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Résumeé

L’objectif de notre travail est la contribution de 1’effet du pH du milieu d’extraction sur la
composition phytochimique et leur activité anti-oxydante de I’espéce Matricaria pubescens

utilisée en médecine traditionnelle.

A cet effet, nous avons utilis¢ les différentes méthodes (spectrophotométrie UV-visible ,
spectrophotométrie infrarouge FT-IR , chromatographie liquide a haute performance HPLC )
qui permettant de donner des informations sur chaque milieu d’extraction pour comparer entre
eux .

Le screening photochimique a mis en évidence la présence de quantités considérables de
flavonoides, de flavanols. L’analyse qualitative par chromatographie liquide a haute
performance a révélé la présence de 1’acide gallique, I’acide ascorbique, 1’acide chlorogénique
,acide caféique, vanilline et la rutine dans les majorités des extraits .

En outre, les résultats ont montré que les extraits des milieux acides faibles présentent une
propriété antioxydante tres élevée et révelent leurs richesses en contenu polyphénols par
apport les autres extraits .

Mots clés : Matricaria pubescens ,pH , polyphénols , activité antioxydante.
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Introduction

Introduction

Depuis des milliers d'années, 'humanité a utilisé diverses ressources trouvées dans son

environnement afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies.[4]

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments. Elles
sont considérées comme source de matiére premicre essentielle pour la découverte de

nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs médicaments .[6]

Les métabolites secondaires font I’objet de nombreuses recherches basées sur les
cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols
végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique [2] .Ils sont présents dans toutes les
parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois)
et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques .[3]

L’¢tude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualit¢ malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives. Cette maticre végétale contient un
grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans 1’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les
coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpeénes et les flavonoides
[1]

En Algérie, I’industrie pharmaceutique, mais également des médecins et des chimistes
cherchent a mieux connaitre le patrimoine des especes spontanées utilisées en médecine
traditionnelle. Leurs modes d'utilisation, leurs indications dans diverses pathologies ainsi les
principes actifs sont étudiés depuis une vingtaine d'années . [05]

C’est dans ce contexte, que notre travail va s’inscrire vu I’implication de notre
laboratoire, dans cet axe de recherche consacré principalement a la phytochimie et a
I’évaluation biologique des plantes sahariennes reconnues médicinales de fagon traditionnelle.
Pour cela, on propose notre contribution sur la plante Matricaria pubescens qui est tres

utilisée par la population saharienne.

L’objectif de notre étude est d’estimer la teneur de cette espece végétale en ces
composés actifs essentiels, les polyphénols obtenus dans les feuilles de la plante et d’en
évaluer leur pouvoir biologique sur les différent pH du milieu d’extraction .

Notre travail se répartit donc comme suit :
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Introduction

Etude botanique de la plante « Matricaria pubescens» (classification, description, et
utilisation, .....).

Etude chimique impliquant la définition, la structure, la classification, et 1’activité
biologique des polyphenols.

Extraction des polyphénols contenus dans la matiere végétale .

Analyse des extraits par les méthodes colorimétries et chromatographie liquide de
haute performance (HPLC).

Evaluation de I’activité antioxydante de notre extraits par deux méthodes, le capacité

antioxydante totale et le piégeage du radical libre DPPH.

Page 2



Introduction

Références bibliographiques

[1] Bahorun T., Gressier B., Trotin F., Brunet C., Dine T., Luyckx M., Vasseur J., Cazin M.,
Cazin J. C. and Pinkas M, (1996) Oxygen species scavenging activity of phenolic extracts
from hawthorn fresh plant organs and pharmaceutical preparations. Arznei. Forschung.; 46:

1086-1089.

[2] Bahorun, T. (1997) Substances Naturelles actives: La flore mauricienne une source
d'approvisionnement potentielle. Université¢ de Maurice. AMAS, Food and Agricultural

Research Council, Réduit, Mauritius , p 83

[3] Boizot, N ; Charpentier, J.P. (2006). M¢éthode rapide d'évaluation du contenu en
composésmphénoliques des organes d'un arbre forestier. Méthodes et outils pour

d'observation et 1'évaluation des milieux forestiens, prairiaux et aquatiques, /NRA, 79-82.

[4] Lhuillier, A. (2007) Contribution a 1’é¢tude phytochimique de quatre plantes malgaches :
Agauria salicifolia Hook.f ex Oliver, Agauria polyphylla Baker (Ericaceae), Tambourissa
trichophylla Baker (Monimiaceae) et Embelia concinna Baker (Myrsinaceae). These de

doctorat. Toulouse

[S] Maizak, K ; Brac, De La Perriere et Hammiche, V. (1993). Pharmacopée traditionnelle:
Sahara septentrional. Actes du 2e colloque européen d’ethnopharmacologie, Heidelberg, p

169-181.

[6] Maurice N, (1997) L'herboristerie d'antan a la phytothérapie moléculaire du XXIe siécle.
Ed. Lavoisier, Paris, p. 12-14.

Page 3



Chapitre I

Généralités botanique



Chapitre I: Généralités botaniques

I.1. Famille des Astéracées

I.1.1. Généralités:

Nombreuses familles botaniques sont incluses dans ces plantes aromatiques. On
signale la famille des Astéracées, cette famille des comprend plus de 13 tribus, 1000 genres et
23000 especes [16]. En Algérie, il en existe 109 genres et 408 especes et en France 111 genres
et 638 especes [8] . Les Astéracées sont économiquement importante, vu que plusieurs de ses
plantes sont cultivées pour leur valeur alimentaire (le tournesol, le topinambour, la laitue, la
chicorée, la camomille, etc.) ou comme plantes décoratives (les dahlias, les asters, les
rudbeckies, les gaillardes, etc).

Plusieurs especes sont utilisées en pharmacie, En effet, il a été rapporté que les fleurs
et les feuilles de certaines plantes de cette famille, tels que 1'Arnica (Arnica montana L.) , la
Chamomille (matricaria chamomilla L et Anthemis nobilis L) possédent des propriétés
antibactériennes, antifongiques, antiviraux et anti-inflammatoires. De ce fait, de nombreuses
especes de cette famille sont utilisées en médecine traditionnelle [6].

Le tableau (I.1) montre les différents especes des Astéracées dans le Sud d'Algérie et leur

usage thérapeutique .

Tableau (1.1) : les différents espéces des Astéracées dans le Sud d'Algérie et leur usage
thérapeutique .[11]

. . . . . g MOde
Nom scientifique Indication Partie utilisée o
d’utilisation

Refroidissement pulmonaire,

Anvillea radiata Coss. o Feuilles, tiges | Infusion,macération
indigestion
Dur.
Artemisia herba Troubles d1g§st1f et resplratmre, Feuilles Infusion,
rhumatisme, obésité, R
alba Asso refroidissement, aromate rameaux, fleurs | macération, tisane
Artemisia campestris Emménagogue, vermifuge, _ o
vulnéraire, régles Feuilles et les | Infusion, décoction,
L. douloureuses, cicatrisant, maux " maccration,
Sommites cataplasme
d’estomac
Cotula cinerea Del. Colique, diarrhée, toux, Feuilles et Infusion, décoction,
o ) maceration,
refroidissement bronchopulmonaire rameaux inhalation
Matricaria pubescens Dysménorrhée, toux, affections Feuilles et Macération,
Def. oculaires, maux de rein racines décoction, infusion
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I.1.2.Systématique [9]
Tableau (1.2) : La classification Systématique .

Régne Plantae
Sous-régne Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Embranchement Phanerogamae (Phanérogames)
Sous-embranchement Magnoliophytina (Angiospermes)
Classe Magnoliopsida (Dicotyledones)
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Astéracée (Compositae)

I.2.Le genre Matricaria

Matricaria est un genre de plantes a fleurs de la famille Astéracées. Certaines de ces
especes ont le nom commun de "matricaire", mais ce nom se réfere également a des plantes

dans des autres genre.[6]

1.2.1.Systématique [6]:

Tableau (1.3) : La classification Systématique de genre Matricaria .

Régne Plantae
Ordre Asterales
Famille Astéracées
Sous-famille Asteroideae
Tribu Anthemideae
Sous-tribu Matricariinae
Genre Matricaria

I.2. 2. Répartition géographique et caractéristiques botaniques [6]

La plupart des matricaires sont treés fréquents dans les régions tempérées d'Europe,
d'Asie, et en Amérique, ainsi que dans le nord et le sud de I'Afrique, et certaines sont
naturalisées en Australie.

Les matricaires sont des plantes annuelles de 50 centimetres a 1,5 m de hauteur, a tige

dressée (rameuse). Les feuilles, alternes, sessiles, €épaisses, charnues, sont treés divisées, en
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lanieres. Les fleurs, jaunes au centre, blanches a la circonférence, trés odorantes, sont
groupées en capitules solitaires au sommet des rameaux. Le fruit est trés petit, blanc jaunatre,

légerement arqué.

I.3.Présentation de la plante étudiée

Matricaria pubescens est une plante spontanée, elle pousse en abondance dans les

régions sahariennes , elle est trés utilisée en médecine et préparations traditionnelles.[10]

I.3.1.Caractéristiques botaniques:

Matricaria pubescens est une espeéce endémique, appartenant a la famille des
Astéracées , trés connue en Afrique du Nord . C’est une plante herbacée a tiges nombreuses
couchées puis redressées et sous forme de touffes. Les feuilles découpées et velues sont d’un
vert sombre. Involucres a bractées et ayant une marge membraneuse large, les fleurs toutes en

tubes, de coloration jaune, sont groupées en capitules dont le diameétre est de 6 a 7 m. [12]

1.3.2. La croissance et la florison :
La croissance de Matricaria pubescens commence en fin d'hiver, et aprés une courte
périodes de croissance et de développement apparaitre les fleurs jaunes. La plante se

desseche et meurt quand approche de 1'été. [15]

1.3.3.Répartition géographique:
Matricaria pubescens est largement distribué dans tout le Sahara, il s’agit d’une espece

endémique nord-africaine: Sahara Occidental, Maroc, Tunisie, Algérie et Libye . [14]
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Figure (I-1) : Photo de la plante Matricaria pubescens .[2][13]

1.3.4. Systématique

Nom vernaculaire: La dénomination se difféere d'une région a l'autre: L'espéce Matricaria

pubescens (Desf.) est appelée Guertoufa et Ouazouaza a El Goléa et Ouargla [7], Ainasnis a

Tassili [2] et a Béchar Ouazouaza et Guertoufa Khadra.

La classification botanique de cette plante est décrite par le tableau (1.4)

Tableau (1.4) : La classification Systématique de la plante .[12][13]

Classe Dicotylédones
Sous classe Gamopétales
Ordre Astérales
Famille Astéracéas
Genre Matricaria
Espéce Pubescens ( Desf.)
Nom francais Camomille

1.3.5.Composition chimique de Matricaria pubescens (Desf.)

Un grand nombre du genre de Matricaria ont fait a ce jour, I’objet d’études chimiques

et de trés nombreux métabolites secondaires ont été isolés, a 1’exception des alcaloides. Les

recherches phytochimiques ont permis de mettre en évidence , dans le genre Matricaria , tous

les composés caractéristique des Astéracées .Ces derniers, lors d” études chimiosystématiques,
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ont montré une grande variété de métabolites secondaires et des procédés biosynthétiques
différents .On a ainsi pu mettre en évidence au cours d’études chimiques sur les Astéracées ,
différents types de composés chimiques : coumarines, flavonoides, amides ,terpenes,
hétérosides, sesquiterpenes lactones .[4]

a)- Les coumarines [8]

Les composés coumariniques rencontrés chez le genre Matricaria sont le plus souvent des

composés simples comme c’est le cas de I’Herniarine (22) et I’umbelliférone (23) .

XX SN

1
!

CH3()/ 0 0 HO TO” "0

22 23

b)- Les flavonoides

Les flavonoides, présents dans la plupart des plantes, sont des pigments polyphénoliques qui
contribuent entre autres, a colorer les fleurs et les fruits en jaune ou en blanc. Ce sont des
substances naturelles trés répandues dans la famille des Astéracées [3] ou beaucoup de
travaux ont été réalisés chez le genre Matricaria. On trouve essentiellement des flavonoides

glycosylés comme I’apigénine 7-glucoside et la lutéoline 7-glucoside [8] .

¢)- Les amides
Les parties aériennes et les racines de 1’espeéce Matricaria pubescens (Dest.) présentent un
gout piquant et poivré di a des métabolites secondaires comportant un radical isobutylamide.

Ces amides peuvent étre aromatiques « fagaramide » ou aliphatiques « sanshool » [1]

d)- Les terpénes

Constituant une vaste famille de composés naturels, ils sont classés chimiquement en fonction
du nombre d'unités isopréniques (CsHg),constituant leurs structures carbonées selon la régle
¢laborée initialement par Léopold Ruzicka .[8]

e)-Sesquiterpénes lactones

Ce sont des molécules en C;5 souvent présentes sous formes de lactones qui peuvent conférer

notamment aux Astéracées des propriétés allergisantes. Ces substances sont fragiles et, par
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distillation, peuvent se transformer en carbures plus ou moins insaturés par dégradation de la

lactone initiale. Elles peuvent étre présentes dans les huiles essentielles. [8]
1.3.6.Domaines d'utilisation du Matricaria pubescens (Desf.)
v' Alimentation

Cette plante est utilisée pour donner une bonne saveur au thé [8] . Dans la région Sud-
Ouest Algérienne elle est aussi utilisée pour la préparation des soupes et dans la conservation

du beurre transformé traditionnellement (D’han).

v' Médicinal
Matricaria pubecens (Desf.) est utilisée dans les affections oculaires, démangeaison,
dysménorrhée, inflammations des plaies [7], rhumatismes, toux, otites et affections oculaires,
calculs biliaires et affection gastro-intestinales. [8][11]
L'usage traditionnel de cette plante est varie d'une région a l'autre [7]:
» El-Goléa : rhumatismes, courbatures, déshydratation, dentition, dysménorrhée,
affections oculaires, toux, allergies.

» Béchar : toux, allergies, affections oculaires ;

» Ouargla : toux, dysménorrhée, piqires de scorpion et allergies ;

En usage externe, la matricaire est utilisée couramment dans le domaine dermatologique [8]

* Retenues de l'usage : vulnéraire (cicatrisant, antiseptique, antiphlogistique) ;
* Mucodermotrope : anti-inflammatoire, épithéliogéne, antiulcéreux, 1énitif ;

* Anti-infectieux : antifongique, antibactérien.
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Chapitre II : Les polyphénols et I’activité antioxydante

I1.1 Les composés phénoliques

I1.1.1Généralités :

Les composés phénoliques également dénommés les polyphénols, sont des métabolites
secondaires présents chez toutes les plantes vasculaires [24], ce qui signifie qu’ils n’exercent
pas de fonction directe au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme
la croissance ou la reproduction .[14]

Ils constituent un des groupes les plus nombreux et largement distribué des substances dans le
royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques connues.[33]

Ces composés ont tous en commun la présence d’un ou de plusieurs cycles
benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles.La structure des composés
phénoliques naturels varie depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les
molécules les plus hautement polymérisées (tanins condensés). Avec plus de 8000 structures
phénoliques identifiées . [43]

Les composés phénoliques participent activement aux interactions de la plante avec
son environnement en jouant soit le role des signaux de reconnaissance entre les plantes, ou
bien lui permettant de résister aux diverses agressions vis-a-vis des organismes pathogenes.
IIs participent de maniére tres efficace a la tolérance des végétaux a des stress variés, donc ces
composés jouent un role essentiel dans 1'équilibre et 1’adaptation de la plante au sein de son
milieu naturel . [28]

I1.1.2.Localisation

Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollens, fruits, graines et bois) [5]. Ils sont présents aussi dans diverses substances naturelles
comme les fruits rouges, le raisin ...... etc. [25] Parmi les composés phénolique, dont 8000 sont
connus : les flavonoides, les quinones phénoliques, ligans, les xanthones, les coumarines
et d'autres classes existent en nombre considérable. [5]

I1.1.3. Principales classes des composés phénoliques :

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre
de noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On peut distinguer
deux catégories : les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes.
[13, 36]

I1.1.3.1. Polyphénols simples
I1.1.3.1.1. Acides phénoliques

Ce sont des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
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hydroxyle phénolique.[42]

» Acides hydroxycinnamiques
Dérivent de 1'acide cinnamique et ont une structure générale de base de type (C4-C3). Existent
souvent sous forme combinée avec des molécules organiques. Les degrés d'hydroxylation et
de méthylation du cycle benzénique, conduisent une réactivité chimique importante de ces

molécules .[19]

Tableau (11.1) : Principaux acides hydroxycinnamiques .[39]

Structure R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinnamique
R1 OOH H H OH Acid p-coumarine
OH OH H Acide caféique
R2 OCH; OH H Acide férulique
R3
OCH; OH OCH; Acide sinapique

» Acides hydroxybenzoiques
Sont des dérivés de 'acide benzoique et ont une structure générale de base de type (C4-Cq). Ces

molécules existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides. Les acides hydroxybenzoiques les

plus abondants sont répertoriés dans le tableau suivant . [19]

Tableau (11.2): Principaux acides hydroxybenzoiques .[39]

Structure R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
Acide p-hydro
H H OH H ) P , vy
R2 - enzoique
o H OH OH H Acide protocatechine
\
R3 / >7 COOH g O o H Acide vanillique
H OH OH H Acide gallique
R4
g OCHs oy OCHs Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique
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» Coumarines
Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine

latérale. Les coumarines ont fréquemment un réle écologique ou biologique .[19]

Tableau (11.3) : Principaux types de coumarines .[28]

Structure R6 R7 RS Acides phénoliques
H OH H Umbelliférol
OH OH H Aescultol
OCHj,4 OH H Scopolétol
OCH; OH OH Fraxétol
H OH OH Daphnétol

I1.1.3.1.2. Les flavonoides

Du latin flavus, jaune, sont des substances généralement colorées tres répandues chez
les végétaux : on les trouve dissoutes dans les vacuoles a I’état d’hétérosides ou comme
constituant des plastes particuliers, les chromoplastes .[14]

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possédent un
squelette carboné de quinze atomes de carbones constitu¢ de deux cycles aromatiques (A) et
(B) qui sont reliés entre eux par une chaine en C; en formant ainsi I'hétérocycle (C).[44]
Généralement, la structure des flavonoides est représentée selon le systeme Cg-Cs- Cg [10] en
formant une structure de type diphényle propane dont des groupements hydroxyles, oxygenes,
méthyles, ou des sucres peuvent étre attachés sur les noyaux de cette molécule [34, 29]

Les flavonoides sont présents dans une grande variété d'aliments (fruits et Iégumes, céréales,

jus de fruits, thé et vin...).

Figure (I1.1): Squelette de base des flavonoides . [22]
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Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les
flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines. La structure
de base de ces différents flavonoides peut subir de nombreuses substitutions, les groupements
hydroxyles étant généralement en positions 4, 5 et 7. Ces substances existent généralement

sous forme de glycosides .[1]

v' Flavanones

Les flavanones sont caractérisées par 1’absence de la double liaison entre C, et Cs et
par la présence d’un centre de chiralit¢ en C, [42, 1]. Les agrumes constituent la principale
source alimentaire de flavanones. Les principaux aglycones sont I'ériodictyol dans le citron, la
naringénine dans le pamplemousse et I'hespéritine dans I’orange , un jus d'orange contient

entre 200 et 600 mg d'hespéritine/L . [31]

Ol O
Flavonones: naringénine
(R=H) Eriodictyol (R=0H)

Figure (I1.2): Structure chimique des flavanones . [3]

V' Flavanols
Les flavanols se distinguent par la présence d’un groupement OH en position Cs et
d’une double-liaison en C,-Cs . Ils peuvent exister soit sous forme d’aglycones, soit sous
forme d’hétérosides. Les trois principales structures sont la quercétine, le kaempférol et la
rutine. Les sources les plus riches sont les oignons (350-1200mg/kg de matiere fraiche) [41,
29], le poireau, le chou et les baies telles que le cassis (115 mg/kg de matiere fraiche) [23].

Le thé contient aussi des flavanols a hauteur de 45 mg/L [21].
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Figure (11.3): Structures chimiques de flavonols.[3]

v' Flavan-3ols

Les flavan-3-ols ou dérivés de catéchine sont la catégorie de flavonoides la plus
complexe. De plus, les flavan3-ols peuvent étre estérifiés par I’acide gallique ou hydroxylés
pour former les gallocatéchines (épicatéchine gallate, épigallocatéchine, épigallocatéchine
gallate) [1]. Les catéchines sont présentes dans le chocolat (jusqu'a 132,4 mg/kg de maticre
fraiche de chocolat noir), le thé (jusqu'a 120 mg du thé noir de Chine) et dans les fruits

comme |’abricot [15, 9].

OH
OH @Em—{
HO 8] @[ HO O
N OH v OH
R YR
OH OH

R =0OH catéchine R=0H épigallocatéchine
R = O-galloyl catéchine gallate R = O-galloyl épigallocatéchine gaiiaie

Figure (11.4): Structures chimiques de certains flavan-3-ols [1].

v' Flavones

Dérivent des flavanones par une oxydation qui introduit une seconde double liaison
dan I'hétérocycle . Dans plus de 90%, le cycle A est substitu¢é par deux hydroxyles
phénoliques en Cs et C; . Par exemple: Glucoside d’apigénine chez le blé et la tricine chez le

blé. [3]
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Figure (I1.5): Structures chimiques de flavone.[3]

v’ isoflavones:

Dérivent aussi des flavanones mais outre une oxydation centrale, il y a transposition

du cycle latéral du C, au C4 de I’hétérocycle . [3]

="
]

Isoflavones: genisteéeine

Figure (I1.6): Structures chimiques des isoflavones.[3]

v’ anthocyanes
le terme « anthocyanes » a une valeur générale désignant, soit les formes naturelles

glycosylées, soit les molécules non glycosylées . Chez les anthocyanes, en plus de la position

3 qui est toujours glycosylée, il y a aussi préférentiellement la position 5 est glycosylée. [28]
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- 5 R =R’=H : Pélargonidine
R =0H, R’ =H : Cyamdine
HO g r R=O0CH; R’=H: Péonidine
. R = R’= OH : Délphinidine
7 - R = R’ =0CH; : Malvidine
OH R =0H, R’ =0CH; : Pétunidine

Figure (11.7): Structures chimiques des anthocyanes .[3]

I1.1.3.1.3. Alcools phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique possédant au moins un alcool
aliphatique et un hydroxyle phénolique. Le tyrosol (4-hydroxyphenylethanol) et
hydroxytyrosol (3,4 dihydroxyphenylethanol) sont les principales molécules de cette classe.
Ces composés sont trés abondants dans 1’olive (fruit et feuille), libres ou associés a 1’acide

¢lénolique [32, 12].

OH OH

OH

OH OH
(a) (b)

Figure (I1. 8) : Structures de I’hydroxytyrosol (a) et du tyrosol (b) [26].
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I1.1.3.2. Polyphénols complexes ( tannins )

Les tannins sont des composés phénoliques trés abondants chez les angiospermes, les
gymnospermes (tannins condensés) et les dicotylédones (tannins hydrolysables). Ces
composés ont la capacité de se combiner et de précipiter les protéines. Ces combinaisons
varient d’une protéine a une autre selon les degrés d’affinités .

Le terme tannin vient de la source de tanins utilisée pour le tannage des peaux d’animaux en
cuir. Dans ce processus, les molécules de tanins se lient aux protéines par des liaisons
résistantes aux attaques fongiques et bactériennes.

Selon la structure, on a deux types de tannins : les tannins hydrolysables et les tannins

condensés, dits aussi : proanthocyanidines. [18]

I1.1 .3.2.1. Les tannins hydrolysables

Sont formés par liaison de plusieurs acides galliques a un carbohydrate (généralement le
glucose). On parle de gallotannins , aussi des unités galloyles peuvent étre ajoutées par liaisons
esters, généralement en position C; de 1’acide gallique. Et les unités d’acide gallique voisines
s’accouplent formant les esters d’acide hexahydroxydiphénique, dits : ellagitannins.
Ces deux groupes, les gallotannins et les ellagitannins sont appelés tannins hydrolysables.
Comme leur nom I’indique, ces composés peuvent étre dégradés en fragments simples (acides
phénols et sucres).

L’acide gallique provient de la B-oxydation des composés Ce-Cs, comme I’acide
coumarique ou les acides oxygénés correspondants. Mais, 1’acide shikimique est considéré

comme le meilleur précurseur [40].

I1.1.3.2.2. Les tannins condensés

Les tanins condensés, appelés aussi les proanthocyanidines sont des polymeres formés
d'unités répétitives monomériques qui varient par leur centre asymétrique et leur degré
d'oxydation . Les formes naturelles monomériques des flavan-3-ols se différencient par la
stéréochimie des carbones asymétrique C, et C; et par le niveau d'hydroxylation du noyau

B . On distingue ainsi les catéchines (dihydroxylées) des gallocatéchines (trihydroxylées).[4]
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Figure (I1.9) : Structure générale d’un tannin hydrolysable.[4]
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Figure (I1.10) : Structure chimique des unités monomériques constitutives des
tanins condensé.[4]

I1.1.4. Le role des composés phénoliques

I1.1.4.1.Role physiologique

Des travaux plus anciens ont montré que les phénols seraient associés a de nombreux
processus physiologiques: croissance cellulaires, différenciation, organogenéese, dormance des
bourgeons, floraison et tubérisation .[2]
Les flavonoides sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des
feuilles. IlIs sont universellement présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques de feuilles, ils sont susceptibles d'assurer la protection des tissus contre les
effets nocifs des rayonnements UV .[16]
IIs sont impliqués dans la réaction de défense du palmier dattier contre le bayoud, maladie

infectieuse due a un champignon telle que Fusarium oxysporum .[8]

I1.1.4.2. Role technologique

Les polyphénols interviennent dans la qualité alimentaire des fruits. Les anthocyanes
et certains flavonoides participent a la coloration des fruits murs, ils confeérent aux fruits et
légumes leurs teinte rouge ou bleuté, ils sont aussi responsables des qualités sensorielles et
alimentaires des aliments végétaux. L'astringence et l'amertume des nourritures et des

boissons dépendent de leurs teneurs .[27]
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I1.1.4.3. Role biologique

Tableau (I1.4) : Activités biologiques des composés phénoliques.[38]

Polyphénols

Acides Phénols
(cinnamiques et
benzoiques)

Activités

Antibactériennes
Antifongiques
Antioxydantes

Protectrices vasculaires

Coumarines ) i
et antioedémateuses

Antitumorales
Anticarcinogénes
Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et
diurétiques
Antioxydantes

Flavonoides

Protectrices capillaroveineux
Anthocyanes P

Effets stabilisants sur le
collagene
Antioxydantes
Antitumorales
Antifongiques
Anti-inflammatoires

Proanthocyanidines

Tannins galliques et

o Anti ant
catéchiques oxydantes

I1.2. Activité antioxydante

La protection contre les effets délétéres induits par les radicaux oxygénés s’effectue a
I’aide de trois types d’agents différents : les protéines non enzymatiques, Les enzymes tels
que les superoxyde-dismutases et les glutathion-peroxydases et enfin les antioxydants
d’origine nutritionnelle tels que les caroténoides, les tocophérols (vitamine E), 1’acide
ascorbique (vitamine C) et les polyphénols qui sont des antioxydants essentiels pour

I’homme. [20]

11.2.1. Définition d’un radical libre

Les radicaux libres sont des atomes ou des molécules portant un électron non apparié.
Cette propriété rend ces €éléments trés réactifs du fait de la tendance de cet €lectron a se ré-

apparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi transformées deviennent
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a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en chaine. C’est typiquement
ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique . [7]

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un role
particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux libres primaires, qui dérivent
directement de 1’oxygéne. Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires (radical
peroxyle ROOe, radical alkoxyle RO¢), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur
les composés biochimiques de la cellule . [35]

L’ensemble des radicaux libres primaires est souvent appelé “especes réactives de
I’oxygene” (ROS). Cette appellation n’est pas restrictive. Elle inclut les radicaux libres de
I’oxygene proprement dit : radical superoxyde O, radical hydroxyl OHe, monoxyde d’azote
NOe, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est
importante : 1’oxygéne singulet 10,, peroxyde d’hydrogéne H,O, , peroxynitrite ONOO
J11]

I1.2.2. Antioxydants

L'oxydation fait partie d'une réaction d'oxydo-réduction qui transfére des électrons
d'une substance vers un agent oxydant. Cette réaction peut produire des radicaux libres qui
entrainent des réactions en chaine destructrices. Les antioxydants sont capables de stopper ou
de retarder ces réactions en chaine en se réduisant avec les radicaux libres et annihilant ainsi
leur action. Ces propriétés se trouvent beaucoup dans les familles des thiols et des

phénols.[20]

I1.2.2.1. Définition

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou empéche l'oxydation d'autres
substances chimiques. Il est défini par HALLIWELL [17] comme « toute substance qui, en
faible concentration par rapport au substrat susceptible d’étre oxydé, prévient ou ralentit
I’oxydation de ce substrat ». C’est une molécule qui est capable de neutraliser les formes
actives de I’oxygene et permet de maintenir au niveau de la cellule et de I’organisme des

niveaux non cytotoxiques de radicaux libres.
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I1.2.2.2. Les sources des antioxydants

I1.2.2.2.1.Les antioxydants synthétisés

Les antioxydants de synthése sont introduits dans toutes les formulations contenant
des corps gras insaturés et parfois aussi dans des phases aqueuses ou se trouvent des extraits
végétaux riches en oxydases. Leur concentration d'utilisation est généralement dix fois plus
faible que celle des conservateurs et se situe entre 0,02 et 0,05 %. Ce sont :

e le butylhydroxytoluéne (BHT)

e le butylhydroxyanisole (BHA)

o les gallates de propyle, octyle et de dodécyle

Le tableau (II.5) montre quelques limites d’utilisation des antioxydants de synthese

Tableau (11.5): Quelques exemples d’utilisation réglementée des antioxydants de synthése

[37].
Nature de I’aliment Antioxydant Concentration maximale (ppm)
Saindoux, graisse de beeuf, Gallates et BHA seuls
! . 200
de volaille et de mouton, ou en mélange
huile de poisson.
BHT 100
Compléments alimentaires Gallates, BHT et BHA 400
Soupes et viandes Gallate et BHA seuls ou
. . . . 200
déshydratées, lait en poudre en mélange

11.2.2.2.2. Les antioxydants naturels
Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les parties des plantes supérieures.
Elles incluent le béta caroténe, I’albumine, les vitamines (E, C, P..), les composés

phénoliques. [6]

11.2.2.2.2. 1. Les vitamines :
+ LaVitamine C : Acide ascorbique :
Est largement répandue dans les fruits comme : les 1égumes, les choux, le poivron, le persil,

les agrumes et le kiwi. Elle joue un rdéle important dans la régénération du vitamine E.
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+ La vitamine E :

Elle semble devoir fixer le radical hydroxyle avec formation d’une molécule d’ouverture de
cycle. On la retrouve dans les huiles végétales (arachides, soja, chardon, tournesol, olive

pressé a froid), les amandes, les graines, le lait, les oeufs, les Iégumes a feuilles vertes.

% Le P caroténe

Il est présent dans les 1égumes vertes, la salade, les carottes, I’abricot, le melon, les
épinards, la papaye. [30]
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III.Matériels et méthodes

Notre travail a été réalisée au niveau de laboratoire de valorisation et technologie des

ressources sahariennes (VTRS) d’universit¢ Echahide Hamma Lakhdar d’El Oued . Cette

travail comprend I’étude de I’effet des milieux acide sur I’extraction des composés

phénoliques .

v

Pour effectuer cette étude , plusieurs étapes ont été réalisé :
Procéder d’extraction des composés phénoliques a partir des feuilles de notre plante .

Dosage des composés phénoliques .

Analyse par chromatographie liquide a haute performance (HPLC).

L’utilisation de FT-IR pour confirmer la présence des composés phénoliques.

Evaluation de I’activité antioxydant .

II1.1. Matériels
II1.1.1.Matériels de laboratoire :

v' Appareillage et Produit chimiques:

Appareillage

UV spectrophotometre (UV-1800 SHIMADZU).

Spectrophotometer IR Affinity — 1( FTIR- 8400S SHIMADZU ).

Un chromatographe liquide haute performance HPLC (SHIMADZU type HPLC-RP-C18).
Ultrason — H (J.P.SELECTA ,s.a).

Evaporateur rotatif (Rotavapor BUCHI Heating bath R-210).

pH meétre Consort ( multi- paramétrer analyser C2030 ) .

Etuve (Mommert, Beschickung-Loadig Modell 100-800).

Balance analytique (Shanghai Sunrise Instrument précision 0.001g ) .

Les logiciels utilises

Logiciel Microsoft office Excel 2007, pour le calcul des concentrations a partir des courbes
d’étalonnage et pour la présentation des résultats.

Logiciel LC Solution, pour obtenu des chromatogrammes HPLC.

Logiciel Origine Pro 8 , pour trace les courbes d’étalonnages .
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Produit chimique

e Acide gallique 99% ( C;H¢Os )Production par (PROLABO) .

e Rutine 97% (C,7H30016) Production par (ALFA AESAR) .

e Quercitaine dihydraté 97%( C;5H;007 )Production par (ALFA AESAR) .

e DPPH 95% (C;sH;2 NsOg ) Production par (ALFA AESAR).

e Trichlorure d’aluminium (AICl; .6H,0) Production par (BIOCHEM Chemopharma)

e (Carbonate de sodium( Na,COj3 ) Production par (BIOCHEM Chemopharma) .

e Acétate de sodium (CH;COONa) Production par (BIOCHEM Chemopharma) .

e Sodium phosphate monobasic dehydrate NaH,PO, .2H,0 Production par (BIOCHEM
Chemopharma) .

e Ammonium molybdate tetrahydrate H,4sMO7NO,4 .4H,0O Production par (BIOCHEM
Chemopharma) .

e Hydroxyde de sodium (NaOH) Production par (BIOCHEM Chemopharma) .

e Réactif Folin Ciocalteu (3H,0,P,05,13W03,5M003,10H,0) Production par
(PROLABO).

e Ethanol 96% (CH3-CH,-OH) Production par (SIGMA- ALDRICH).

e méthanol 99% (CH3-OH) Production par (BIOCHEM Chemopharma).

e Acide acétique 99% (CH3-COOH) Production par (BIOCHEM Chemopharma).

e Acide Sulfurique 98% (H,SOj4) Production par (BIOCHEM Chemopharma).

I11.1.2. Matériel végétal :

I11.1.2.1 Préparation des échantillons

Le matériel végétal utilis€é dans cette €tude est constitu¢ des feuilles de la plante
Matricaria Pubescens (Desf.) récoltée au mois de février 2015 dans un village de Hassi
Khalifa a région d’El Oued . Les échantillons des feuilles sont nettoyés puis mis a séchager a
température ambiante et a ’abri de la lumiére solaire. Afin de préserver au maximum

I’intégrité de sa composition chimique.
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Figure (I11.1) : La plante de Matricaria Pubescens a séché

I11.2.Méthodes
II1.2.1.Extraction :

Pour l'isolation des matiéres naturelles ou composées de la matiére premic¢re avec
l'utilisation des solvants , si la matiére qui on veut la séparer est liquide on applique la
méthode liquide-liquide;si la matiére est solide on applique I'extraction solide-liquide.[12]

Dans notre travail en utilise I’extraction par ultrason . Cette technique est maintenant
bien connus pour avoir des effets significatifs sur la cinétique de certaines réactions chimiques
ou encore sur la réduction du temps des procédés d’extrations. En effet la cavitation induite
par les ultrasons de faibles fréquences dans les milieux liquides se traduit entre autres par des
accélérations de cinétique et/ou des améliorations du rendement, notamment dans le cas de

I’extraction solide-liquide. [14]

Figure (I11.2) :Extraction par bain d’ ultrason.
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I1I .2.1.1.Préparation des solvants :

La détermination du pH des solvants a été effectuée a 1’aide d’un pH métre , a partir du pH=3

Jusqu’a pH=7.

I11.2.1.2.Préparation des extraits :

8¢ de poudre des feuilles séche est placé dans un erlenmeyer avec 80 ml de solvant ( différent
pH) ,et est soumis a une extraction par ultrason a 40 °C pendant 30 minute Les macéras sont
réunis puis ils sont filtrés sur un papier filtre. Les filtrats sont évaporés presque a sec au
moyen d’un évaporateur rotatif muni d’'une pompe a vide a une température 70°C pour
¢liminer le solvant. Le résidu sec obtenu ont été récupérés dans des flacons en verre

hermétiquement fermé et conservé a -2°C pour protéger ses caractéristiques physicochimique

Les résidus obtenus sont dosés a I’aide d’un spectrophotometre UV-visible afin de
quantifier les teneurs en composés phénolique ensuite ils sont analysés par 1’ Infra rouge et
Chromatographie liquide a haute performance (HPLC) et évaluer le pouvoir antioxydant des

polyphénols contenus dans les différents échantillons.
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8 g de matériel végétal sec

+

80 ml de solvant ( différant pH )

V"

Macération par ultrason

NV

Filtration

~~

Evaporation du solvant

. Sous vide a 70°C

"

Extrait sec

V.

- Analyse qualitative et quantitative
- Evaluer de I’activité antioxydante

Figure (I11.3) : Protocole de préparation des extraits
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I11.2.2.Techniques d’identification :
I11.2.2.1.La spectrophotométrie UV-visible :

» Définition :

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste a mesurer
I’absorbance ou la densité optique d’une structure chimique donnée en solution, plus cette
espeéce est concentrée plus elle absorbe la lumiere dans les limites de proportionnalité
énonceées par la loi de Beer— Lambert .

» Principe :

Le principe repose sur 1’absorption de la lumiére par les especes chimiques, I’appareil
comporte une source de lumiére blanche, un systéme dispersif permettant de sélectionner la
longueur d’onde de la radiation et un systéme détecteur permettant la mesure de 1’intensité
lumineuse de la radiation monochromatique traversant la solution. Le spectrophotomeétre
effectue une comparaison entre les intensités lumineuses incidentes et transmises et permet
par I’intermédiaire d‘un circuit électronique d’afficher I’absorbance A=€E.l.c
Pour valider la loi de Beer-Lambert il faut travailler en lumiére monochromatique, les
solutions utilisées doivent étre diluées, homogenes, et le soluté ne doit pas donner de réactions

sous I’effet de la lumiére incidente.[16]

e ————— T ——————

Figure (I11.4) : La spectrophotométrie UV-visible
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I11.2.2.2.La spectrophotométrie IR :

La spectrophotométrie infrarouge est une technique qui permet d’identifier la nature et
les groupes fonctionnels des composés des liquides, des solides, des gaz, des poudres, des
fibres, des films ou des surfaces. Elle s’intéresse a la caractérisation des groupements
fonctionnels présents dans une molécule. L’analyse du faisceau infrarouge permet de détecter
un certain nombre de bandes d’absorption qui correspondent aux modes de vibrations
caractéristiques des divers groupements contenus dans les substances analysés. Le spectre
infrarouge constitu¢ par I’ensemble de ces bandes représente alors I’empreinte digitale de la

molécule.[10]

Figure (I11.5) : La spectrophotométrie IR

II1.2.3.Dosage des composées phénoliques :
I11.2.3.1Analyse qualitative :
a) Dosage des polyphénols totaux (PPT):

Le dosage des polyphénols totaux dans les différentes extraits est réalis€¢ par la
méthode de Singleton et Ross en utilisant le réactif de Folin-Ciocalte.[15]
v’ Principe
Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique

(H3PW,04) et phosphomolibdique (H;PMo0,,04), il est réduit par les phénols en un mélange
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d’oxydes bleus de tungsténe (Wg0O,3) et de molybdéne (MogO,3). Cette coloration bleue dont
I’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans le milieu
donne un maximum d’absorption a 760 nm.[17]
v' Mode opératoire

Mettre 0,2 ml de chaque extrait de dans des tubes a essais ; ajouter 1 ml de réactif de
Folin-Ciocalteu dilué¢ 10 fois dans 1’eau distillée ; puis laisser agir 5 min avant d’ajouter
0,8ml de carbonate de sodium a 7.5%.
Aprés 30 min d’incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumicre, lire les
absorbances a partir du spectrophotometre UV-visible a 765 nm.
On effectue la méme opération pour I’acide gallique a différentes concentrations.
Le blanc est représenté par le solvant utilisé additionné du Folin-Ciocalteu et de carbonate de

sodium .

Toutes les mesures sont répétées 3 fois .
Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits sont calculées en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant I’acide gallique comme standard.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent en acide gallique/ g matiere seche .
b) Dosage des flavonoides totaux (FVT):

La méthode utilisée pour I’estimation des taux de flavonoides est celle décrite par

Ordonez . [11]

v’ Principe
La coloration jaunatre donnée dans cette méthode est due a la formation d’un
complexe entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygene présent sur les carbones 4 et

5 des flavonoides. [9]

v Mode opératoire
Mettre 1ml d’extrait dans un tube a essai ; Ajouter 1 ml de solution éthanolique de
chlorure d’aluminium a 2 % ; laisser incuber 1h a température ambiante. Lire les absorbances
a partir du spectrophotometre UV-visible a 420 nm.
On effectue la méme opération pour la quercétine a différentes concentrations en
introduisant Iml de ces derniéres dans une série de tubes et ajout de 1 ml d’AlCl; a 2%.

Le blanc est représenté par le solvant utilisée additonné a I’AICl;.
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Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de dattes sont calculées en se

référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard.

¢) Dosage des Flavanols :

La méthode utilisée pour I’estimation de taux de flavanols est celle décrite par
Kumaran et Karunakaran .[11]

V' Mode opératoire

Mettre 2 ml d’extrait dans un tube a essai ; ajouter 2 ml de solution éthanoique de
chlorure d’aluminium a 2 % puis 3 ml d’acétate de sodium a 50g/1 , laisser incuber 2,5 h a
température ambiante. Lire les absorbances a partir du spectrophotométre UV-visible a
440 nm.
La concentration des flavanols contenus dans les extraits est calculée en se référant a la

courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la Rutine comme standard.

I11.2.3.2.Analyse quantitative:
I11.2.3.2.1.Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

La technique de séparation la plus appréciée en analyse phytochimique est la chromatographie

liquide a haute performance (pression), abrégée HPLC . [3]

v’ Principe :

La méthode de séparation qu’elle utilise fait appel aux mémes éléments de base que
ceux employés pour la chromatographie classique sur colonne, soit un ou plusieurs solvants et
une colonne remplie avec une phase stationnaire, mais avec un appareillage plus sophistiqué.
La grande différence par rapport a la chromatographie classique réside dans la durée
d’¢lution. Cette vitesse est obtenue par 1’application d’une pression €levée grace a une pompe
qui maintient constant le débit de 1’¢luent, elle se distingue également de la chromatographie
classique par 'utilisation d’un détecteur dont le message est enregistré puis exploité par un
détecteur relié au systéme .[3]

v' Mode opératoire :
Les analyses ont été réalisées a I’aide d’un chromatographe HPLC-RP-C18, ¢équipé
d’éléments suivants :
- Colonne (d’une longueur de 125 mm et d’un diamétre interne de 4,6 mm) contenant la
phase stationnaire apolaire (phase inverse), cette derniere est constituée de silice modifié
chimiquement par greffage de résidus (C-18), ces colonnes en phase inverse permettent la

séparation des composés polaires, solubles dans 1’eau ou dans les mélanges hydro-alcooliques
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elle contient la phase stationnaire qui définie le type de chromatographie, soit en phase
normale soit en phase inverse et I’¢luant utilisé est constitue
- Systéeme de pompage, Pompe: LC 20AL, LC20AL, pour déplacer la phase mobile a haute
pression (plusieurs dizaines de bars) ;
- Injecteur : c'est une vanne d’injection qui porte une boucle d'échantillonnage portant
Volume d’injection: 20 pl ;
- Détecteur : un détecteur monochrome: UV SPD-20A;
- Four: CTO 20A ; [8]
Les conditions opératoires sont les suivantes:
e Débit: 1 ml/min ;
e Volume d’injection: 20 pl ;
e Longueur d’onde: 300 nm ;
e Temps d’analyse : 50 min ;
e Concentration des échantillons : 10 mg /ml ;
Phase mobile est composée d’un mélange de deux compositions constante (H,O acide

acétique (0.2%) , acétonitrile).

SN
N 2 3 h molkil
gl < ohese mobile
W] = - "-‘.

Figure (I11.6) : Chromatographie en phase liquide a haute performance.[6]
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I11.2.4.Evaluation de I’activité antioxydante

L’activité antioxydant des extraits du Matricaria pubesens traduit leur aptitude a piéger
les radicaux libres de 1’organisme . deux méthodes ont été utilisées pour évaluer 1’activité
antioxydant des extraits : ce sont capacité¢ antioxydante totale (CAT), le piégeage du radical
libre DPPH.
I11.2.4.1. Activité antioxydante totale (CAT) :

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne . Cette technique est basée sur la réduction de molybdéne Mo (VI) présent
sous la forme d’ions molybdate MoO4> & molybdéne Mo (V) MoO," en présence de I’extrait

pour former un complexe vert de phosphate/ Mo(V) a pH acide.[2]

V' Mode opératoire
Un volume de 0.1 ml de chaque extrait est mélangé avec 1 ml de solution du réactif
(0.6 M acide sulfurique, 28 mM phosphate de sodium et 4 mM molybdate d’ammonium). Les
tubes sont vissés et incubés a 95°C pendant 90 min. Apres refroidissement, 1’absorbance des
solutions est mesurée a 695 nm contre le blanc qui contient 1 ml de la solution du réactif et
0.1 ml du solvant utilise et il est incubé dans les mémes conditions que 1’échantillon. La
capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalents d’acide ascorbique par

gramme de la matiére seche (mg EAA/ g MS). [1]
I11.4.2.2.Piégeage du radical libre DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) :
Le DPPH'(1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyl) est un radical libre stable de couleur

violacée qui absorbe a 517nm. En présence de composés anti-radicalaires, le radical DPPH’

est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées a 517 nm servent
a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir

antiradicalaire de I’échantillon (Figure (I11.7) ). [7]
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<; > NO, <ﬁ >
Antioxydant
N —> O\ NH——N

Figure (I11.7) : Réduction du radical libre DPPH . [4]

NO,
ON N
NO,

V' Mode opératoire

Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des antioxydants a piéger le
radical DPPH. L’effet de chaque extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par
Brand-Williams, Cuvelier et Berset . [13]

Une solution méthanolique de 0,1 mM de DPPH est mélangée avec différentes
concentrations des extraits, mettre 1ml de chaque dilution de ces extraits dans un tube a essai,
ajouter 2ml de solution méthanolique de DPPH, puis laisser incuber 15 min a I’abri de la
lumicre a température ambiante. Lire 1’absorbance a 515 nm contre un blanc qui contient de
méthanol pur. Le contrdle est la solution DPPH avec le solvant .

L’évaluation de I’activité anti-oxydante en utilisant la méthode DPPH est exprimée en
pourcentage selon la relation suivante :

(AbSControl - AbSExtrait) %

100
AbSControl

% Inhibition =

Avec :
AbScontrol - absorbance du control (ne contenant aucun antioxydant).
ADbSgyirait - absorbance des extraits.
Le pourcentage d’inhibition est exprimé ensuit par la valeur de la ICsy, sachant que
I’ICsp est la concentration d’extrait nécessaire pour 1’obtention de 50% de la forme réduite du

radical DPPH .[5]
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IV. Résultats et discussion :

IV.1. Rendement d’extraction des composés phénoliques :

Les extractions des différents composés phénoliques les plus abondant dans notre
plante nous a permis de calculer le rendement de chaque extrait notamment les extraits bruts

aqueux ( différents pH), selon la régle générale [4] :

R(%) = Masse de residu extrait Ll
*’ ™ Masse initial de végetale

Le rendement qui a été déterminé par rapport a 08g de matériel végétal sec et broyé est

exprimé en pourcentage. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau (IV.1):

Tableau (1V .1): Les rendements des extraits bruts .

Solvant Rendement (%)
pH=3 33.175
pH=4 24.595
pH=5 27.645
pH=6 20.763
pH=7 8.412

Les résultats obtenus pour les extraits bruts, montrent que I’extrait brut a8 pH = 3 enregistre un
fort rendement de 1’ordre de 33.175 % suivi par I’extrait a pH = 5 a raison de 27 .645% ,et
de Dextrait a pH =4 (24 .595% ) . D’autres rendements plus au moins considérables ont été
observés dans I’extraits a pH = 6 (20 .763% ) et ’extrait & pH = 7 représente de teneur assez

faible (8 .412% ).
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IV.2.Etude phytochimique :
IV.2.1. Dosage des composés phénoliques par la méthode colorimétrique :

L’¢tude quantitative des extraits bruts, préparés a partir des feuilles de Matricaria
pubesens, au moyen des dosages spectrophotométriques avaient pour objectif la
détermination de la teneur des composés phénoliques . La raison principale pour le choix de
ces substances liées avec des effets pharmacologiques des plantes . Les droites d’étalonnages
ont été tracées pour cette objectif qui sont réalisées avec des solutions d’étalons a différentes
concentrations.|[7]

Les quantités des composés phénoliques ont été rapportées en milligramme
d’équivalents de I’étalon utilisé par gramme d’extrait et déterminés par 1’équation de type :

y= ax+b
Avec :
y : la valeur d’adsorbance .

x : la concentration d’étalon en mg/ml .

1V.2.1.1.Dosage de polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométrique
adaptée de Singleton et Ross avec le réactif de Folin-Ciocalteu. La courbe d’étalonnage est
effectuée par 1’acide gallique a différentes concentrations, la courbe montre une linéarité de

I’absorbance en fonction des concentrations (Fig IV.1).
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Figure (IV.1) : Courbes d’étalonnages de I’acide gallique pour dosage des polyphénols
totaux a différents pH .

Le tableau (IV.2) résume les résultats obtenus des teneurs en polyphénols totaux des extraits

bruts des plantes.
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Tableau (1V.2) : Teneurs des polyphénols totaux des extraits.

Le solvant Equation Teneur en polyphenols

totaux (mgGAE/g MS)
pH=3 Y=36.92x-0.021 3.818+0.077
pH=4 Y=28.45x+0.043 5.507+0.279
pH=5 Y=23.96x+0.047 9.759+1.267
pH=6 Y=15.74x+0.482 6.702+0.054
pH=7 Y= 34.47x+0.002 6.942+0.364

D’aprés ces résultats , nous avons remarqué une variabilité des teneurs en phénols
totaux . La teneur la plus élevée est enregistré dans I’extrait de pH =5, elle est de I’ordre de
9.759 £1.267 mg GAE/g MS suivi par les I’extrait de pH =7 avec une teneur 6.942+0.364
mgGAE/gMS et I’extrait de pH =6 avec une teneur 6.702+0.054 mgGAE/gMS , puis I’extrait
de pH =4 avec une teneur de 5.507+£0.279 mgGAE/gMS ,I’extrait de pH = 3 est représenté la
teneur la plus faible environ 3.818+0.077 mgGAE/gMS .

Concernant le recouvrement des polyphénols , le pH peut agir selon des mécanismes
différents et de jouer un rdle significatif dans la perfermance d'extraction , dans notre étude
les meilleures conditions pour l'extraction des polyphénols totaux étaient dans les milieux
acides faibles et une diminution a été observée lorsque la valeur du pH du solvant est inferieur
as.

Ces résultats peut étre explique par 1’augmentation de la stabilité de polyphénol ,
l'augmentation de la dissolution du composé phénolique , et l'augmentation de la
désintégration des parois des cellules , la facilite de leur solubilité¢ , et leur diffusion a partir

de la matiere végétale. [5]

I1V.2.1.2.Dosage de flavonoides totaux :

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium
(AICl5) et I’étalon été la quercétine . La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme
d'équivalent de quercétine par gramme de maticre séche (mg EQ/g de MS).

Les taux des flavonoides des extraits ont été obtenu a partir de la courbe d’étalonnage

de quercétine (Fig IV.2).
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Figure (IV.2) : Courbes d’étalonnages de quercetine pour dosage des flavanoides a
différents pH.
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Les teneurs des différents extraits en flavonoides sont représentées dans le tableau (IV.3).

Tableau (1V.3) : Teneurs des flavanoides totaux des extraits.

Teneur en flavonoides

Le solvant Equation totaux (mg EQ/gMS)
pH=3 Y=35.38x+0.021 2.505+0.016
pH=4 Y= 22.87x+0.006 2.164+0.031
pH=5 Y=17.67x+0.145 3.964+0.012
pH=16 Y=27.64x+0.004 6.365+0.004
pH=7 Y=33.57x+0.044 4.885+0.012

Les résultats illustré dans le tableau (IV.3) montre que I’extrait a pH= 6 contient
6.365+0.004 mg EQ/g suivi par I’extrait de pH= 7 avec 4.885+0.012mg EQ/g ,et 1’extrait de
pH=5 avec 3.964+0.012mg EQ/g. nous avons observé des teneurs rapprochées en flavonoides
d’extrait de pH= 4 et I’extrait de pH= 3, ils représentent des valeurs de 2.164+0.031 et
2.505+0.016mg EQ/g respectivement.

IV.2.1.3.Dosage de flavanols :

La Rutine a été utilisée comme étalon a différentes concentrations, la teneur en
flavanols est exprimée en milligramme d'équivalent de Rutine par gramme d'extrait (mg ER/g
d’extrait). Le taux des flavanols des extraits ont été obtenus a partir d’une courbe

d’étalonnage de Rutine (Fig IV.3).
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Figure (IV.3) : Courbes d’étalonnages de Rutine pour dosage des flavanols a différents

PH.
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Le tableau(IV.4) renferme les teneurs des flavonols des différents extraits .

Tableau (1V.4) : Teneurs des flavanols des extraits .

pH=3 Y= 38.56x+0.001 1.545+0.002
pH=4 Y= 28.64x+0.247 0.701+£0.014
pH=S5 Y="73.31x+0.057 0.618+0.0001
pH=6 Y=60.25x-0.053 0.810+0.006
pH="7 Y=51.75x+0.295 0.647+0.001

D’aprés les résultats on a observé des teneurs prochées en flavanols pour les extraits de
pH=7, pH=6, pH=5 et pH=4, elles représentent une valeur de 0.647+0.001, 0.810+0.006,
0.618+0.0001 et 0.701+0.014 mg ER /g MS respectivement, tandis que I’extrait de pH= 3
représente la teneur la plus élevée avec 1.545+0.002 mg ER /g MS .

IV.2.2.Comparaison des composés phénoliques des différents extraits :

La figure(IV.4) représente la comparaison des composition en composés phénoliques des

différents extraits .

10 A [ |
° ] |
. ]
7 - ___ P
6 7 g . - . mPPT
5 - I M BN B wFyT
4_
3 - = FLA
2_
1_
O 1 T T 1 1
pH=3 pH =4 pH =5 pH =6 pH =7

Figure (IV.4) : Comparaison des composés phénoliques des différents extraits.

PPT: polyphénols totaux ; FVT: flavonoides totaux ; FLA: Flavanols.
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Les résultats des analyses quantitatives par spectrophotométre UV-visible des extraits
montrent que les rendements d'extraction des polyphénols totaux ,des flavanoides et des
flavanols sont variable a chaque extraits. En comparant les teneurs des ces composition que

les taux ¢levés enregistrés dans les milieux acides faibles , c’est pour simple raison de la

bonne solubilités dans ces milieux .[2]

IV.3.Analyses structurales
IV.3.1. Analyse par la spectrophotométrie FT-IR

le spectre FTIR a été utilis€é pour identifier les groupes fonctionnel des extraits et
composes phénoliques sur la base de la valeur de créte dans la région du rayonnement
infrarouge .Le spectre FTIR (4000-500cm™ ) de différent d'extrait ont été enregistrés et l'onde

spécifique et les intensités ont été¢ examinés . [6]
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Figure (IV.5) : le spectre de FT-IR d’extrait de pH=3.
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Figure (IV.6) : le spectre de FT-IR d’extrait de pH=4.
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Figure (IV.7) : le spectre de FT-IR d’extrait de pH=5.
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Figure (IV.8) : le spectre de FT-IR d’extrait de pH=6.
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Figure (IV.9) : le spectre de FT-IR d’extrait de pH=7.
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Discussion des résultats de I’analyse par FT-IR :

= les groupements OH libres (de carboxyle ou phénol ) sont responsables d’une
bande d’absorption aux environs de 3400-3500 cm™ .

Cela nous laisse conclure que cette fonction est présente environ 3450cm™dans

le différents spectre ,cette bande est intense et trés large.

* une bande d’absorption due aux groupements CH3 (aliphatiques et aromatiques) , se
trouve entre 2800 et 2960 cm™ . cette fonction apparait environ 2900 cm™ dans le
spectre du pH=3.

* une bande les doubles liaisons aromatiques (C=C) ont une absorption entre 1500
et 1640 cm™ . Nous obtenons cette fonction aux environs de 1600 cm™ dans les
différents spectre .

* les groupements OH phénoliques ont une absorption importante aux environs de
1300-1400 cm™, avec éventuellement une absorption secondaire 4 1250cm™.

* une bande d’absorption due aux groupements C-O (Alcool secondaire) , se trouve
entre 1000 et 1100 cm™ .

» Une bande liaisons aromatiques (C-H) ont une absorption entre 900 et 600 cm’

Nous obtenons cette fonction aux environs de 600 cm™ dans les différents spectre.

IV.4.Technique d’analyse chromatographique HPLC :

Les différents extraits ont ¢été analysés afin de comparer leurs profils
chromatographiques et d’obtenir une information sur la composition de ces extraits en
polyphénols et compares avec les différents standards.

IV.4.1.Chromatogrammes des étalons :

Six composés phénoliques standards (Acide ascorbique ,acide gallique, acide
chlorogenique , acide caféique, rutine, ont été utilisés dans 1’analyse HPLC comme étalons).
La quantité¢ des ces composés a été rapportée en microgramme par un milligramme de la
matiere végétale équivalente en solution standard. Leurs chromatogrammes sont représentés

dans la figure (IV.10)
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Figure (IV.10) : Profil du chromatogramme du mélange des étalons

1 : Acide Ascorbique ;2 : Acide Gallique ; 3: Acide chlorogenique ;4 : Acide caféique;

5 : vanilline ;6 : Rutine.

IV.4.2.Les courbes d'étalonnages des polyphénols standards :

v Acide ascorbique
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Figure (IV.11) : Courbe d'étalonnage d'acide ascorbique
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v’ Acide gallique
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Figure (IV.12) : Courbe d'étalonnage d'acide gallique

v’ Acide chlorogenique
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Figure (IV.13) : Courbe d'étalonnage d'acide chlorogenique
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Figure (IV.14) : Courbe d'étalonnage d'acide caféique

v’ vanilline
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Figure (IV.15) : Courbe d'étalonnage de vanilline
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v" Rutine
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Figure (IV.16) : Courbe d'étalonnage de rutine

Le temps de rétention des standards enregistré dans le tableau(IV.5)

Tableau (1V.5) : Le temps de rétention, coefficient de corrélation et l'équation des courbes

d'étalonnage des étalons

T : Telflps de. Equaliion de courbe coefﬁ?ien.t de
rétention (min) d'étalonnage corrélation
Acide ascorbique 4.35 y=22621.81x R? = 0.998
Acide gallique 5.61 y=22781.36x R% = 0.998
Acide chlorogenique 13.49 y=37492.06x R? = 0.999
Acide caféique 16.54 y=70429.77x R% = 0.998
Vanilline 21.46 y= 80555.42x R? = 0.999
Rutine 28.49 y=3118.94x R? = 0.998
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IV.4.3.Chromatogrammes HPLC des extraits
Les résultats de la séparation des différents extraits du feuille de Matricaria pubescens
par la chromatographie liquide a haute performance HPLC sont illustrés dans les spectres

suivants:

v’ L'extrait de pH="7

uv
100000
75000
50000 ;
| 1 4 5
: 2 5 l
25000 l l

0 10 20 30 40 min

Figure (IV.17) : profil chromatographique HPLC d'extrait de pH= 7.

1: Acide ascorbique; 2: Acide gallique; 3: Acide chlorogénique; 4: Acide caféique;

5: vanilline; 6: Rutine

Le profil chromatographique d'extrait de pH=7 est représent¢ au niveau de figures
(IV.17) tandis que le résultat des analyses quantitatives sont donnés dans le tableau (IV.6) .
L'analyse de ces résultats montre que dans I'extrait de pH=7 , l'acide ascorbique ( 0.1677ug/
mg Ms), l'acide gallique (0.3163 pg/ mg Ms), l'acide chlorogénique (0.1707 ug/ mg Ms),
l'acide caféique (0.1182 pg/ mg Ms), vanilline (0.1118 pg/ mgMs) et la rutine (8.3369 pg/ mg

Ms). On a remarque que la rutine représente le compose majoritaire .

Page 61



Chapitre IV : Résultats et discussion

V' L'extrait de pH=06
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Figure (IV.18) : profil chromatographique HPLC d'extrait de pH= 6.

1: Acide ascorbique; 2: Acide gallique ( non détecté); 3: Acide chlorogénique;

4: Acide caféique; 5: vanilline; 6: Rutine

Le profil chromatographique d'extrait de pH= 6 représenté au niveau de figure (IV.18) .

Les résultats des analyses quantitatives des composés phénoliques identifiés sont représentés
dans le tableau (IV.6) . L'analyse de ces résultats montre que dans 1'extrait de pH= 6, I'acide
ascorbique ( 0.1856pug/ mg Ms), 1'acide chlorogénique (0.3977ug/ mg Ms), l'acide caféique
(0.1319 pg/ mg Ms), vanilline (0.1287 pg/ mg Ms) et la rutine (14.4397 ug/ mg Ms), on

remarque que la rutine est le plus représentatif.

Page 62



Chapitre IV : Résultats et discussion
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Figure (IV.19) : profil chromatographique HPLC d'extrait de pH=5.

1: Acide ascorbique( non détecté) ; 2: Acide gallique; 3: Acide chlorogénique;

4: Acide caféique; 5: vanilline; 6: Rutine

Le profil chromatographique d'extrait de pH=5 représenté au niveau de figure(IV.19) .

Les résultats des analyses quantitatives des composés phénoliques identifiés sont représentés
dans le tableau (IV.6) . L'analyse de ces résultats montre que dans l'extrait de pH=5, I'acide
gallique ( 0.3750ug/ mg Ms), l'acide chlorogénique (0.0789 png/ mg Ms), l'acide caféique
(0.0362 png/ mg Ms), vanilline (0.0111 pg/ mg Ms) et la rutine (8.1787 png/ mg Ms), on

remarque l'absence de l'acide ascorbique dans I'extrait et que la rutine est le plus représentatif.
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v L'extrait de pH=4
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Figure (IV.20) : profil chromatographique HPLC d'extrait de pH=4.

1: Acide ascorbique( non détecté) ; 2: Acide gallique; 3: Acide chlorogénique;

4: Acide caféique; 5: vanilline; 6: Rutine

Le profil chromatographique d'extrait de pH=4 représenté au niveau de figure (IV.20) .

Les résultats des analyses quantitatives des composés phénoliques identifiés sont représentés
dans le tableau (IV.6) . L'analyse de ces résultats montre que dans 1'extrait de pH=4, 1'acide
gallique ( 0.2927pg/ mg Ms), l'acide chlorogénique (0.0763 pg/ mg Ms), l'acide caféique
(0.0202 pg/ mg Ms), vanilline (0.0193 pg/ mg Ms) et la rutine (8.8324 pug/ mg Ms), on

remarque dans l'extrait que la rutine est le plus représentatif.
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Figure (IV.21) : profil chromatographique HPLC d'extrait de pH=3.

1: Acide ascorbique ; 3: Acide chlorogénique ; 6: Rutine

Le profil chromatographique d'extrait a pH=3 représenté au niveau de figure (IV.21).
Les résultats des analyses quantitatives des composés phénoliques identifiés sont représentés
dans le tableau (IV.6) . L'analyse de ces résultats montre que dans l'extrait de pH=3, I'acide
ascorbique (0.1935 pg/mg Ms), l'acide chlorogénique (4.1790 pg/mg Ms), et la rutine
(46.5949 ng/ mg Ms), on remarque l'absence de la plupart des composes phénoliques dans
l'extrait et la rutine est le plus représentatif.

Les résultats de 1'analyse HPLC des extraits du feuille de Matricaria pubescens sont
présentés dans le tableau (IV.6) .
D'apres ces résultats et du point de vu quantitatif, l'extrait de pH=6 est meilleur que 1'extrait
de pH=7 , l'extrait de pH=5,et l'extrait de pH=4 dans les différentes composés, tandis que
l'acide chlorogénique, et la rutine représentent les composés majoritaires dans 1'extrait de

pH=3.
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Tableau (1V.6) : Concentration de polyphénols des extraits de feuilles du Matricaria

pubescens.
Concentration (ng/mg)
Composés Extraita | Extraita | Extraita | Extraita | Extraita
pH=7 pH=6 pH=5 pH=4 pH=3
Acide ascorbique 0.1677 0.1856 | non détecté | non détecte 0.1935
Acide gallique 0.3163 | non détect¢ |  0.3750 0.2927 -

Acide chlorogenique 0.1701 0.3977 0.0789 0.0763 4.1790
Acide cafeique 0.1182 0.1319 0.0362 0.0202 non détecté
Vanilline 0.1118 0.1287 0.0111 0.0193 non détecté

Rutine 8.3369 14.4397 8.1787 8.8324 46.5949

IV.5. Evaluation de I’activité antioxydante

Les extraits sont des mélanges de plusieurs composés, avec différents groupements
fonctionnels, polarités et comportements chimiques. Cette complexité chimique des extraits
pourrait mener a des résultats dispersés selon I'essai utilisé. Par conséquent, une approche
avec des analyses multiples pour évaluer le potentiel antioxydant des extraits serait plus
instructif et méme nécessaire . [1]

Dans ce travail, deux méthodes sont utilisées : capacité antioxydante totale (CAT) et le
piégeage du radical libre DPPH.
IV.5.1.Méthode de la Capacité anioxydante totale (CAT) :

L’acide ascorbique a été utilisée comme €talon a différentes concentrations, La teneur
en capacité anioxydante totale est exprimée en milligramme d'équivalent d’ acide ascorbique
par gramme d'extrait (mg ER/g d’extrait). Le taux de capacité anioxydante totale des extraits

ont été obtenus a partir d’une courbe d’étalonnage d’acide ascorbique figure (IV.22).
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Figure (IV.22) : Courbe d’étalonnage d’acide ascorbique .

Le tableau (IV.7) résume les résultats obtenus des teneurs en capacité anioxydante totale des
extraits .

Tableau (1V.7) : La capacité antioxydant totale des extraits de feuilles du Matricaria

pubescens
Extrait La capacité antioxydant totale (mg/g)
pH=3 25.647+0.074
pH=4 18.140+0.073
pH=5 34.768+0.290
pH=6 66.840+0.241
pH=7 26.050+0.034

Les résultats montre que tous les extraits présentent des activités antioxydantes
différentes. L’extrait de pH= 6 posséde la meilleure capacité antioxydante totale de I’ordre de
66.840+0.241mg /g ,suivi par ’extrait de pH= 5 avec 34.768+0.290 mg/g et par I’extrait de
pH= 7 avec 26.050+0.034mg /g . Les deux extraits de pH=3 et de pH= 4 révelent une
activité réductrice de 1’ordre de 25.647+0.074 mg/g et 18.140+0.073mg /g respectivement .

Grace a ces résultats, nous concluons que 1’activité antioxydante était dépendante du
pH . L’activité antioxydante maximale observée a pH= 6 a diminué lorsque le pH a été

réduite ou augmentée .
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IV.5.2.Test anti-radicalaire (Test DPPH)

L’activit¢é anti radicalaire est réalisée par la méthode du radical 2,2-diphényl-1
picrylhydrazyle (DPPH) qui est une méthode fréquemment utilisée pour sa simplicité. Cette
méthode est basée sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d'un
antioxydant qui donne un hydrogeéne ou un électron, la forme non radicalaire DPPH-H est
formée . L’inhibition de la décoloration du radical DPPH est en fonction de la concentration
des différents extraits utilisés . [3]

L’activité antioxydante des extraits est exprimée en ICsg, il définit la concentration
efficace du substrat qui cause la perte de 50% de D’activité du radical DPPH. Un autre
parametre exprime la puissance anti-radicalaire a été calculée a partir du premier parametre

notée : "APR" (efficacitée anti-radicalaire, égale a 1/ICs).

Tableau (1V.8) : Valeurs des ICsy du DPPH pour les extraits.

Extrait Valeurs des ICsy (mg/ml) APR
pH=3 0.741 1.349
pH=4 0.757 1.321
pH=5 0.300 3.333
pH=6 0.151 6.622
pH=7 0.666 1.501

Le tableau ci-dessus montre que I’extrait de pH= 6 posséde une activité antiradicalaire plus
importante 0.151 mg/ml et APR de ’ordre de 6.622 , suivi par ’extrait de pH= 5 avec 0.300
mg/ml et APR de I"ordre de 3.333 et I’extrait de pH= 7 avec 0.666 mg/ml et APR de 1’ordre
de 1. 501. Les deux extraits pH= 4 et pH=3 ont des activités anti radicalaire similaires. les
capacités de piégeage du radical sont classées dans ’ordre :

pH=6 >pH=5>pH=7>pH=3 >pH=4
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Figure (1V.23) :comparaison entre ARP de différentes extrais.
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Figure (IV.24) : Effet d’extraits de pH=7 sur le radical DPPH
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Figure (IV.25) : Effet d’extraits de pH=6 sur le radical DPPH
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Figure (IV.26) : Effet d’extraits de pH=5 sur le radical DPPH
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Figure (IV.27) : Effet d’extraits de pH=4 sur le radical DPPH

70 -
60 -
50 -
IC5y=0.741mg/ml
30 -

20 -

pourcentage d'inhibition(%)

10 -

0 T T T T T 1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
concentration (mg/ml)

Figure (IV.28) : Effet d’extraits de pH=3 sur le radical DPPH
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Les plantes médicinales restent toujours la source fiable des principes actifs connus
par leurs propriétés thérapeutiques. La connaissance et I'usage des ces plantes constituent un
vrai patrimoine de 1I’étre humain. Leur importance dans le domaine de la santé publique est
trés accentuée dans ces derni€res années grace aux thérapeutiques qu’elles procurent.

Ce travail nous a permis en premier lieu de maitriser les plus simples techniques
analytiques en passant de ’extraction des polyphénols aux outils analytiques de base dans
I’¢tude des composantes les plus intéressantes contenues dans une plante. Le choix de ce sujet
est dicté par des travaux antérieurs effectués dans le cadre de la valorisation des plantes
spontanées a caractére médicinal des régions arides et semi-arides. Parmi ces plantes, celle
faisant 1’objet de notre travail est Matricaria pubescens de la famille de Astéracée, issue de la
région d’El-Oued .

En outre, ce travail nous a permis de quantifier les composés phénoliques en utilisant
les techniques universelles appropriées apres avoir effectué des analyses chromatographiques
analytiques de ces composés (polyphénols, flavonoides,...etc.) contenus dans cette plante.
Deux aspects principaux sont vis€s par ce travail, le premier était d’évaluer les teneurs par
spectrophotométrie IR et UV-visible , et par chromatographie HPLC de certaines molécules
bioactives telles que les polyphenols totaux, les flavonoides, et flavanols. Le second de nature
biologique qui a ét¢ mis en évidence par test antioxydant .

Les feuilles de Matricaria pubescens, soumises a l'extraction par ultrason avec des
solvants aqueux a différentes pH, sont caractérisée par les rendements obtenues.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la
méthode de Folin-Ciocalteu révele la présence des quantités moyennement importantes en
polyphénols dans les milieux acides faible . De méme nous avons dosé les flavonoides par la
méthode d’AICI; qui nous méne a conclure que cette plante contient une quantité considérable
de flavonoides .

L’analyse quantitative par HPLC a montré la présence de plusieurs des composés
phénoliques ,de I’acide ascorbique , 1’acide gallique , I’acide chlorogenique, 1’acide caféique,

vanilline , et la rutine dans la plupart des échantillons.

Pour I’évaluation de 'activité antioxydante , le test de capacité antioxydante totale
et de DPPH a été utilisé, et les résultats ont montré que le meilleur résultat est obtenu

pour ’extrait a pH=6 .
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Notons enfin que ce travail va nous ouvrir des horizons de recherche ciblés dans le
domaine des plantes utilisées en médecine traditionnelle dans les zones arides, notamment en

terme de mise en évidence des principes actifs et 1’évaluation de leurs activités biologiques.
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