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Introduction

La phytothérapie est la plus ancienne forme de médecine connue de I'humanité. C'était
le pilier de nombreuses civilisations anciennes et toujours la forme de médecine la plus
pratiquée dans le monde aujourd’hui (Al-Snafi, 2018). Selon 1’organisation mondiale de la
santé, environ plus de 80% de la population mondiale, y compris les pays développés,

dépendent encore de 1’utilisation de plantes médicinales pour leurs soins de santé primaires

(Ekor, 2014).

Depuis quelques temps, nous observons un réel engouement des frangais pour le retour
aux medecines douces, naturelles. En effet, de plus en plus de personnes se tournent vers les
plantes pour soulager leurs maux du quotidien. Pourtant ces plantes sont utilisees depuis des
siecles par nos ancétres, et elles sont méme a 1’origine des débuts de la médecine en Europe
(Gurib-Fakim, 2006).

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de
centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les métabolites
secondaires (Boudjouref, 2011), ces derniéres, en particulier, sont doués de multiples vertus
thérapeutiques. lls jouent un réle trés important, principalement dans la lutte contre les
cancers, les maladies cardiovasculaires et la peroxydation lipidique, expliquant ainsi leur
grande utilisation dans la fabrication des médicaments. lls interviennent aussi dans la

protection des plantes contre les différentes attaques microbiennes (Bruneton, 2009).

Dans notre étude, nous nous intéresserons a une plante médicinale dont le nom
scientifique est Pergularia tomentosa L., nous étudierons l'un des métabolites secondaires
qu'il contient, qui est les tanins en termes d'activités utilisées, en particulier l'activité
antioxydante, I’organisme humain subit un phénoméne d’oxydation ce qui engendre une
surproduction des especes réactives de 1’oxygene ERO, parmi lesquels des radicaux libres,
responsable a I’établissement d’un stress oxydatif. Ce dernier est la cause de dommages dans
les molécules biologiques (ADN, protéines, glucoses et lipides), d’ou I’apparition de plusieurs
maladies, telles que le cancer et I’athérosclérose (Evans, 1999 et Favier, 2003). Afin de lutter
contre ces radicaux nocifs, I’organisme humain utilise des systémes de défense antioxydants
endogenes (superoxyde dismutase et catalase...etc.) et exogenes apportés par 1’alimentation
(Pham-Huy et al., 2008).

Bref, l'objet du sujet de notre mémoire a été entrepris afin de réaliser une étude

phytochimique, ainsi que d’évaluer I’activité anti-oxydante et la quantité de polyphénols, de
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flavonoides et de tanins condensé de extrait de tanins des feuilles de Pergularia tomentosa

c'est-a-dire évaluer l'intérét de Pergularia tomentosa quant a son utilisation en phytothérapie.

Pour atteindre cet objectif, nous avons divisé notre étude en 4 chapitres, les deux
premiers chapitres sont des syntheses bibliographiques :

» Chapitre 01: Géneralités sur Pergularia tomentosa.
» Chapitre 02: Généralités sur les tanins.

Quant aux deux derniers chapitres, ils sont une partie expérimentale. Et une conclusion
générale ponctue notre these.



Partiel.
Synthese
bibliographique
Chapitre 01

Generalites sur la plante

Pergularia tomentosa



Partie I. Chapitre01: Généralités sur la plante Pergularia tomentosa

La plante Pergularia tomentosa L. appartient a la famille des Asclepiadaceae. La
famille de l'asclépiade (Asclépiadacée) comporte environ 200 genres et 2500 especes,

herbacées ou buissonnantes propres aux régions tempérees et subtropicales (Francois, 2008).

I. Classification botanique
La classification de Pergularia tomentosa est représentée dans (Tableau 1).

Tableau n°1 : Classification de Pergularia tomentosa (Amani et Barmo, 2010)

Taxonomie Description
Regne Végétal
Embranchement Spermatophyte
Classe Dicotylédones ou magnoliopsida
Sous classe Rosidae
Ordre Gentianale
Famille Asclépiadacées
Genres Pergularia
Espéce Pergularia tomentosa L.

I1. Origine et distribution géographique de Pergularia tomentosa

P.tomentosa est une plante herbacée ou semi-ligneuse, spontané et xérophyte. Elle
pousse sur les sols genéralement sableux. Comme I'explique la figure 01, P.tomentosa
largement réparti dans le désert du Sahara jusqu'aux déserts du sud (plus commune dans le
Sahara algérien) (Bouhamadi, 2012) et de I'est de I'lran, a I'Afghanistan et au Pakistan, en
passant par la Corne de I'Afrique, le Sinai (Egypte), la Jordanie et la péninsule Arabique
(Baaissa et Guettiani, 2020).
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Figure 01 : Distribution géographique P.tomentosa (A.N.R.H., 2004)
I11. Description morphologique

C’est une plante herbacée ou semi-ligneuse, arbrisseau vivace pouvant dépasser 1m de
hauteur. Les jeunes rameaux volubiles s'enroulent freqguemment autour des plus anciens lui

donnant un aspect touffu, contenant (Royer, 2013).

a. Tige: Comme l'explique la figure 02, tige couverte de courts poils verdatres,

grimpante ou volubile, tomenteuse a I'état jeune (Tlili, 2016);

Figure 02 : Tige de P. tomentosa (Al-Mekhlafi et Masoud, 2017)
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b. Feuilles : Comme I'explique la figure 03, les feuilles sont simples, pétiolées, ovales,
orbiculaires, cordees a la base et apicules, elles sont tomenteuses sur les deux faces au

stade jeune et glabres au stade adulte, d’environ 5 cm de diamétre mais souvent plus

petites (Baaissa et Guettiani, 2020);

Figure 03 : Feuilles de P.tomentosa (Al-Mekhlafi et Masoud, 2017)
c. Fleurs: Comme l'explique la figure 04, ses fleurs sont souvent blanches pourpres et
odoriferantes avec une corolle tubulaire blanche ou pourpre qui mesure 8 mm de long
(Schmelzer et Gurib- fakim, 2013);

Figure 04 : Fleurs de P.tomentosa (Al-Mekhlafi et Masoud, 2017)

[ s
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d. Fruits: Comme l'explique la Figure 05, les fruits sont des follicules groupés par
paire, sont fusiformes 7 cm de long(Amani et Barmo, 2010), divergents et couverts
de rugosités. lls sont pubescents et crochus a leur sommet et s'ouvrent par une fente

longitudinale par ou s'‘échappent les graines (Schmelzer et Gurib- fakim, 2013). La

floraison commence en printemps (Chehma, 2006);

Figure 05 : Fruits de P.tomentosa (Al-Mekhlafi et Masoud, 2017)
Graines : Comme l'explique la figure 06, Les graines sont ovoides, aplaties, de 7-9

mm environ 6 mm, bords pales, a poils courts denses, munies d'une touffe de poils a

€.

une extrémite, d'environ 3 cm de long (Tlili, 2016).

Figure 06 : Graines de P.tomentosa (Al-Mekhlafi et Masoud, 2017)

[ 6
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IVV. Composition chimique

L'étude phytochimique permet la détection des classes de composés existants
dans les différents organes de le plante (racine, tige, pulpe, feuille, noyau). Les substances
actives des plantes médicinales sont de deux types: métabolites primaires et secondaires
(Royer, 2013). En effet, huit composes ont été isolés et identifiés a partir de plante entiére de
cette plante, dont le 3-acétyltaraxastérol, 3-taraxastérol, 16ahydroxytaraxastérol-3-acétate, a-
amyrine, acide 3-épi-micromérique, acide oléique, (9Z, 12Z) acide octadécadienoique et (9Z,

127) glucoside d'acide octadécadiénoique (Baaissa et Guettiani, 2020).
a. Meétabolites primaires

Comme l'explique le tableau 02, Le métabolisme primaire regroupe toutes les
voies de synthése de composeés indispensables a la croissance et au développement de
la plante. Les métabolites primaires qui en proviennent ont donc un rdle clé et bien

établi chez tous les végétaux ( les glucides, les lipides, les protéines) (Royer, 2013).

Tableau 02 : Composition en métabolites primaires des différentes parties de P.tomentosa
(Hassan et al., 2007)

Organe végétal Lipides ( %0) Protéines (%) Glucides(%b) ‘

Feuilles 6,83+0,76 6,39+0,17 53,27£1,75
Tiges 2,17+0,76 4,74+0,14 56,92+1,27
Racines 2,76+0,29 3,53+0,48 61,31+2,84

b. Métabolites secondaires

Comme l'explique le tableau 03, P.tomentosa est connu par son contenu en molécules
biologiquement actives tels que les polyphénols: flavonoides, tanins, glycosides
cardiaques, les glycosides cyanogenes, des saponines, des flavonoides, des tanins , qui ne
sont pas directement impliqués dans la croissance de la plante (Chehma, 2006).

Les métabolites secondaires interviennent dans 1’adaptation de la plante a son
environnement (soutien, protection contre les UV, défense, mise en place de symbiose,

attraction d’insectes utiles pour la pollinisation) (Chehma, 2006).
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Tableau 03 : Composition en métabolites secondaires des différentes parties de P.tomentosa
(Hassan et al., 2007)

Organe végeétal Meétabolites secondaires

Feuilles Alcaloides , glycosides cardiaques , glycosides cyanogenes
Tiges Saponines , flavonoides , tanins, glycosides cyanogenes
Racines Glycosides cardiaques , saponines, tanins.

c. Composition minérale

Comme l'explique le tableau 04, la composition minérale de la plante montre la
présence d’une grande quantité de phosphore et de potassium dans la racine et la tige. Des
teneurs importantes de sodium, de magnésium et de calcium sont révélés dans les extraits des
feuilles. Le magnésium est un micronutriment antioxydant et sa présence peut stimuler

le systeme immunitaire (Bessei et Boughezala, 2019).

D'autre part, l'analyse par l'absorption atomique des fruits a montré la présence
de potassium K+ et calcium Ca2+ en forte concentration (384,8 et 477,6 ppm
respectivement). La présence importante de ces éléments peut contribuer a la toxicité de

cette plante (Chehma, 2006).

Tableau 04 : Composition minérale de P.tomentosa (Hassan et al., 2007)

Organe Phosphore Potassium Sodium Magnésium Calcium

végetal (Ppm) (Ppm) (Ppm) (ppm) (%0)

Feuilles 1,85+0,05 2,970,210 4,13+0,31 0,32+0,06 0,25+0,010
Tiges 7,07£0,06  215,0£10,00  2,03+0,15 0,1540,030 0,16+0,01

Racines 8,13+0,06 167,30+5,03 2,33+0,15 0,25+0,008 0,08+0,003

V. Usage traditionnel de P. tomentosa
Utilisations en meédecine traditionnelle :
e L'extrait de lait des feuilles de Pergularia tomentosa a été utilisé dans le traitement des
maladies de la peau, telles que la teigne de la téte, en Egypte (Kemassi et al., 2014);
e Cette plante est utilisée comme laxatif, dépilatoire, vermifuge, cataplasme, abortif et

pour les maladies de la peau (Kemassi et al., 2014);

T
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Au Maroc, les feuilles sont appliquées en cataplasme sur les morsures de serpents et de
scorpions et le latex est appliqué en externe sur les furoncles et abcés matures et pour
extraire les épines de la peau (Belloum et Nani, 2020);

Au Maroc et dans d'autres pays le latex est utilisé comme cosmétique dépilatoire

(Belloum et Nani, 2020);

Le latex des tiges est utilisé sur la mamelle de la vache pour augmenter la production
laitiere(Kemassi et al., 2014);

De plus, il était utilisé comme vermifuge, pour les tumeurs, les verrues et les maladies de
la peau au Yémen (Cherif ; Kemassib et al., 2016);

La décoction de feuilles, tiges et racines est utilisée pour le traitement de la constipation,
des hémorroides, de I'asthme, de la bronchite et de la tuberculose(Cherif; Kemassib et
al., 2016);

En Cote d'lvoire, la plante broyée aux piments est utilisée contre la dysenterie et comme
vermifuge, le jus des feuilles utilisé comme collyre et nasal pour les maux de téte (Ould
El Hadj et al., 2003);

En Algérie les feuilles et les fleurs sont utilisées pour traiter les angines(Ould EI Hadj et
al., 2003), teigne, et comme un agent hypoglycémiant et anthelminthiqu (Cherif;
Kemassib et al., 2016);

Cette plante est utilisée pour le tannage, écrasée et étalée sur la peau (Al-Mekhlafi et

Masoud, 2017);

L'augmentation de potassium alimentaire diminue la pression artérielle chez I'homme et
réduit le risque d'accident vasculaire cérébral. Ainsi, le maintien d'un apport élevé en
potassium peut étre atteint en consommant les tiges et les racines de P.tomentosa (Al-
Mekhlafi et Masoud, 2017).

V1. Activités biologiques et thérapeutiques du P. tomentosa

a. Activité molluscicide
Activité molluscicide de deux cardénolides extraite a partir de P.tomentosa, a été

évaluée par rapport a I'escargot terrestre Monacha obstructa (Férussac) (Hussein et al., 1999),

la valeur de DL50 apres 24 h de traitement était de 60,9 pg / escargot. Ces résultats expliquent

I’utilisations possibles de cette plante contenant des cardioides, comme molluscicide

(Bouhmama, 2013).
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b. Activité anti-oxydante

Les extraits méthanoliques et aqueux contenant de nombreux flavonoides exercent
une activité antioxydante sur les radicaux DPPH, les radicaux peroxyles, les radicaux
hydroxyles et le peroxyde d'hydrogene. La méthode de piégeage de radical DPPH a été
utilisée pour détecter l'activité oxydante des racines, tiges, feuilles et extraits de fruits de
Pergularia tomentosa. L'activité antioxydante la plus puissante a été deétectée dans les extraits
des feuilles et de fruits (Cherif, 2020).

c. Activité cytotoxique

Huit glycosides cardénolides ont été isolés a partir des racines de Pergularia
tomentosa L. ( 6’-hydroxycalactin, 6'-hydroxy-16R-acetoxycalactin, 16Rhydroxycalactin, 3'-
O-R-D-glucopyranosylcalactin,  12-dehydroxyghalakinoside,  6dehydroxyghalakinoside,
ghalakinoside et calactin) pour étudier I'activité potentielle contre les cancers, ces composés
testés in vitro ont montreé l'inhibition de croissance de cellule de différentes lignéees cellulaires
cancéreuses humaines, et pour leur capacité a inhiber la Na + / K +-ATPase. Les résultats
obtenus suggerent que les caractéristiques structurales des cardénolides étudiés ont des

propriétés spéecifiques cytotoxiques (Piacente et Masullo, 2009).
d. Activité anti-microbiennes

Les extrait de P.tomentosa inhibe les champignons comme : Trichophyton rubrum,
Microsporum gypseum, Aspergillus figer et Aspergillus flavus, le mécanisme d'action des
extraits de P.tomenlosa contre les pathogénes fongiques peut étre due a I'inhibition de la paroi

des cellules fongique (Hassan et Umar, 2007).
e. Activité Cardiotonique

Les extraits de cette plante ont montré cardiotonique activité. Hifnawy et Coll ont
rapporté que ghalakinoside a montré une augmentation de la force de contraction
myocardique et la fréquence cardiaque a été affectée a des doses trés élevées (Bouhmama,
2013).

f. Anti-dermatophytique

La présence des tanins, flavonoides, alcaloides, saponines, glycosides, saponinglycosides,
cardiacglycosides, anthraguinones et stéroides dans composition de P.tomentosa peut étre
responsable de I'activité antidermatophytique présentées par les plantes contre la plupart des
dermatophytes testés (Al-Mekhlafi et Masoud, 2017); (Shinkafi, 2013).



Chapitre 02:

Géneralités sur les tanins



Partie I. Chapitre02 : Géneralités sur les tanins

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaire » par opposition aux
métabolites primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés
different en fonction des espéces et, bien que leurs roles soient encore mal connus, il est
cependant clair qu'ils interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec les
organismes vivants qui l'entourent. Ils sont probablement des éléments essentiels de la
coévolution des plantes avec les organismes vivants, tels que parasites, pathogenes et
prédateurs, mais aussi pollinisateurs et disséminateurs. Ces différentes relations ont donné
lieu a une extréme diversification des composés secondaires (Tyler et al., 1981 ; Bruneton,
1993 et Guignard, 1996).

Dans ce chapitre, nous concentrerons sur I'un de ces métabolites, qui est : Tanins. Les
tanins représentent un des quatre groupes de métabolites secondaires des plantes supérieures
avec les saponines, les huiles essentielles et les alcaloides (Bruneton, 1999).

I. Définition des tanins

Les tanins sont un nom général pour les composés phénoliques polymérisés, d’origine
végétale et non azotée qu’on trouve dans de nombreux végétaux (Macheix et al., 2005),
capables de tanner le cuir ou de précipiter les protéines et la gélatine dans les solutions, et cet
effet est connu sous le nom d'astringent ou de tanins (Berthod et al., 1999). Les tanins sont
également connus sous le nom d'astringents et constituent un groupe de composes chimiques
complexes largement répandus dans les plantes. Chaque famille de plantes contient des
composés de tanins et on les trouve en abondance dans le regne végétal (Peronny, 2005).

Les tanins sont des composés de poids élevé allant de 500 a 3000 daltons (Bruneton,
1999). IIs proviennent de différentes sources végétales et se trouvent dans différentes parties
de la plante telles que I'écorce, les fruits non mdrs, les feuilles, les racines et les tiges
(Khanbabe, 2001).

Il. Propriétés naturel des tanins
Les propriétés naturelles les plus importantes des tanins peuvent étre résumées comme
suit :

v Substances amorphes se dissolvent dans I'eau, formant une émulsion acide au go(t
astringent (Boukriji, 2014), soluble dans les alcools et I'acétone, mais insoluble dans
les solvants organiques. Sa solubilité varie avec le degré de polymérisation (Ferrad,
2011);

v Capacité de précipiter les protéines (gélatine et albumine) et les alcaloides dans leurs

solutions (Brillourt et al., 2013), et ce mécanisme se produit lors du tannage du cuir,
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ou les protéines qui composent le cuir se déposent et deviennent non dégradables par
voie enzymatique (Swein et Smit, 1962);

v Capacité de précipiter certains pigments (Okuda et Ito, 2011);

<\

Tanins absorbent I'oxygene de I'atmospheére et deviennent noirs (Ferrad, 2011);
v" Tanins peuvent également former des complexes avec d'autres polymeéres naturels tels
que les acides nucléiques et les polysaccharides (Sahraoui, 2005);
v' Tanins se forment avec des métaux lourds (Jacqueline, 1978), notamment des sels de
fer, et des sédiments de couleur tres foncée : noir, marron et bleu foncé (Zhu et al.,
1992);
v’ Partie des formulations de préservation du bois (Zhu et al., 1992);
v Tanins sont des inhibiteurs enzymatiques: Inhibition de la 5-lipooxygénase, 1’enzyme
de conversion de I’angiotensine, protéines kinase C(Luthar, 1992);
v Tanins exercent, vis-a-vis de certains champignons, de bactéries et de virus, une action
antibiotique (Downey, 2010).
I11. Sources végétales des tanins
Les tanins sont particulierement riches chez les coniferes, les Fagaceae, les Rosaceae
(Ghestem et al.,, 2001). On les trouve dans de nombreuses plantes utilisées dans
I'alimentation, notamment les céréales et les Iégumineuses (orge, haricots secs, petits pois,

caroube) (Peronny, 2005).

IV. Structure chimique des tanins

Les tanins on trouve dans les plantes sous la forme d'un mélange de substances
phénoliques difficiles a séparer ou a obtenir a I'état pur et lorsqu'il est séparé, on l'appelle
I'extrait de tanin (Rira, 2019). Ils forment une vaste famille de molécules caractérisées par la
présence d’au moins un noyau aromatique associé a un ou plusieurs groupements phénoliques
hydroxylés (Rhazi, 2015). Les tanins se trouvent dans la nature sous forme libre et les autres
sous forme d'esters de sucres ou sous forme de glycosides et lorsqu'ils sont décomposeés ils
produisent des phénols tels que le pyrogallol ou le catéchol (Bouhmama, 2013).

V. Types des tanins

Du point de vue de la structure chimique, on distingue aujourd’hui plusieurs catégories
de tanins, les tanins hydrolysables et les tanins condensés étant les principales catégories. Il y
a aussi les caffetanins, les labiataetanins et les phlorotanins qui se référent a la famille des
tanins (Rira, 2019). Les deux premiéres classes sont connues et intensivement étudiées alors

que les travaux de recherche concernant les autres catégories sont relativement réecents. Dans
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ce qui suit, nous ne détaillerons que les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Rhazi,
2015).

a. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont constitués de molécules phénoliques simples. Ce sont des
esters d’acide gallique et de ses dimeres (acide digallique, acide ellagique) et de
monosaccharides, le plus souvent le glucose (Bruneton, 1999). On trouve ce tanin
principalement chez certaines dicotylédones et dans les jeunes feuilles d’arbre. Sa toxicité
diminue grandement avec la maturité de la feuille (Martin, 2015). Les tanins hydrolysables,
comme leur nom I’indique, sont caractérisés par le fait qu’ils s’hydrolysent facilement en
milieux acides et alcalins ou sous I’action d’enzymes (telle que la tannase) en pyrogallol
(Rhazi, 2015). Les tanins hydrolysables sont caractéristiques des Angiospermes
dicotylédones (surtout Rosidae, Dilenidae, Hamamelidae). Au niveau cellulaire, les tanins
hydrolysables sont majoritairement présents dans les parois et les espaces intracellulaires. Les
tanins hydrolysables sont souvent répertoriés en 3 trois sous-classes: Tanins galliques ou

gallotanins, Tanins ellagiques ou ellagitanins, Tanins complexes (Figure 07) (Rira, 2019).

OH

HO OM

Figure 07: Structure générale des tanins hydrolysables (Hagerman, 2010)
b. Tanins condensés
Contrairement aux tanins hydrolysables, les tanins condensés sont resistants a

I’hydrolyse et seules des attaques chimiques fortes permettent de les dégrader poids

13
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moléculaire plus élevé (Rhazi, 2015), issus de la polymérisation d’unités sont oligomeres de
flavane-3-ols (des anthocyanidines) et des flavane-3,4-diols (des leucoanthocyanidines),
dérivés de la catéchine ou de ses nombreux isomeres, qui sont hydroxylés en position 3
(Hadjali, 2017). Cette condensation leur conféere une structure voisine a celle des flavonoides.
La variation structurelle des tanins condensés est due aux différentes unités, aux positions,
orientations et types des liaisons inter flavonoides. Les unités flavan-3-ols les plus courantes
trouvées dans les tanins condensés comprennent la catéchine, I’epicatéchine, la gallocatéchine
et I’épigallocatéchine (Soizic, 2010). Ce sont les tanins plus répandus chez les plantes. On les
trouve chez des familles botaniques distinctes telles que les angiospermes et les
gymnospermes. On les trouve également chez certaines plantes ligneuses, comme le noisetier,
le chéne et le chataignier, chez des plantes fourragéres et dans certains sous-produits
alimentaires (Figure 08) (Martin, 2015).

OH
HO
OH
OH
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OH
; OH
OH :_ OH
HO = = T
OH
OH
OH

Figure 08: Structure générale des tanins condensés (Hagerman, 2010)

V1. Méthodes d’extraction des tanins
Il existe de nombreuses techniques qui nous permettent d'extraire les tanins, dont les plus
importantes sont les suivantes :
a. Méthode de macération
La macération est I'une des techniques utilisées pour I'extraction des tanins des plantes
médicinales. Ou elle présente 1’intérét d’étre facile a mettre en ceuvre, et non cotiteuse, mais

d’autre part, elle nécessite beaucoup de temps (24h-72h) et elle est trés peu sélective (Lehout

14
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et Laib, 2015). La macération est la technique d'extraction la plus simple selon (Djahra,
2013). Ou:
v' Macérer 50g de drogue séchée pendant 24 heures sans interrompre 1’agitation
magnétique dans un mélange d’éthanol et d’eau bouillante (200/500 ml);
v' Apres filtration, la liqueur obtenue est épuisée dans une ampoule a décantation,
plusieurs fois successivement par (4 x 20 ml) du chloroforme;
v Le résidu obtenu aprés 1’évaporation de la phase organique est pesé et repris par 10 ml
de méthanol a1 % ;
v/ L’évaporation de la phase organique sous pression réduite a donné un résidu qui est
ensuite repris par 5 ml d’éthanol a 1 %.
b. Méthode de décoction
La décoction est similaire & la méthode de macération. La méthode nécessite un materiel
simple et bon marché ; il convient a toutes les échelles de production. Cependant, la méthode
consomme plus d'énergie que la macération, et elle n'est pas adaptée a I'extraction de tanins
sensibles a la chaleur selon (Konkon et al., 2006).

v Le mélange est chauffé en continu a 100°C pendant la décoction. La cinétique de
réaction due a la chaleur est plus forte que la méthode de macération ;

v' Pour extraire les tanins condensés, la décoction est plus efficace que la macération.
Dans ces méthodes, la concentration en tanin condensé dépend de la polarité du solvant
d'extraction ;

v Le mélange est ensuite refroidi a température ambiante et le filtrat est collecté. L’eau
est un bon solvant pour I’extraction des tanins condensés par décoction et macération ;

v" En plus de la pression de diffusion et de la pression d'osmose, les tanins sont également
séparés de la matiére par I'énergie apportée par I'énergie thermique du solvant et
I'affinité du solvant. L'énergie thermique du solvant sépare les tanins des cellules par
action sur les liaisons entre les tanins et les cellules. L'affinité du solvant entrera en
compétition et tirera les tanins de la matiere.

c. Meéthode par ultrasons

La méthode des ultrasons est une méthode de macération assistée par ultrasons
couramment utilisée pour I'extraction de tanins de plantes, de microalgues et d'algues, par
exemple, les tanins condensés et les tanins hydrolysables. Dans la méthode, la puissance
ultrasonore, la température et la durée des ultrasons sont les facteurs qui influencent fortement

le rendement d'extraction du tanin. Les tanins obtenus par la méthode de macération assistée
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par ultrasons sont 17,6% plus élevés que les méthodes traditionnelles selon (Wang et Weller,
2006).

v" Cette technique présente ’intérét de faire des extractions a température ambiante, 20-
25°C et pour des durées tres courtes de 3-30 min, ce qui permet de préverver les
composés thermolabiles (acide gras, polyphénols), des colorants, des antioxydants, des
ardmes ou aussi des caroténoides ;

v’ Elle est utilisée pour extraire les polyphénols présents dans les écorces certaines
espéces végétales ;

v' Son principe consiste a la destruction des parois cellulaires par des fréquences
d’ultrasons, ce qui permet une meilleure pénétration du solvant au cceur de la matiére, et
par conséquent un meilleur rendement d’extraction. Les fréquences utilisées sont
généralement supérieures a 20 kHz ;

v En milieu liquide, les ultrasons provoquent des cycles d’expansion et de compression
des cellules formant ainsi des bulles. Le développement excessif des bulles
microscopiques & proximité des parois cellulaires, entraine une élévation de température
et de pression, ce qui provoque 1’explosion des bulles et la destruction des parois
cellulaires.

VI1. Méthodes de dosage des tanins
Il existe également de nombreuses techniques de dosage, dont les plus importantes sont les
suivantes :

a. Dosage par Spectrophotometre (UV)

Dosage des composés phénoliques par la méthode de Folin-ciocalteu : Le contenu des
composés phénoliques de notre extrait est estimé par la méthode de Folin-ciocalteu (Wood et
al., 2002).

v' 1ml d'extrait de I'échantillon ;

v" 5ml du réactif de Folin-ciocalteu (dilué dix fois) ;

v" 4ml d'une solution de bicarbonate de sodium (0.7M) ;

v’ Agiter vigoureusement et puis incuber pendant 2heures a une température ambiante ;

v’ Lire I'absorbance a 765 La concentration des polyphénols totaux a été calculée a partir

de I'équation de régression de la courbe d'étalonnage de I'acide gallique (0-200 ug/ml)

et exprimée en milligramme équivalents d'acide gallique par gramme du poids d'extrait
(mg EQ/g E).
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b. Dosage des tanins hydrolysables (Mole et Waterman)

Cette méthode est basée sur une réaction avec le chlorure Ferrique, le mélange de
I’extrait tannique avec le réactif chlorure ferrique provoque la coloration rouge violet du
complexe d’ou la formation des ions selon (Mole et Waterman, 1987).

v" Le dosage des tannins hydrolysables est réalisé selon le protocole de Mole et Waterman;

v' 0,2 g de chaque organe broyé ont été macérés 18 h dans 10 ml de méthanol 80 %, le
mélange a éte filtré en utilisant un papier Whatman N°1;

v' 1 ml du filtrat a été additionné a 3,5 ml d’une solution préparée a base de trichlorure
ferrique (FeCl3) 0,01M dans I’acide chlorhydrique (HCI) 0,001 M. Aprés 15 secondes,
I’absorbance du mélange a été lue a 660 nm;

v" Les tanins hydrolysables ont été exprimés par la formule suivante : TH (%) =( A x M x
V) / E mole x P;

v Les résultats ainsi représentés sous forme de pourcentage (%), sont convertis en
gramme par gramme de matiére séche.

c. Dosage des tanins condenses

Nous avons adopté la méthode a la vanilline avec ’'HCI. Cette méthode dépend de la
réaction de la vanilline avec le groupement flavonoide terminal des TCs et la formation de
complexes rouges, cela s’explique par la propriété des tanins a se transformer en
anthocyanidols de couleur rouge par réaction avec la vanilline selon (Schofield et al., 2001).

v Un volume de 50 pl de chaque extrait a été ajouté a 1500ul de la solution
vanilline/méthanol a 4 %, puis mélangé vigoureusement. Ensuite, un volume de 750ul
de I’acide chlorhydrique concentré (HCI) a été additionné ;

v Le mélange obtenu est laissé réagir a température ambiante pendant 20 min ;

v' L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc. Différentes concentrations
comprises entre 0 et 1000 ug/ml préparées a partir d’une solution meére de la catéchine,
permettront de tracer la courbe d’étalonnage.

d. Dosage des tanins totaux

Les tanins totaux (TT) ont été estimés indirectement aprés avoir été absorbés par la

polyvinylpyrrolidine insoluble (PVP) (Faustin, 2019). Ses étapes peuvent étre résumées
comme suit :

v" Une solution comprenant 100 mg de PVP, 1,0 ml d'eau distillée et 1,0 ml de I'extrait a
éteé constituée;

v L’ensemble a été vortexé puis gardé a 4 °C pendant 15 min;

v' 1l a été par la suite centrifugé pendant 10 min et le surnageant a été ensuite recueilli;



Partie I. Chapitre02 : Géneralités sur les tanins

v" La teneur en polyphénols totaux (ne contenant pas les tanins) a été déterminée sur 50uL
de ce surnageant;

v" La concentration des TT a été déterminée comme la différence en PT avant et apres le

traitement avec la PVP insoluble.

VII1I. Activités biologiques des tanins

Les tanins peuvent former des complexes avec les macromolécules, en particulier
les protéines. Par voie interne, elles exercent un effet anti-diarrhéique, par voie externe, elles
impermeéabilisent les couches les plus externes de la peau (brulure, exéma). lls ont des
grandes capacités anti-oxydantes dues a leurs noyaux phénol (Bruneton, 1993), Ils sont 15 a
30 fois plus efficaces les phénols simples (Perret, 2001). Les tanins ont une action
vasoconstrictrice sur les petits vaisseaux; cette propriété explique leur emploi dans les
hémorroides et les blessures superficielles (Atefeibu, 2002). Nous énumérons les activités les

plus importantes comme suit :

a. Activité anti-oxydantes

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de reduire les
dommages causés par les radicaux libres dans I’organisme et permettent de maintenir au
niveau de la cellule des concentrations non ¢ toxiques de ROS. Notre organisme réagit donc
de facon constante a cette production permanente de radicaux libres et on distingue au niveau
des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule (Jarrige
etal., 1995).

Il a été rapporté que les polyphénols alimentaires (comme les tanins) possédent une
puissante activité anti-oxydante, représentée dans leurs capacités a neutraliser les radicaux
libres et leurs capacités a chélater les métaux ioniques impliqués dans la production des ERO
.Les polyphénols sont également contribués par leurs pouvoir antioxydant dans I’inhibition
des enzymes productrices des espéces réactives de I’oxygene (telles que : la xanthine oxydase
et le NADPH oxydase), ainsi que ’induction des enzymes antioxydants qui éliminent ces
especes réactives (telles que: le superoxyde dismutase, la catalase et le gluthation peroxydase)
(Bouhali et Bouguerne, 2020).

De plus, il est considéré les tanins ont la particularité d’inhiber la peroxydation des
lipides en agissant comme donneur de proton et accepteur de radicaux libres, stoppant ainsi le
mécanisme d’auto oxydation, et aussi les tanins ne fonctionnent pas uniquement comme
antioxydants primaires (c'est-a-dire qu'ils donnent des atomes d'’hydrogéne ou des électrons),
ils fonctionnent également comme antioxydants secondaires (Boudjellal, 2009).
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b. Activités antimicrobiennes
De nombreuses études ont montré 1’effet antimicrobien des tanins sur différentes
bactéries. Les tanins comme bactériostatique (sur différentes bactéries ; Bacillus anthracis,
B.subtilis, Staphylococcus aureus, Clostridium bolulinum) ou bactéricide sur plusieurs
souches bactériennes. L’acide tannique a inhibé la croissance des bactéries des aliments et des

bactéries intestinales humaines (Mekhoukhe, 2008).

c. Activité antivirale
L'activité antivirale des tanins est due a la fixation des molécules des tanins a
I'enveloppe protéiques du virus ou la membrane de la cellule hote et par conséquent
I'inhibition de l'adsorption et la pénétration virale; cependant, dans certains cas la fixation
cause seulement des changements mineurs a la surface virale, la pénétration reste mais
I'enlévement de I'enveloppe virale est inhibé. Plusieurs types de virus sont inactivés par les
tanins, le virus Herpés simplex (HSV-1, HSV-2) est inhibé par les tanins hydrolysables et les

tanins condensés (Bouhali et Bouguerne, 2020).

d. Activité antifongique
L’activité antifongique des tanins a ét¢ démontré notamment contre les souches
fongiques : (Aspergillus niger, Penicillium species, Colletotrichum graminicola) (Jarrige et
al., 1995).
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Dans ce chapitre expérimentale, nous commencons l'objectif de notre mémoire, qui est
I'extraction des tanins totaux de feuilles de Pergularia tomentosa broyées, ou nous avons
utilisé la méthode de macération, Apres extraction de I'extrait de tanins totaux nous avons
dosé les polyphénols, les flavonoides et les tanins condensés et nous avons conclu nos travaux

de laboratoire en étudiant I'activité anti-oxydante de notre extrait en utilisant le test DPPH.
I. Matériel
| .1. Matériel végétal

La reconnaissance botanique de la plante a été faite par Monsieur Eddoud Amar du
département des sciences biologiques de I'université Kasdi Merbah de Ouargla. Le matériel
végétal utilisé correspond a des feuilles de I’espéce Pergularia tomentosa L. La récolte s'est
effectuée en mars 2020 au niveau de la localité de Méguibra (wilaya d’Eloued). Le séchage
s'est fait a la température ambiante, a l'abri de la lumiére et de I’humidité afin d'éviter la
dégradation des principes actifs et le développement des moisissures (Catier et Roux, 2007).
Apreés séchage, les feuilles de la plante ont été broyées et stockées soigneusement dans un

endroit sec en vue de leurs analyses (Figure 09).

Figure 09: Poudre de feuilles Pergularia tomentosa

1.2. Produits chimiques

Les produits chimiques utilisés dans notre travail de laboratoire peuvent étre clarifiés

comme suit: éthanol, chloroforme, acide gallique, réactif Folin-Ciocalteu, bicarbonate
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sodium, réactif vanilline, catéchine, acide sulfurique, méthanol, réactif AICIlz;, quercétine,
acide ascorbique et réactif DPPH.

| .3. Verrerie de laboratoire

La verrerie de laboratoire la plus importante utilisée dans notre travail appliqueé est la

suivante : Entonnoir Verre, Béchers, Ampoule & décantation (Figure10), Eprouvette gaduée,
tubes & essai.

FigurelO: Ampoule a décantation

I .4. Appareils

Les appareils utilisés dans notre travail de laboratoire peuvent étre clarifiés comme

suit: Etuve, Rota-vapeur, Hotplate stirrer, Spectrophotométre (jenway USA) (Figurell),
Balance analytique et Bain-marie.
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Figurell: Spectrophotomeétre (jenway USA)
I1. Méthodes

11.1. Extraction des tanins totaux par macération

La macération est lI'une des techniques utilisées pour I'extraction des tanins des
plantes médicinales, ou consiste a laisser sejourner a froid un solide dans un liquide pour en
extraire les constituants solubles dans ce liquide (Benabdallah, 2016). La macération est la
technique d'extraction la plus simple ou elle peut se résumer en 4 étapes Macération,
Filtration, Séparation et Evaporation selon Djahra, (2013).

= Macération

Peser 10 g de feuilles de Pergularia tomentosa broyées, puis macérer dans un
mélange composé de 80 ml d'éthanol et de 20 ml d'eau chaude (quantité totale 100 ml) dans
un bécher de laboratoire. Agiter, couvrir d'une papier d'aluminium et conserver a l'abri de la

lumiere pendant 24 heures.
= Filtration

Dans I'étape suivante, apres 24 heures, nous filtrons le mélange a I'aide de papier filtre
et utilisons un entonnoir, puis commencons le processus de filtration jusqu'a ce que tout le

liquide sorte du mélange et les résidus sont élimination avec le papier filtre.
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+ Séparation

Nous mettons le reste du mélange dans une ampoule a décantation, plusieurs fois
successivement (4 x 20 ml) ajouter du chloroforme, a chaque fois on ouvre robinet jusqu'a

obtenir finalement 60 ml de chloroforme (qui porte les tanins).
+ Evaporation

On met 60 ml de chloroforme dans I'appareil rota-évaporation en gardant un peu de

chloroforme liquide a la fin.

» Pour expliquer plus brievement la méthode d'extraction par macération, nous avons crégé le

schéma de protocole suivant (Figurel2).
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10 g du matériel végétal (en poudre)
+ 80 ml d'éthanol+20 ml d'eau
chaude.

L

Macération a une température
ambiante.

A l'obscurité
pendant 24 h \/

Résidu
[ Filtration 1 —/ végétal

l

Séparation

@

[ Evaporation ]

) 2

Extrait des tanins (jaune
foncé a brun)

Figure 12 : Protocole de préparation d'extrait des tanins par macération
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+ Détermination du rendement

Afin de peeling le matériel a obtenir, on apporte une boite de Pétri (verre) et on la
pese, puis on ajoute le reste de 1’extrait et on le met un certain temps dans le tuve jusqu'a ce
que le reste s'‘évapore, puis on pése a nouveau la boite de Pétri dans I'ordre pour calculer le
rendement On retranche le poids de la boite de Petri vide du poids de la boite de Petri aprés
I'avoir retirée du tuve On divise par le poids de la plante utilisée 10 g.

Rendement (%) = [ (P1-P2) / P3] 100

= P1: Poids de la boite de Petri apres lI'avoir retirée du tuve.
= P2: Poids de la boite de Petri vide.
= P3: Poids de la plante utilisée 10g.

11.2. Dosage de teneur totale en polyphénols
a. Principe

La teneur en composés phénoliques de notre extrait a été déterminée par la méthode de
Folin-Ciocalteu (Wood et al., 2002). Le dosage des phénols totaux par le réactif de Folin-
Ciocalteu a été decrit des 1965 par Singleton et Rossi. Le réactif est constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM01,040). Il est
réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de
molybdene. La coloration produite, dont I’absorption maximum est comprise entre 725 et 765
nm est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux
(Boizot et Charpentier, 2006).

b. Mode opératoire
e Dans des tubes a hémolyse en verre, un volume de 0.2 ml de chaque extrait a été ajouté

avec un mélange de 1 ml de réactif Folin-Ciocalteu dilué 10 fois et 0.8 ml d’une
solution de bicarbonate de sodium;

e Lestubes sont agités et conservés pendant 2 heures a une température ambiante;

e [’absorbance est lue a 765 nm, une courbe d’étalonnage a été réalisée en parallele dans
les mémes conditions opératoires en utilisant 1’acide gallique a différentes

concentrations (0.1 a 1 mg/ml).
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11 .3. Dosage de teneur totale en flavonoides
a. Principe

La teneur en flavonoides de notre échantillon a été déterminée a I'aide de la méthode
spectrophotométriqgue avec une modification mineure (Djeridane et al., 2006). La
quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode basée sur la formation d’un
complexe tres stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygene présent sur les
carbones 4 et 5 des flavonoides. Le chlorure d’aluminium forme des complexes acides labiles
avec les groupes orthodihydroxyl dans le cycle A ou B de flavonoides (Meraghni et al.,
2018).

b. Mode opératoire

e L'échantillon contenait 1 ml de solution de méthanol de I'extrait & la concentration de 1

mg/ml et 1 ml de solution d'AlCl3 a 2 % dissous dans du méthanol;

e Les echantillons ont été incubés pendant une heure a température ambiante. Les
échantillons ont été incubés pendant 1 h a température ambiante (TA). L'absorbance a

été déterminée a l'aide d'un spectrophotométre a Amax =415 nm;

e La méme procédure a été répétée pour la solution standard de que quarcétine et le

graphique d'étalonnage a été interprété;

e Sur la base de I'absorbance mesurée, la concentration de flavonoides a été lue (mg/mL)
sur la ligne d'étalonnage, puis la teneur en flavonoides de chaque échantillon a été
exprimée en terme d'équivalent de quarcétine (mg de QAE/g d'échantillon).

Il .4. Dosage des tanins condensés
a. Principe

Nous avons adopté la méthode de la vanilline avec I'acide sulfurique. Cette méthode est
basée sur l'interaction de la vanilline avec le groupe flavonoide terminal des TC et la
formation de complexes rouges, ce qui s'explique par la propriété des tanins a se convertir en

anthocyanidines rouges par interaction avec la vanilline (Schofield et al., 2001).
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b. Mode opératoire

e Nous preparons 3 mg d'extrait d'échantillon avec 3 ml de solution d'éthanol ;

e Nous préparons 1 mg de vanilline avec 100 ml d'acide sulfurique et agitons
vigoureusement;

e Nous préparons 5 tubes numérotés comme suit, tubes 1,2,3,4 et tube5 contient 5 mg de
catéchine avec 5 ml de solution d'éthanol. On préléve avec une pipette graduée 1,5 ml,
1,5ml, 0,5 ml, 0,2 ml du tube T5 et on ajoute par la méme pipette 0,5, 1, 1,5, 1,8, et on
obtient ainsi quatre tubes de volumes égaux (2 ml) et de concentrations différentes. A
chacun des quatre tubes, on ajoute 0,5 ml de solution de vanilline et 0,5 ml d'extrait ;

e Le mélange obtenu est laissé réagir a température ambiante pendant 20 minutes;

L'absorbance est mesurée a 550 nm contre le vide.

11.5. Activité antioxydant (test DPPH)

a. Principe de test DPPH

L’activité anti-radicalaire est mesurée par la dégradation du DPPH: 2,2’-diphenyl-1-
picrylhydrazyl, qui est un radical synthétique présentant une intense coloration violette. La
couche électronique de ce radical est saturée en contact d’antioxydants, ce qui explique la
disparition de sa coloration. Cette décoloration explique le pouvoir de 1’extrait de la plante a
piéger ce radical, qu’on peut détecter par un spectrophotometre-UV. L’estimation de cette

activité anti-radicalaire est mesurée selon la méthode de Bouhamdi, (2012) (Figure 13).
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Figure 13: Mécanisme réactionnel intervenant lors du test DPPH (Fettah, 2019)
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b. Mode opératoire

e Une solution éthanolique de DPPH" a été préparée en dissolvant 4 mg de ce produit
dans 100 ml de methanol ;

e Ensuite, a 50 pl d’extrait a une concentration donnée sont ajoutés 1950 pul de la solution
DPPH ;

e Les extraits ainsi que la référence (acide ascorbique) sont testés a différentes
concentrations (0.1 -0.25-0.5-0.75-1- mg/ml) ;

e Lire I'absorbance a 517 nm aprés 30 minutes d’incubation a 1’obscurité.

c. Expression des résultats

L'activité anti-oxydants liée a l'effet de piégeage du radical DPPH" est exprimée en

pourcentage d’inhibition (PI) a I’aide de la formule suivante :

Activité anti-radicalaire% = [(Abs contréle - Abs échantillon) / Abs contréle] x 100

L’¢étude de la variation de I’activité anti-radicalaire en fonction de la concentration des
extraits, permet de déterminer la concentration qui correspond a 50% d’inhibition (IC50), une

faible valeur de la IC50 correspondant a une grande efficacité de 1’extrait.
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I. Rendement d’extraction des tanins totaux

Apres l'extraction les tanins totaux par la méthode de macération, ou nous mélanger
feuilles de la plante Pergularia tomentosa broyées avec 1’éthanol pendant 24 heures, nous
avons ensuite effectué la séparation de cette solution par ampoule & décantation, en obtenu un
rendement (extrait de tanins) sous forme pate (jaune foncé a brun) égal 124 mg c'est-a-dire
1.24 % du poids des feuilles broyées que nous avons utilisé (10g).

[ Rendement (%) = (12.505 - 12.381) / 10) 100 ]

Selon Baaissa et Guettiani, (2020), le rendement d'extrait de la partie aérienne de la
plante Pergularia tomentosa est 8.6%, cette valeur est supérieure a notre rendement d'extrait
des tanins. D'autre point de vue selon Belloum et Nani, (2019) le rendement de 1’extrait
éthanolique de racines séchées de Pergularia tomentosa a donner un résultat 9,78 %. Ce

résultat est plus élevé par rapport notre rendement (I'extrait des tanins).

Les rendements varient d’une partie de la plante a une autre et d’une méthode
d’extraction a une autre, Cette différence est expliquée par I'utilisation d'ampoule a
décantation, et cette étape, peuvent conduire a une réduction significative de rendement. Il y a
également une autre raison qui pourrait avoir un impact sur le rendement d’extraction, c’est le
temps d’extraction qui différe d'une méthode a une autre. Un certain degré de température
peut inactiver les composés bioactifs et diminuer leur rendement d'extraction dans le solvant
utilisé (Lahmar et al., 2017).

Il. Teneur total de polyphénol

La teneur en polyphénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique
adaptée de Wood et al., (2002) avec le réactif de Folin-Ciocalteu. Les résultats obtenus sont
exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait (mg EAG/g E). Cette teneur
est calculée en utilisant ’équation de la régression linéaire d’acide gallique est le standard le

plus souvent employé dans cette méthode Figure 14.
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Figure 14 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux

A partir de la courbe d’étalonnage de Figure 14, la concentration des polyphénols
totaux de I’extrait de tanins de Pergularia tomentosa par macération est égale 18.79 + 0.16
mg EAG/g E.

Les résultats de dosage de polyphénols montrent que 1’extrait des tanins est riche en
polyphénols (18.79 = 0.16 mg EAG/g E). Cette résultat est inférieur de celle publié par Saidi,
(2019) sur I'extrait méthanolique des graines Gleditsia triacanthos (Fabaceae) avec le taux de
23.700 + 0.919 mgEAGI/gE. Par contre nos résultats sont relativement similaire a la teneur en
polyphénols des travaux de Tlili et al., (2021), sur I'extrait éthanolique des feuilles de P.
tomentosa (17,65 + 0,3mg EAG/g E).

Les teneurs en polyphénols totaux varient qualitativement et quantitativement dans la
méme plante ainsi d‘une plante a une autre, cela peut étre expliquée par 1°origine de la plante
et la méthode d‘extraction, par la polarité¢ des solvants d‘extraction. Elle dépend aussi d‘un
certain nombre de facteurs intrinseques (génétique) et extrinseques (le climat, la période de
récolte et les conditions de stockage), aussi dépendent a l'organe analysé, et les conditions
d'échantillonnage (Schlesier et al., 2002), les différentes maladies qui peuvent affecter la
plante, et également la dégradation de quelques composés phénoliques dans une tempeérature
trop élevée. Néanmoins, plusieurs chercheurs ont attiré 1’attention a la possibilité de
I’oxydation des composés phénoliques si le temps d’extraction est long, ce qui peut mener a

I’inverse des résultats escomptés (teneurs tres basses) (Park et Cha, 2003).
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Dans la méme étude par Tlili et al., (2021), d'autres solvants ont été utilisés dans le
processus d'extraction par maceration, ce qui a affecté le taux de polyphénols obtenu dans les
résultats ou lors de l'utilisation de chacun des solvants suivants, les résultats étaient les
suivants :(A 1’éther de pétrole: 20,51 + 0,37mgEAG/g E; A 1’acétate d’éthyle: 27,26 + 0,097
mgEAGI/gE et butanolique mgeAG/g E 33,91 + 0,11 mgEAG/g E). Cela indigue que le choix
du systeme de solvant d’extraction est trés important dans la détermination des teneurs en

polyphénols totaux (Tirichine, 2010).

I11. Teneur totale en flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI53) (Djeridane et al., 2006). L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 415 nm.

La courbe d’étalonnage de quercétine représentés dans Figure 15, ayant 1’équation:
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Figure 15: Courbe d'étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides totaux

A partir de la courbe d’étalonnage de quercétine Figure 15, les résultats de la teneur en
flavonoide des feuilles du Pergularia tomentosa (I’extrait des tanins) montrent que les
flavonoides a savoir une moyenne de 1.724 + 0.276 mg EQ /g E.

Les résultats de dosage de flavonoides montrent que 1’extrait des tanins est possédé une
quantité considérée en flavonoides (1.724 + 0.276 mg EQ /g E). Cette quantité est inférieure a
celle de la plante Pergularia tomentosa daemia (4.65 mg EQ/g E) par Karthishwaran et
Mirunalini, (2012).
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Cette différence peut s'expliquer d’apres Lu et al., (2006); Vanamala et al., (2006) et
Klimczak et al., (2007), par la variabilité des teneurs en flavonoides dans 1’organe de la
plante ou est influencée par plusieurs facteurs dont 1’origine génétique, le degré de maturation
et le mode de conservation.

La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante est liée a la solubilité qui
dépend non seulement de la polarité du solvant d'extraction mais aussi du nombre et de la
position des groupements hydroxyles libres, au poids moléculaire et de la glycosylation
(Mohammedi et Atik, 2011; lloki-Assanga et al., 2015).

Dans notre cas, nous peut expliquons également la faiblesse de notre résultat par la
méthode d'extraction, ou nous avons utilisé ampoule a décantation, nous nous sommes

débarrasses d'une grande quantité de I'extrait et conserve I'extrait de tanins (cible d'extraction).

IV. Teneur les tanins condensés
Le dosage des tanins condensés a été réalisé selon la méthode de la vanilline avec
I'acide sulfurique (Schofield et al., 2001). L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde

de 550 nm. La courbe d’étalonnage de catéchine représentés dans Figure 16, ayant I’équation:

Apserption (nm)
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Figure 16 : Courbe d'étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés

A partir de la courbe d’étalonnage de catéchine Figure 16, les feuilles du Pergularia
tomentosa (1’extrait des tanins) possede une quantité remarquable de tanins condensés d’ordre
de 6.95+0.11 mg ECT /g E.

32



Partie I1. Chapitre02 : Résultats et discussion

A partir de Tlili, (2016) les feuilles de P. tomentosa montrent que cet extrait est
relativement riche en tanins condenses, avec un taux de 61,06 + 0,22 mg ECT/g E, ce qui est
une valeur supérieure a celle de notre extrait.

La variation de taux de tanins pourrait étre due aux conditions environnementales
(Fahmi et al., 2013), Ainsi que dépend a la dégradabilité, est susceptible d’étre influencé par
le mode de culture, le stade phénologique (avec le temps, les plantes ont tendance a durcir par
lignification et leur valeur nutritive décline), la nature du sol (les sols arides sont sablonneux,
infertiles et pauvres en éléments nutritifs), le climat au moment du prélévement (température
et pluviométrie), de méme que par la constitution de 1’échantillon (proportion, tiges, feuilles
et fleurs). Le traitement de ces prélévements en vue de 1I’expérimentation (mode de séchage,

de broyage et de stockage) est aussi susceptible de faire varier les résultats (Rira, 2006).

V. Evaluation I'activité anti-oxydante

Afin d’étudier ’activité antiradicalaire de notre extrait, nous avons utilisé la méthode
basée sur le DPPH (2,2-diphényle-1-picryl hydrazyl) (Hanato et al., 1988) comme un radical
relativement stable, qui posséde une bande d’absorbance a 517 nm. La capacité anti-oxydante
de I’extrait de la plante étudiée a été déterminée et comparées aux activités des composés des
¢étalons I’acide ascorbique.

Les résultats obtenus pour le test de DPPH, exprimés en termes de concentration
inhibitrice de 50 % des radicaux (IC50), sont présentés dans Figure 17. A des fins

comparatives, un antioxydant standard sont utilisés (I’acide ascorbique).
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Figure 17 : Résultats de concentrations inhibitrices 50 % de DPPH
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L'acide ascorbique a montré une forte activité anti-radicalaire avec des IC50 de I’ordre
de 0.5 + 0.075 mg/ml, et I’activité antioxydants de notre extrait avec IC50 de ’ordre de

51.555 + 2.977 mg/ml cette pouvoir est faible par rapport I’activité d’acide ascorbique.

D'apres Tlili, (2016) I'extrait éthanolique de feuille de P. tomentosa possede un IC50
de l'ordre de 9,81+ 0,06 mg/ml., cette valeur est relativement inferieur par rapport & notre
résultat, donc notre extrait montré une activité antioxydant plus faible par rapport cette valeur.

La quantité des composés bioactifs de la méme plante dépend de plusieurs facteurs
parmi eux le facteur de la région géographique qui, associee aux conditions climatiques
comme la température et l'altitude, influent sur la composition chimique des constituants

actifs et sur la capacité antioxydant des plantes (khadri et al., 2008; Tlili, 2015).

D'aprés Benlagha et Khelil, (2019) I'extrait éthanolique des feuilles d’Olea europaea
(Oleaceae) posséde un IC50 de I'ordre de 189.2 pg/ml. Cette valeur est relativement inferieur
par rapport a notre résultat. On peut suggérer que le pouvoir antioxydant observé est dd a la
différence dans la constitution chimique de cette plante, elle-méme variable en fonction des
conditions du biotope (khadri et al., 2008; Tlili, 2015). La valeur d'IC50 est due a la présence
des flavonoides, Ces derniers possédent des propriétés antioxydants puissantes. Le nombre et/
ou la position des groupes hydroxyle sur les noyaux de ces molécules, les substitutions sur les
cycles B et A avec la présence de la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-
oxo sur le cycle C renforcent 1’activité antioxydant des flavonoides (Cai et al., 2006). Cette
différence peut s'expliquer par plusieurs facteurs influencés on peut citer diverses régions de
la plante étudiée, différent entre les especes des plantes végétale (Tlili, 2015), de 1’organe
végétal a tester, le période de récolte (Bettaieb et al., 2017) et les conditions expérimentales

différent solvants (Benhammou et al., 2009).
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Conclusion

Gréce au développement et aux progres scientifiques dans divers domaines, I'homme a
pu progressivement se passer des plantes médicinales en traitement et les remplacer par des
médicaments et des préparations chimiques. On s'attendait a ce que la maladie régresse et la
contrble, mais ce qui s'est passe est le contraire. La ou I'nomme connaissait des maladies qui
n'existaient pas auparavant, et des maladies chroniques sont apparues, ce qui a poussé les
scientifigues a se tourner vers I'étude des plantes médicinales pour développer des
médicaments sans utiliser de matériel industriel et nous a fait en particulier nous tourner vers
I'étude d'une de ces plantes médicinales, Pergularia tomentosa L. les travaux en cours visent a
mener une étude phytochimique en recherchant I'une des molécules biologiques actives, qui

est les tanins.

Nous sommes partis au début de notre travail au laboratoire par extraire les tanins des
feuilles broyées de Pergularia tomentosa L. puis nous avons estimé la quantité de certains
métabolites secondaires (polyphénols, flavonoides et tanins condensés) et conclu notre travail

en évaluant le pouvoir antioxydant. Les résultats obtenus peuvent étre listés comme suit :

e Les feuilles de Pergularia tomentosa ont donné un rendement d'extraction (trempage
dans I'éthanol et séparation dans le chloroforme) égale 1,24 % (124 mg).

e L'étude de la quantité de polyphénols dans I’extrait des tanins des feuilles de
Pergularia tomentosa a donné une bonne quantité de polyphénols égale a 18,79 + 0,16
mg EAG/g E.

e La quantité de flavonoides dans notre extrait est quelque peu faible avec un résultat
égale 1,724 £ 0,276 mg EQ /g E.

e L'étude de la teneur en tanins condensés a donné un résultat moyen égale 6,95 + 0,11
mg ECT /g E.

e L'activité antioxydant de I'extrait des tanins de Pergularia tomentosa est bonne avec
un résultat d’IC50 d’ordre de 51,555 + 2,977 mg/ml.

Sur la base de ces résultats, nous concluons que Pergularia tomentosa est tres importante
en phytothérapie, car elle possede une bonne quantité de polyphénols, de flavonoides et de
tanins condensé, c'est-a-dire Pergularia tomentosa (extrait de tanins) est riche en polyphénols
en general, qui est I'un des métabolites secondaires les plus importants qui portent plusieurs
activités anti-maladie, et la preuve en est le résultat du test DPPH, qui a montré que l'extrait

de tanins a une bonne activité antioxydante.



Conclusion

En fin, I’ensemble de ces résultats obtenus in-vitro ne constitue qu’une petite partie de la
recherche des substances et sources naturelles biologiquement actives, nous envisageons
comme perspective d’utiliser des méthodes modernes pour 1’extraction des principes actifs, et

de valoriser leur présence par des techniques précises comme la CPGSM, la RMN et I’HPLC.
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Résumé

Les extraits naturels issus des végetaux contiennent une variété de molécules
biologiquement actives. Dans ce contexte nous avons tenté d’évaluer ’activité antioxydante
de I'extrait de tanins préparé a partir des feuilles du Pergularia tomentosa broyés, cet extrait a
été obtenus par macération dans un solvant polaire: I'éthanol et aprés separation dans

chloroforme par ampoule a décantation. Le rendement respectif est de 1,24%.

L’analyse quantitative d'extrait de tanins confirmer a révélé la présence des composés
phénoliques, des flavonoides et tanins condensé dans I'extrait de tanins, ceci est confirmé par
dosage des composés phénoliques, flavonoides et tanins condensé dont les valeurs sont : pour
les composés phénoliques égale (18.79 £ 0.16 mg EAG/g d’extrait); les flavonoides (1.724+
0.276 mg EQ /g d’extrait) et tanins condensé (6.95 + 0.11 mg ECT /g. d’extrait) dans I’extrait
de tanins. L’activité antioxydant a été établie par la méthode de DPPH in vitro, les résultats
obtenus démontrent la présence des principes actifs antioxydants dans I’extrait avec un IC50

d’ordre de 51.555 + 2.977 mg/ml.

Sur la base de ces résultats, nous concluons que Pergularia tomentosa est trés
importante en phytothérapie, car elle possede une bonne quantité de polyphénols, de
flavonoides et de tanins condensé, c'est-a-dire Pergularia tomentosa (extrait de tanins) est
riche en polyphénols en général, qui est I'un des métabolites secondaires les plus importants
qui portent plusieurs activités anti-maladie, et la preuve en est le résultat du test DPPH, qui a

montré que I'extrait de tanins a une bonne activité antioxydante.

Mots clés: Pergularia tomentosa, Polyphénols, Flavonoides, Tanins condensé, Activité

antioxydante.
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Abstract

Natural plant extracts contain a variety of biologically active molecules. In this
context we tried to evaluate the antioxidant activity of the tannin extract prepared from the
crushed leaves of Pergularia tomentosa, this extract was obtained by maceration in a polar
solvent: ethanol and after separation in chloroform by separatory funnel. The respective yield
is 1.24%.

The quantitative analysis of tannin extract confirm revealed the presence of phenolic
compounds, flavonoids and condensed tannins in the tannin extract, this is confirmed by
assaying the phenolic compounds, flavonoids and condensed tannins whose values are: for
phenolic compounds equal (18.79 + 0.16 mg EAG/g of extract); flavonoids (1.724 + 0.276 mg
EQ / g of extract) and condensed tannins (6.95 £ 0.11 mg ECT / g of extract) in the tannin
extract. The antioxidant activity was established by the in vitro DPPH method, the results
obtained demonstrate the presence of antioxidant active ingredients in the extract with an
IC50 of around 51.555 + 2.977 mg/ml.

Based on these results, we conclude that Pergularia tomentosa is very important in
herbal medicine because it has a good amount of polyphenols, flavonoids and condensed
tannins, Pergularia tomentosa (tannin extract) is rich in polyphenols in general, which is one
of the most important secondary metabolites which bears several anti-disease activities, and
the proof of this is the result of DPPH test, which showed that the tannin extract has good

antioxidant activity.

Key words: Pergularia tomentosa, Polyphenols, Flavonoids, Condensed tannins, Antioxidant

activity.



