs. Cette méthode
d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Hamia et al. (2014).10g de matiere
végétale ont été mis en contact direct avec le méthanol a 70% (v/v) a une température
ambiante  pendant 24 heures, ensuite I'extrait brute obtenu est filtré a 1’aide de papier
Wathman. Cette procédure a été répétée trois fois afin d'atteindre un meilleur rendement
d'extraction. Les macéras hydro-alcooliques de 3 jours sont ensuite placés dans le méme

récipient, et la solution ainsi obtenue a été évaporé a l'aide d'un évaporateur rotatif.
- Traitement par I’éther de pétrole :

Avant I’extraction des différents flavonoides, la phase aqueuse obtenue apres évaporation a
été deébarrassées des cires, des lipides et de la chlorophylle par trois lavages successifs avec
I’éther de pétrole (Kebieche et al., 2011; Rihane et Benlahreche, 2013) (I'éther de pétrole
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permet de séparer les composé apolaires : les caroténoides, les pigments chlorophylliens et les

graisses).
Le protocole de cette phase d'extraction est le suivant :

Ajouter volume (1/3) d’éther de pétrole au volume de la phase aqueuse obtenue (v/v) ;
ensuite le mélange a été bien agité et laisser reposer aux moins 20minutes jusqu'a 1’obtention
de deux phases, une phase organique ou éther de pétrole (phase supérieur) et une phase
aqueuse (phase inferieur) ; La phase organique obtenue a été récupéré dans un récipient en
verre, et répéter la procédure trois fois ; ensuite 50 ml de la phase aqueuse obtenue sont placée
dans une ampoule a décanter afin de lui faire subir un traitement par des solvants de polarité

croissante (éther d’éthylique, acétate d’éthyle et n-butanol).

-Traitement par I’éther diéthylique
Cette phase a été réalisée avec 1’éther diéthylique qui permet d'extraire les aglycones.Le mode

opératoire de cette phase est décrit comme suit : (Rihane et Benlahreche, 2013)

50 ml de la phase aqueuse (v/v) a été ajouté aux 1/3 ml d’éther diéthylique ; ensuite le
mélange a été bien agité et laisser reposer au moins 20 minute jusqu'a I’obtention de deux
phases, une phase organique ou éther diéthylique (phase inferieur) et une phase aqueuse
(phase supérieur) ; cette procédure a été répétée trois fois et la phase organique ainsi obtenue

a été évaporé a l'aide d'un évaporateur rotatif.

- Traitement par ’acétate d’éthyle

Cette phase a été réalisée par I’acétate d’éthyle, dont le protocole est identique au précédent..
Dans ce cas, la phase aqueuse utilisée est celle qui a été obtenue a partir de la phase éther
diéthylique et la phase organique obtenue a la fin de cette phase a été évaporeé a l'aide d'un
évaporateur rotatif (T°= 50°C).Nous rappelons que cette phase permet d’extraire les
monoglycosides et partiellement les diglycosides.

- Traitement par le n-butanol

De méme, le traitement par le n-butanol a été effectué selon le méme protocole précedent. La
phase aqueuse utilisée est celle qui a été obtenue a partir de la phase d’acétate d’éthyle et la
phase organique a été évaporé également au rotavapeur (T°=50°C).Cette phase permet

d’extraire le reste de di-glycoside et le tri-glycoside.
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Matiere végétale (10 g)

]

Macération (méthanol aqueux,
24h 3fois successivement)

l

Solution méthanolique

!

Evaporation (40c°®)

U

Phase aqueuse

4

Traitement par I’éther de pétrole

4

Phase agueuse (Polyphénols et
flavonoides)

!

Extraction des flavonoides

Ether diéthylique

Acétate d’éthyle

Mise en évidence

l

Activités biologiques

Figure .11.4: Etapes d’extraction des flavonoides (Rihane et Benlahreche, 2013)
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11.2.5. Activités biologiques
11.2.5.1. Activité anti hémolytique
11.2.5.1.1.Echantillons de sang humain

Des échantillons de sang frais ont été récupérés dans des tubes héparini, a partir du
laboratoire d’analyses médicales du centre polyclinique de la région de Medjana, ou la prise
de sang a ¢été effectuée, sur des volontaires n’ayant pas pris de médicaments anti-
inflammatoires, durant les deux derniéres semaines avant le prélevement.

11.2.5.1.2.Préparation des globules rouges

Les échantillons de sang récupérés ont été centrifugés a 3000 rpm, pendant 10 min. Le
surnageant est, par la suite éliminé et le culot de globules rouges a été lavé trois fois avec de,
I’eau physiologique, jusqu’a I’obtention d’un surnageant clair, en centrifugeant a chaque fois
a la vitesse 3000 rpm, pendant 5 min. Le volume de globules rouges a été mesuré afin de
préparer une suspension de 10 % (v/v) de hématocytes humains, avec de 1’eau physiologique.
11.2.5.1.3.Evaluation de la toxicité de I’extrait de thé vert vis-a-vis des globules rouges
Avant d’entreprendre le test de I’activité anti-hémolytique de I’extrait du thé vert, un test de
toxicité est necessaire, afin de déterminer les concentrations a utiliser. En effet, 1.6 mL de
différentes concentrations d’extrait a tester, ainsi que la quercétine, prise comme molécule de
référence (Romani et al ., 2002), ont été mélangés avec 0.4 mL de la suspension de globules
rouges a 10 %. Le mélange a été incubé a 37 °C pendant 30 min, puis centrifugé a 3000 rpm
pendant 10 min. L’absorbance du surnageant a été effectuée a 560 nm, a I’aide d’un
spectrophotometre. Dans les mémes conditions et les mémes démarches expérimentales, un
contrdle incluant 0.4 mL de la suspension de globules rouges et 1.6 mL d’eau physiologique
ou de I’eau distilléa la place de I’extrait, a été préparé pour vérifier I’état des globules rouges
ou le 100 % d’hémolyse, respectivement.

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé comme suit :
% d’hémolyse = ((Ac - At) /Ac) * 100 (Shobana et Vidhya, 2016).
At : absorbance de 1’échantillon du test Ac : absorbance de control (100 % d’hémolyse)

11.2.5.1.4. Evaluation de P’effet de thé vert sur la stabilisation de la membrane des

globules rouges
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Le test se base sur I’effet des extraits de la plante étudiée sur la stabilisation des érythrocytes,
aprés induction de I’hémolyse par une solution hypotonique associée a une température

élevée, selon le protocole de (GaneshGadamsetty et al., 2013).

Dans des tubes a hémolyse, 0.5 mL d’extrait de thé vert, 1.5 mL du tampon phosphate (0.15
M, pH 7.4) et 2 mL de la solution hyposaline ont été mélangés et incubés a 37 °C pendant 20
min. Par la suite, un volume de 0.5 mL de la suspension des érythrocytes (10 %) a été rajouté
pour chaque tube, suivi d’une incubation a 56 °C pendant 30 min. Ensuite centrifugés a 3000
rpm pendant 5 min. La lecture d’absorbance du surnageant est faite a 560 nm a ’aide d’un
spectrophotometre dont le contrdle consiste en un mélange de 2 ml de la solution hyposaline,
2 ml du tampon PBS, 0.5 mL de la suspension de globules rouges et 0.5 ml d’eau
physiologique. Le diclofenac est utilisé comme molécule de traitement anti-inflammatoire,
avec les mémes concentrations que ’extrait.

Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon 1’équation suivante :
% d’inhibition de I’hémolyse = 1-[(At —Ac) / At] * 100
Ac : absorbance de control At : absorbance de 1’échantillon (test)
11.2.5.2.Activité anti-oxydante
Test au DPPH:
Principe :

Dans le test du DPPH, les antioxydants réduisent le radical DPPH (2,2'-diphenyle-1-picryl
hydrazyl) ayant une couleur violette en un composé jaune (2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine)
dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants

présents dans le milieu & donner des protons (Sanchez-Moreno, 2002).

+ Antioxvdant-OH

DFPH (violet) DPPHH (jauns)

Figure 11.5 : Réaction de test DPPH (2.2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) (Congo, 2012).
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Une solution de DPPH est préparée par solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol. Un volume de 25 pL d’extraits est ajoute a 975 uLL de DPPH. Le mélange est laissé
a I’obscurité pendant 30 min et la décoloration par rapport au controle contenant uniquement
la solution de DPPH est mesurée a 517 nm contre un blanc de méthanol. Le contr6le contient
tous les réactifs a I’exception de 1’échantillon a tester qui est remplacé par un volume égal de

méthanol. L’activité anti-radicalaire est déterminée selon I’équation suivante :
Activite anti-radicalaire (%) = [(Ac —At) / Ac] x 100
Ac : Absorbance de controle. At : Absorbance de I’extrait testé.

La valeur EC50 (aussi appelée IC 50) définie comme étant la concentration du substrat qui

cause la perte de 50% de l'activité de DPPH (Congo, 2012) a été ensuite déterminée.
11.2.5.3.Activité anti microbienne

Afin d'évaluer l'activité microbienne de l'extrait du thé vert, plusieurs souches fongiques et

bactériennes ont été testées, dont les principales sont :

-Les souches fongiques : Fusarium oxysporum, Aspergillus niger et Alternaria sp
-Les souches bactériennes :

Bactéries a Gram - : Escherichia coli et Pseudomonas sp.

Bactéries a Gram+ : Staphylococcus aureus.

Le milieu de culture utilisé pour I’évaluation de I’activité anti fongique d’extraits de thé vert
est la gélose dextrosée a la pomme de terre (PDA), tandis que Le milieu de culture utilisé pour

I’évaluation de I’activité anti bactérienne est la gélose nutritive.

La technique des puits utilisée pour étudier la capacité d’une substance a exercer un effet anti
microbien est aussi appelée : la technique de dilution en gélose pour la détermination des

extraits actifs.

Selon le protocole décrit par Yollande (2009), des boites de Pétri contenant du PDA (pour les
champignons) et la gélose nutritive (pour les bactéries) sont ensemencées aseptiquement par
une suspension qui provient d’une culture jeune de champignons ou de bactéries
respectivement. L’ensemencement se fait par écouvillonnage. Apres le séchage des boites, la
gélose est perforée au centre a 1’aide de la partie supérieure d’une pipette Pasteur. Les cavités

ainsi formées sont remplies de la solution contenant I’extrait de thé a des concentrations
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differentes (environ 40 uL par puits). Des essais témoins sont effectués in vitro avec le DMF

pure vis-a-vis de chaque type de souche microbienne.

Les boites sont ensuite mises en incubation dans une étuve a 28°C pendant 72h pour les
champignons, et a 37°C pendant 24h pour les bactéries. L’action inhibitrice se manifeste par
la formation d’une auréole autour des puits. La lecture des résultats s’effectue par mesure des
diametres des zones d’inhibitions. Un produit est considéré actif, si le diamétre de la zone

d’inhibition est supérieur a § mm
11.2.6. Préparation de shampooing :

Le shampooing utilisé dans la présente étude a été fourni par un fabricant local en état semi-
fini, auquel nous avons rajouté I'extrait du thé vert et le sel de table afin d'obtenir le produit
désiré, dont le sel joue le réle de correcteur de viscosité.

La concentration de I'extrait dans la formulation du shampooing a été fixée a 0,3%. Le choix
de ce pourcentage est basé sur les travaux de Bentabet (2005) qui a montré que a cette
concentration, un shampooing a base de flavonoides permet d'atteindre une bonne activité anti

chute,anti pellicules et démangeaisons ...etc.

Les essais du shampooing a base d'extrait de flavonoides du thé vert et un shampooing témoin
ont été effectués sur 20 personnes volontaires ayant des problemes de santé des cheveux, sur

un délai de deux semaines.
Les personnes ayant testé le shampooing ont été divisé en 02 lots :
Lot 01 : les personnes choisis souffrent de problemes de pellicules et de démangeaison

Lot 02 : les éléments de ce lot souffrent de probleme de chute de cheveux.
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Résultats et discussion
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I11. Résultats et Discussion
I11.1. Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d'aluminium (AIClz)
en utilisant comme standard la quercétine, Une coloration jaunatre a été obtenue dont
I’intensité est proportionnelles a la concentration de 1’extrait de la plante ce qui confirme la

présence des flavonoides dans 1’extrait du the vert.

La teneur en flavonoides correspondantes dans 1’extrait a été calculé a partir de la courbe
d’étalonnage établic a I’aide de différentes concentrations de la quercétine, exprimée en

milligrammes d’équivalent quercétines par gramme de matiére végétale (figure.l11.01)

La teneur en flavonoides dans I’extrait de thé vert est : 2,18mg EQ /g de matiére végétale.
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Figure.ll11.1 : Courbe étalon préparée avec la quercétine

Les résultats obtenus montrent que le thé vert est trés riche en flavonoides

Ces résultats sont supérieurs a ceux trouvés par Ceyhun et al., ( 2017 )avec une valeur de
0.305mg EQ/ g MSet nettement inférieurs a ceux trouvés par d’autres auteurs (Nor et al.,
2013 ; Reza A et al., 2015) avec des valeurs respectives de 20,90 mg EQ/ g MS et 5.28mg
EQ/ g MS. En effet, ces chercheurs ont utilisé un procedé extractif différent de celui utilisé
dans le présent travail

Les études suggérent que l'origine géographique, la composition du sol, les différences dans la
composition des différentes feuilles, le moment de la récolte, les traitements post-récolte, et la
structure physique des differentes feuilles influencent probablement la composition du thé en
flavonoides. Contribuant également a cette variabilite, la sensibilité des composés du thé a

extraire aux différents solvants d’extraction (Lin, Y et al., 2003).
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111.2. Activité anti hemolytique :

111.2.1. Evaluation de la toxicité de I’extrait du thé vert vis-a-vis des globules rouges :

Camellia sinensis, comme toutes les plantes utilisées a des fins thérapeutiques,
peuvent a fortes doses présenter une menace pour la santé de I’homme. Pour déterminer ces

doses, un test de cytotoxicité a été réalisé sur les globules rouges humains.

Les résultats du test de cytotoxicité présentant les concentrations en hémoglobine
libérée en fonction des concentrations de quercétine et de 1’extrait du thé vert sont illustrés
dans les Figures 2 et 3.
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Figure 111.2 : Effet de la concentration en quercétine sur I’hémolyse des globules rouges

(LT, représentent I'écart type d'un essai en triplicata)

Ces résultats révelent que le traitement des globules rouges par des concentrations croissantes
en quercétine s’accompagne par 1’augmentation de la concentration en hémoglobine dans le
milieu extracellulaire.

A de faibles concentrations (200 pg/mL), cette molécule de référence présente un taux faible
en hémoglobine. Cette derni¢re augmente avec l’augmentation de la concentration en
quercétine ce qui signifierait une hémolyse importante. Cependant, d’aprés une étude

réalisée récemment une nouvelle approche a été proposée pour 1’évaluation du test
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d’hémolyse, ce test est basé sur la mesure simultanée de la turbidité cellulaire et la
concentration en hémoglobine libérée correspondante. Il a été démontré qu’une forte
concentration en hémoglobine n’est pas forcément liée a une hémolyse importante mais plutot
a un effet protecteur contre la dégradation de 1’hémoglobine (Bellik et Iguer-Ouada, 2016).
Comme nous pouvons le constater sur la figure 2 la quercétine exerce un effet protecteur
dose-dépendant.
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Figure 111.3 : Effet de la concentration de I'extraire des flavonoides du thé vert sur

I’hémolyse des globules rouges (LT, représentent I'écart type d'un essai en triplicata).

De méme, les taux d’hémoglobine en présence de 1’extrait du thé vert augmentent avec
I’augmentation de la concentration étudiée.

I11.2.2. Evaluation de I’effet d’extrait de thé vert sur la stabilisation de la membrane des
globules rouges :

Les concentrations minimales de I’extrait du thé vert, ayant montré un faible effet
hémolytique, ont été testées pour leur efficacité anti-inflammatoire via le test de stabilisation
de la membrane des globules rouges humains.

Les résultats sont représentés dans les Figures 4 et 5 :
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Figure 111. 4 : Effet de de la concentration en quercétine et en diclofénac sur I’inhibition de

I’hémolyse des globules rouges (LT, représentent I'écart type d'un essai en triplicata)

Les érythrocytes traités avec les différentes concentrations de quercétine présentent presque le
méme effet anti-hémolytique obtenu précédemment. Les érythrocytes traités avec 20, 40 et
60 pg/ml de diclofénac ont montré un effet anti-hémolytique croissant de 22.76+2,25%,
59.84+10,49% et 61.8+£1,42% respectivement, tandis que 1’augmentation de la
concentration du diclofénac au-dela de 60ug/ml provoque un effet hémolytique prononcé.
D’autre part, les résultats de I’effet protecteur de I’extrait du thé vert, contre ’hémolyse des
globules rouges, provoqué par hypotonie et chaleur ont révélés une diminution des
pourcentages d'inhibition, en fonction des concentrations d’extrait avec un effet maximal de
54 #3,24% a 20 pug/ml (Figure 5). Toutefois, 1’étude de 1’activité hémolytique de 1’extrait du
thé vert a différentes concentrations a montré un effet hémolytique notamment a fortes doses.
L'effet peut étre expliqué par le fait que les flavonoides s‘auto-oxydent facilement en radical
hydroxyle et en radical semiquinone, qui sont des especes toxiques et se lieraient de maniére
irréversible a divers constituants cellulaires, et donc ils peuvent endommager la membrane
plasmique des globules rouges et détériorer sa structure (Tiraviam et al., 2015 ).
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Figure 111.5 : Effet de la concentration de I'extrait du thé vert sur I’inhibition de I’hémolyse
des globules rouges, induit par hypotonie et chaleur, en fonction des concentrations (LT,

représentent I'écart type d'un essai en triplicata).

Afin de pouvoir comparer les résultats obtenus avec ’extrait de thé vert et deux autres

molécules de référence ( diclofinac, quercétine) nous avons regroupé les résultats sur un
méme graphique (figure 111 .6)

M Extrait

100 B Quercétine
90

80
70
60
50
40

H Diclofénac

30
20
10

pourcentage d'inhibition (%)

60 80 100 200

Concentration (pug/mL)

Figure 111.6 : Effet de ’extrait de thé vert, de la quercitine et le diclofénac sur I’inhibition de

I’hémolyse des globules rouges, induit par hypotonie et chaleur en fonction des

concentrations.
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L’effet inhibiteur de 1’extrait et de la quercétine sur les globules rouges est similaire quel que
soit la concentration appliquée, tandis que l'effet protecteur de I'extrait du thé vert diminue
avec l'augmentation de la concentration appliquée, avec un optimum a des concentrations
avoisinant 20ug/ml. Ces résultats confirment 1’effet anti-hémolytique des flavonoides extrait
de thé vert. De méme, le diclofénac exerce une activité anti-hémolytique a des faibles

concentrations avec un optimum qui se situe entre 40 et 60 pg/ml.

L'exposition des érythrocytes aux substances nuisibles, comme le milieu hypotonique aboutit

a la lyse de sa membrane accompagnée par ’hémolyse et I'oxydation d'hémoglobine.

Dans une solution hypotonique, I'afflux d'eau est plus grand que la fuite, ainsi I’eau pénétre
dans I’hématie (selon son gradient de concentration), qui se gonfle et devient sphérique. La
membrane cellulaire est relativement inélastique et rompt aprés seulement une augmentation
de volume tres légere, I’hématie subit ainsi I’hémolyse, qui provoque I’ouverture des pores
membranaires dénommés pores d’hémolyse laissant la membrane cellulaire (le fantdme) vide

(Kalavani et al., 2016).

Le maintien de la forme de disque biconcave des globules rouges est important pour leur
fonction. D’apres Tiraviam et al., 2015, les érythrocytes exposés a des températures élevées,
se divisent progressivement et changent leur morphologie pour devenir sphériques. Sous ces
conditions, les hématies perdent leur capacité a résister a I’hémolyse en perturbant leurs

membranes plasmatiques

Le diclofenac, anti-inflammatoire non stéroidien, a été aussi testée. Ce médicament posséde
des propriétés analgésique, antipyrétique et anti-inflammatoire. Cette derniére est liée a son
inhibition de la synthese de prostaglandines et de thromboxane, en inhibant 1’action des deux
isoformes de 1’enzyme membranaire cyclo-oxygénase (COX-1 et COX-2) provoquant ainsi

I’altération de la fonction des plaquettes, en inhibant leur agrégation (Ahmad et al., 2013).

En paralléle, la quercétine a aussi fait I’objet de ce test anti-hémolytique, ou ’activité s’est

aveéreé tres élevée, et supérieur méme au médicament de synthéses : a savoir le diclofenac.

La richesse de I’extrait du thé vert en flavonoides a considérablement contribué a 1’effet anti-

inflammatoire observé durant la présente étude.

Plusieurs recherches ont rapporté 1’effet de quelques molécules appartenant a la famille des
flavonoides, sur I’inhibition de la cyclooxygénase (COX) et la lipooxygénase (LOX) par la

quercetine et la myricetine. En effet, I’inhibition de TNF-a et de NF-«xB (luteolin), I’inhibition
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de la réaction inflammatoire par le contrdle de la MAP kinase et/ou COX-2, I’inhibition de
I’activation de NF-kB et I’expression d’iNOS ainsi que la production des NO ont également
été étudiées (Xagorari et al., 2001 ; Hamalainen et al., 2007 ; Hwang et al., 2009).

Une étude réalisée par Moreira et al. (2011), a rapporté queles flavonoides préviennent des
dommages oxydatifs causés dans les érythrocytes, et cette protection peut étre due a la

chélation du fer dans la cellule.

Les flavonoides sont connus par leur activité antioxydante grdce a leurs groupements
hydroxyles fortement réactifs. Ils exercent cette activit¢ en provoquant D’arrét de
I’augmentation de la micro viscosité des membranes des érythrocytes, induite par la

peroxydation lipidique (Ghedira, 2005).
111.3.Activité anti-oxydante :

L’étude de I’activité scavenging du radical DPPH selon le protocole de (Congo, 2012), nous a

fourni les résultats illustrés dans la figure suivante (figure 111.7) :

80
70

60

5
=] 50
=2
= 40
=
_g 30
L

20

10

0

60 80 100

Concentration (ug/mL)

Figure.ll1.7 :Evolution de [D’activité scavenging du radical DPPH en fonction de la

concentration de P’extrait des feuilles de thé vert.

A partir de cette figure, nous constatons que 1’extrait des feuilles de thé vert a montré une
forte activité scavenging du radical DPPH, allant de 34.49% a 67,60% pour des

concentrations de 20 a 100 pg/ml respectivement.

La valeur d’ICso calculée de I'extrait de thé est de 54 pg/ml. Comparativement aux travaux de
Tariq et al. (2013) et Khalaf et al. (2008), les valeurs de I'ICso étaient de 70.25 pg/ml et 6,7
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pg/ml respectivement. Ces différences peuvent étre dues aux différentes teneurs en
flavonoides dans les plantes de thé vert utilisées, qui sont a leur tour influencés par le degré de
fermentation et la période de récolte, la composition du sol et les différences dans la

composition des feuilles.

L’action de ces antioxydants est supposée étre due a leur capacité de donation d’atomes
d’hydrogene ou d’¢lectrons dérivée principalement de 1’hydroxyle du cycle A des flavonoides

ou bien par leurs propriétés chélatrices des ions métalliques (Lee et al., 2007).
I11.4.Activité anti microbienne :
111.4.1.Activité anti fongique :

L’activité antifongique in vitro d’extrait de thé vert a été étudiée par la méthode de diffusion

sur puits.

Nous avons dissous 1’extrait de la plante dans du DMF pour obtenir une concentration de 50
mg/ml, a partir de cette concentration nous avons fait des dilutions de facon a obtenir les

concentrations suivantes : 21,37 mg/ml, 18 ,75 mg/ml et 9,37 mg/ml.

Apres une incubation de 72H a 28C°, les résultats de ’activité antifongique montrent que

I’extrait de thé vert a un effet inhibiteur contre les souches fongiques utilisées.

Aspergillus niger Alternaria sp fusarium oxysporum

Figure.l11.8 :Photographies des zones d’inhibition de la croissance des champignons induites

par I’extrait de thé vert.
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Tableau.l11.1 : diamétredes zones d’inhibition de la croissance des champignons induites par

Pextrait du thé vert.

Diamétre des zones d’inhibition (mm)
ncentration
(mg/ml)
9,37 18,75 21,89

Champignons
Aspergillus niger 21 22.5 24
Fusarium oxysporum 18 18 20
Alternaria sp 15,5 20,5 22

Les résultats présentés dans les tableaux et les photos ci-dessus montrent que :

les souches fongiques étaient sensible a 1’extrait issus des feuilles de camellia sinensis , qui a
un potentiel antifongique trés important pour les 3 souches . La zone d’inhibition augmente
considérablement avec la concentration de 1’extraits pour les 3 souches, Aspergillus niger,
fusarium oxysporum et alternaria sp respectivement, avec des zones d’inhibitions oscillont
entre 15,5 et 24 mm.

Cette plante pourrait étre exploitée comme une source d’agents antifongiques naturels et offre
un effet alternatif de lutte biologique contre les infections fongiques des plantes.

Les résultats de (Ertirk, 2006), ont démontré des zones d’inhibition del4 a 15 mm d’extrait
des flavonoides vis-a-vis d’Aspergillus niger. Ce qui indique que 1’activité antifongique de
notre extrait est attribuée aux flavonoides.

L’EGCG et le théaflavine: extrait de thé ont montré des activités fongicides variables en

fonction du temps et de la concentration, contre plusieurs champignons (Okubo et al., 2001)
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Les mecanismes d'actions des flavonoides qui sont classés comme des molécules
antifongiques peuvent étre due a I'inhibition de la synthese de I'acide nucléique ou I’inhibition
du métabolisme énergétique (Cushnieet al., 1999).

111.4.2.Activité anti bactérienne :

L’activité anti bactérienne c’est la capacité des extraits de neutraliser les développements des

bactéries dans un milieu de culture.

L’extrait du thé vert obtenu a été dissous dans du DMF de fagon & obtenir une concentration
de 50 mg /ml, a partir de cette concentration nous avons effectué une série de dilutions afin

d’obtenir les concentrations suivantes : 21,87 mg/ml, 18,75mg /ml et 9,37mg/ml.

Aprés une incubation de 24h a 37C°, les résultats ont montré que 1’extrait exerce un effet

inhibiteur contre les souches utilisées

Les résultats présentés dans le tableau .111.2 et la figure ci-dessous montrent que la sensibilité

des souches bactériennes est variée d’une concentration a une autre et les proportions des

diameétres d’inhibitions oscillent entre 12 et 17 ,5mm.

Figure 111.9 :Photographies des zones d’inhibition de la croissance des bactéries induites par

Pextrait du thé vert
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Tableau I11.2 : Diamétre des zones d’inhibition de la croissance des bactéries induites par

Pextrait du thé vert.

Diamétre des zones d’inhibition (mm)
Concentration
(mg/ml) 9,37 18,75 21,89
Bactéries
E. Coli 12 12 17
Pseudomonas sp 12 135 145
S. aureus 14,5 17 .5 17 5

D’apres les résultats obtenus dans cette étude, la plante étudiée présente un effet inhibiteur
vis-a-vis les 3 souches bactériennes : S. aureus, E. Coli et Pseudomonas sp respectivement.
La zone d’inhibition augmente considérablement avec la concentration del’extrait pour les 3

souches, ce qui a été constaté aussi par Dordevic et al. (2007).

Isogai et al. (1998) ont montré que l'extrait de flavonoides du thé vert protege les souris
contre les effets neurologiques et les symptdmes systémiques causés par une infection a E.
coli.

L'ECGC et digallate de théaflavine extrait de thé, ont également inhibé la croissance de

souches de Staphélococcus aureus résistantes a la méthicilline (Toda et al., 1991).

La sensibilité des bactéries aux extraits peut s’expliquer par le fait que les flavonoides de la
plante exercent une inhibition de la croissance via plusieurs mécanismes: inhibition de la
biosynthése des protéines et des phospholipides membranaire, ainsi que l'inhibition de leurs

acides nucléiques (Hassan et al., 2006).
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L'activit¢ des agents antimicrobiens sur les bactéries gram positif peut s’expliquer par
I’accessibilité directe de ces molécules aux peptidoglycanes constituant la paroi, provoquant
ainsi la dissolution compléte de cette derniére. Les bactéries perdent alors leur rigidité et se
lysent sous 1’effet de leur pression osmotique interne qui rompt leur membrane cytoplasmique
(Bousseboua, 2001).

Un exemple de l'influence des facteurs de I'environnement sur la composition du thé et les
activités antimicrobiennes, Chou et al. (2003) ont observéque I’activité antibactérienne des
thés contre, E. coli, Pseudomonas, et Staphilococcus aureus sont influencés a la fois par la
saison de récolte et par I'ampleur de la fermentation post-récolte dans I'ordre suivant: thé
vert> thé oolong> thé noir. Les extraits des feuilles de thé oolong préparées en été
présentaient la plus forte activité, suivi des extraits préparés au printemps, en hiver ou en
automne. Ces auteurs suggerent que l'activité antibactérienne des thés est liée aux niveaux de

flavonoides, qui sont a leur tour influencés par le degré de fermentation et le temps de récolte.
111.4.3. Effet de I'extrait du thé vert sur les performances d'un shampoing :

Tableau.l11.3. Effet de I'extrait du thé vert sur les performances d'un shampoing

Nombre de Niveau de
LOT | personnes satisfaction Shampooing | % de
ayant testé | Probléme visé (Shampooing a | témoin satisfaction
le produit base d’extrait de
flavonoides)
o Pellicule Oui, bien Aucun effet | 33%
S e Démangeaisons
LOT
01 e Pellicule Oui, moyenne Aucun effet | 67 %
10 e Démangeaisons
LOT e leschutes de Aucun effet Aucun effet | 0%
02 5 cheveux

L'essai clinique a éte realisé sur 20 patients, diagnostiqués comme souffrant de pellicules de
forme modéree a sévere, chute des cheveux et démangeaison afin de tester [I'efficacité
clinique d’un shampooing préparé a base de flavonoides de 1’extrait du thé vert dans un délai
de deux semaines.

En effet, les pellicules et les demangeaisons de 05 patients ont été éliminées au cours de la
premiére semaine, tandis que 10 autres patients souffrant de pellicules avaient signalé un

rétablissement de la santé de leurs cheveux a partir de la deuxiéme semaine. Les personnes
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présentant des chutes de chevaux ayant testé le shampooing n’ont noté aucun effet pendant les
deux semaines du test.

Il est a noter que le shampooing témoin ne présente aucune action thérapeutique, c’est une
suspension de lavage constituée essentiellement a base de tension actifs, d’eau et de sel.

En générale cette étude a montré une bonne satisfaction pour 33% des personnes ayant testé le
produit, tandis que 67% ont signalé une satisfaction moyenne avec une réduction moyenne
des démangeaisons et une action lente du shampooing.

Les pellicules des cheveux est le résultat de l'activité d'une enzyme appelée lipase. Le
Malassezia fungus utilise cette enzyme pour décomposer le sébum en acide oléique (acides
gras libres pro-inflammatoires) En outre, cet acide gras pénétre dans la couche supérieure du
cuir chevelu et provogue une inflammation et une desquamation accrue des cellules de la peau
chez les personnes sensibles (Ravichandran et al., 2004).Les résultats de 1’effet anti-
pellicules et anti-démangeaison obtenus dans cette étude peuvent étre dues aux effets
antifongique et anti-inflammatoire des flavonoides de 1’extraits du thé vert .

Les chutes des cheveux causés par l'augmentation de la sensibilité des follicules du cuir
chevelu a la dihydrotestostérone (DHT) (Meidan et Touitou, 2001) ont été stoppés
probablement sous I'effet des flavonoides, qui d'aprés Hiipakka et al, (2002) bloquent ou

réduisent l'activité du DHT via l'inhibition de 5a réductase.

La comparaison de nos résultats a d’autres etudes montrent que les flavonoides et précisément
I'EGCG extraits de thé vert ont un puissant effet anti-chute des cheveux, tandis que les
résultats de notre étude n'ont montré aucun effet anti-chute, ce qui peut s’expliquer par le

temps insuffisant des essais comparé a autres étude qu'ont fait les essais a long terme.
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Conclusion

Au terme de cet travail visant a étudier les activités anti-inflammatoire, anti-oxydante et

antimicrobienne d'extrait de thé vert et la possibilité de leur utilisation pour améliorer les

propriétés fonctionnelles des produits cosmétiques notamment le shampooing. Les résultats

ont montré que cette plante posséde des vertus pouvant justifier leur utilisation en médecine

traditionnelle dont les principaux résultats se résument comme suit :

La plante Camellia sinensis (thé vert) est une plante trés riche en flavonoides. L’étude de

I’activité biologique de I’extrait du camellia sinensis a révéle les observations suivantes :

Une bonne activité anti hémolytique in vitro en comparaison avec la querceétine et le
diclofenac ;

Le test de DPPH a révélé que I’extrait est actif vis —a-vis des phénomeénes
d'oxydations ;

Le test de I’activité antimicrobienne de 1’extrait par la technique des puits, a montré
que I’extrait testé est actif sur le plan microbiologique, avec une inhibition de toutes
les souches microbiennes testées (bactéries et champignons) ;

Afin d’améliorer les propriétés fonctionnelles de shampoing par 1’addition des
flavonoides, les essais cliniques montrent une bonne satisfaction pour 33% des
patients ayant des pellicules et des démangeaisons tandis que 67% ont signalé une
satisfaction moyenne, les personnes présentant des chutes de chevaux ayant testé le

shampooing n’ont noté aucun effet.

En fin, I’ensemble des résultats obtenus montrent que les produits d'origine biologique

essentiellement I'extrait du thé vert sont d'un grand potentiel en cosmétique.
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Résumé :

Le but de la présente étude est d'évaluer l'activité biologique in vitro de 1’extrait des flavonoides du thé
vert et la possibilité de leur utilisation pour l'amélioration des propriétés fonctionnelles d'un
shampooing.

A I’issue de I'extraction et des dosages réalisés, la teneur du thé vert en flavonoides était de 2.18 mg
EQ/ g MS. Les résultats de 1I’étude de ’activité anti-hémolytique in vitro, par test d’inhibition
d’hémolyse de la membrane des globules rouges induit par différents agents (milieux hypotonique et
température élevée), montrent que les flavonoides extraits de thé vert ont un effet anti-hémolytique. Le
test de DPPH est utilisé pour évaluer I’effet antioxydant de ’extrait du thé vert, et les résultats ont
montré que ce dernier posséde une forte activité scavenger contre le radical DPPH, allant de de
34.49% a 67,60%.

L’évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’extrait de thé vert a révélé une puissante activité, les
proportions des diameétres d’inhibition pour les champignons oscillent entre 15,5 et 24 mm, et entre 12
et 17 ,5mm pour les bactéries.

L'addition de I'extrait de flavonoides du thé vert a un shampooing a montré que ce dernier a une bonne
activité anti-pellicule et anti-démangeaison.

Mots clés: thé vert, Flavonoides, activité anti-hémolytique, activité antioxydante, activité
antimicrobienne, shampooing.

Summary:

The purpose of the present study is to evaluate the in vitro biological activities of the flavonoid extract
of green tea and the possibility of their use for improving the functional properties of a shampoo.

At the end of the extraction and the assays carried out, the content of green tea in flavonoids was 2.18
mg EQ / g MS. The results of the study of the anti-haemolytic activity in vitro, by test of inhibition of
hemolysis of the membrane of the red blood cells induced by different agents (hypotonic and high
temperature environments), show that the flavonoids extracted from green tea have an anti-hemolytic
effect. The DPPH test is used to evaluate the antioxidant effect of the green tea extract, and the results
showed that the latter has a strong scavenger activity against the DPPH radical, ranging from 34.49%
t0 67.60%.

The evaluation of the antimicrobial activity of the green tea extract revealed a potent activity, the
proportion of the inhibition diameters for the mushrooms oscillate between 15.5 and 24 mm, and
between 12 and 17, 5mm for the bacteria.

The addition of flavonoid extract from green tea to a shampoo has shown that the latter requires good
anti-dandruff and anti-itch activity.

Keywords: green tea, flavonoids, anti-haemolytic activity, Antioxidant activity, antimicrobial activity,
shampoo.



