Lyncl) bl o) £y il &y pgrasl
République Algerienne Démocratique et Populaire
el Giau I g Ml sl 23015 4] g
Ministére de ’enseignement supérieur et de la recherche scientifique
ol it Lan nug | dnals
Université Echahid Hamma Lakdhar- EL OUED
S| daguball 2 pled] 4uls
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie
Lty jadly Lol Lin ol gnl) acid
Département de Biologie Cellulaire et Moléculaire

MEMOIRE DE FIN D'ETUDE

En vue de I’obtention du diplome de Master Académique en Sciences biologiques

Spécialité : Biochimie appliquée

THEME

Composition chimique, activité antimicrobienne et
antioxydante de quatre plantes d'Asteraceae

Présenté Par :
Melle - AHMIMID Fatma
Melle : BENGLIA Samah
Melle : KAB Lobna
Melle : ZEGHOUANE Amira Yasmine

Soutenu le 02 Octobre 2024

Devant le jury composé de :

Mr. ZAATAR Abdelmalek MCB. Université d’El-Oued Président
Mr. TLILI Mohammed Laid MA/A. Université d’El- Oued Examinateur
Mr. GHANIA Ahmed MA/A. Université d’El-Oued Rapporteur

Année universitaire: 2023/2024




o D

2\ D
www@

TL/
)

722 3

2N R
= W

~ 0&./0\
BN



Domerciement

En Premier lieu, nous tenons d remercier notre DIEV, notre créateur pour nous avoir donné
la force pour accomplir ce travail.

Nous désirons exprimer notre profonde et vive reconnaissance d notre encadreur, Dr. Zaatar
Abdel -Malik qui a mis toute sa compétence a notre disposition, pour ces directives et
Conseils judicieux et pour son suivi régulier a ['élaboration de ce travail.

Nousexprimons nos sincéres remerciements et notre gratitude au Or Hammami Hadia,
chargée de cours a la Section A, qui a déployé tous ses efforts pour terminer ce mémoire et
nous amener au meilleur.

Nous remercions aussi les membres du comité de discussion d avoir examiné notre mémoire.

Nous voudrons aussi exprimer toute notre gratitude et nos remerciements d responsables du
laboratoire Faculté de sciences de la nature et de la vie Mr, Amor, madame salma. Ainsi que
tous les membres qui nous ont beaucoup aidés a réaliser ce travail dans des bonnes
conditions.

Nous remercions également tout le personnel du laboratoire d'analyses médicales Al majd.
Merci a nos parents pour ['encouragement.

Enfin, Nous remercions tous nos proches et amies.



. WD

O

< ’/° v - ¢}°/° .io} _o s 8 e 1.
"Mw\ E_L)fU!JAAM g‘ ?M}c.l J%‘j "
¥idea Leginle g gl ¥ 5l gand) pda ) taal) ccilatlial) o5 dlandy g2} 44 2eal)
o AT adaliy ¥ g Al ddiy

| LY gl g il pd o ) g 83all g Ja¥) g Jiad dari dada o Sty Adlas o S
| siny g alu g 4de dl) L dasa aladl) ja

Lad Sy (o3 (a bl GulBl) (355 ¢ ) (8 aguad (o JS 1) 10 pual ghall (gagan Byl (s 8
"MUlea) Gl ol g o) W1 1 92 Wi el ) e 9 1 laa 1) g JUE g Cluall)

= 5ol LB o Fladl Lgali g alad) Lgadlu g ZUS LA o Aale o3 sl
Aaid 4,08 0y lileny ladll i bl 5 gdha A 5okl @l gl I ol (AN Sl g

chaall ae / ala ¢ plasdic S ¢ Absan ¢ Adile ;1 1A 9 SsA) gaae ag 3T Cpe )
Ladall ae ¢ Glaall 2 ¢ @150 e,

Gl g I35 JSML gadl g g ¢ g ¢ Oy cpmila ¢ e p Alea A6 A Alile )

Ahida ol aguadi al sl 40 B 1 5AT )

dakald g5 yual Add GJﬂ‘SJSl‘gAJUM“;‘@JJ‘;’j:“JQA!




.

Dédicace

s s 0 2 of Lo S

(wxu\ S AL ol vb\faf\, ...)

S
@r:ﬁ de & b volze U] é o & s blely 1585 & b (gm 2 slaal 4 ?5\ G sl L axly g ) & b

AW b b L Ly Sl colomly Sleall by 1 eadly Wl 38k Ol Qo Jater o) Dl

s

| b\j\&&\&r}hg.ﬂ\@u—r}ﬂg.\b\JU\QYJAU\;AY» Jbg@@\o\umyﬂjﬁd\f
.‘Y}}\W&;ﬁw)uﬁ)uﬁﬂ;Y)\MJ»Y\
sl () QL5 1als33 g g odly it 1 oW Sl 8 o el ale G4 Ly b 8 Jo (ool 152
I byl 2y Y gl J iy 2 8 G e I (o) 152 Ly sl (gne Uh B pLY 0 O
FY 583, 8 G o pri kel BV ot 8 BV QIS8 el 1]z 31 JE ol 3
Dhasly b S gad By 2205 suelo 1y & a1 U Ly 15l
e J"V S gle b ol ey C);rwj < @ SR SV gy o) ("\“ d & giﬂ‘&*‘
GUE o St s 3 eVl e 3 381 s £V OV Y1 Y G b ile e 3 gy
gﬁ\éiyu\,.mtcgiﬂj@uruip\cgcjoisy@mJjgx\?.\;pwg;_fuﬁﬁgm,rw
a\eJJsyrrwiasJ{giuxﬁgC,)\dg),qa\wg&g&m}@@y@ﬁjwyw
S bs bgs @0l p oS0l e b oy 3 sV Gu(?ingfyxuﬁ\ i) edly gl £
3 0Ll & ans ol ol ey 2 Wud,\@dﬁuﬂ;mwuég\ é\u\syv&uw
oS 5l o ) i) 311 57 Loy il o 355 01 B o0 U Ly clilia] Byttt Jal e
oo ol e oo Ul I T e W T 4T 0 e i S Yy ity LS 36 Ll
S sy e 5 U Syl W gty OV 8™ bl s 8 Ny 52 Ll s e il BB o35
dal @lar 55 ) U ey Lia
WMJ@L?.%LUL:,\\\UPM@MT;&‘TL‘N? g gl sxsgrf,g\”%wmu{g};\m
le’u“**j";‘*‘”‘w &j’ﬂ“’%n‘rrﬁwumg‘-‘f}c‘hﬂhe&ﬂud“”‘wuw wc\“

\
\

A
S

P

»

.Jﬁy%ew;&\;\,ﬂﬂ m;lzb;\ﬂn, oo & A3 ;\ Ay \, [

;iw;ée..&ﬁsn%LgL;Lg}l.\w}ngtLE\JM\J&KQ\GL‘\:&:\)A}-\ \'

| \wﬁ\é}&)\a&éédﬂ\w»wﬁﬂ\ﬂw Ao Koo \\ ;

| o
u“"“\ ph\ uK)LaL“L\J«,f P JE wb,ucctr CLa.(.H ul.u);.JL d\,\a\ \\\JJ,
Ms‘”i Ol W™ AN " . 'i ';-.
R VAR B ———
\ )\ K%i\\%\ﬁ e ‘\:X‘_*
: \\ W EaSTeeay
?‘% s

(',a" V




.

S

Oertboace

D'abord, je remercie ALLAH qui ma donné la volanté et la patience pour
réaliser ce travail

Je dédie ce mémoire a mes chers parents avec toute ma reconnaissance pour
leur amour, leur soutien, leurs sacrifices, et pour tous les efforts qu'ils ont fait
pour moi.

A mes chers freres;Abd El kaddousse et Mammar, ma sceur Yassmine et son
fils Ouassim, vous m'avez soutenu tout au long de mon parcours.

A ma source de volontéet du courage tout au long de la préparation de ce
travail mon mari Noureddine et sa famille surtout ses parents.

A mes amies; Djihane, Imane et Khaoula qui m'ont accompagnées durant
tout mon chemin scolaire.

= LOBNA




(Crallad) o5 i 2aa) ) 221323 2305 )
S g Jiadl Lanidaia o Mady ddlasw o S Lagdy La g oY) 5 <l gandd) a4 2aal)
2323 9 (il yall il o adladl g 83all 5 suall
Ll Ll + O (e,
gl B giaa GAS Gkl Y 9 Ln B alal) 08 ol GsSE O W (Al ¥ B Ads ) oSi ol |
AT Alaad Y agll) ) daalld JaLid g dan JS A0 Cuay 2l 2 gl Ul W gili g Lgilad <)
ple) okl L)y A ddaaly alel) (e g
363 a4 I Gl e N JgY) aslag dl day (g ) 9 Yl il el 38 (g0
Jplﬁh\)ﬂ\uyuag.\ﬂuh«a\ﬂ\JAM\J@J&@&\JW@\&ES&&JJ@M
e Ll clla ) g Jrag ¥ S LS e ) IS g Ja (193 g ) g LS (e ) g BgB g i
ardl s M i g ) Aliay LS e ) g Lo AT s el ga B pland) ol jaldal) LSSl
Aaghad Jala g aal) JWY 5 olalie
(lrd By aguall J @ah () Wghghia 9 (bl B ) AL dadee adin agsd 8 G )
(A s B8R JBasrma, Jal) 38) A sa) (bl el g il bl ) () a8y ) gial
4l g 9 azanl Alile JS g aa ) Ala aa agiran e )
gl al Gl A sa) g (AlBaal qeliall Ak oo sal)l g drd die a JG il e
(S 28 sl s sl gl (A gasa (A chazan) yady) (4l
S (A (e ALY 038 caali ) g3 ga e ) (k) 138l ghad 68 L Cpdl) ] Y LS
R Oy gl Aabild BB (s e ! Alaa Cead) s U85 1) B panal) JlaS] g daslial)

(i ash) ) ‘\\}*‘
aliia dady peall ye W) QW) A Uile ) gy g oaladl Mot ) 3y Juab caalia ) | RS
ole g4 S\

AR aguad 9 Bl aglids e ), JS“PM?"J@JSH?WL}‘UJ‘ y ’\L" s
MJMJIAUALAAOJJ.\S-\]\‘MM‘M‘G_!M‘M\‘JA@SJLNQAJ\}‘&\J\?-\A“J\& ‘J\ '
Al 3 e 5 G pdally giSall Gald SNy gz AT 5 Ska Slad) Jsiae e
wdﬁywmwymu‘@u\wausu\L@m,muq;m‘@{* F 7
4a S g Md\ywaﬂsh MM\MU&\ u\wwﬁ\‘gﬁ\?}d\u r' Q.I\
(i oy gla B 510 LB 2T 5 Malg |l 4y s & \Q{-‘f’é’




Résume



Résumé

Résume
Au cours de ce travail, les polyphénols contenus dans les quatre Asteraceae Brocchia
cinerea (Del.) et Matricaria pubescens (Desf.), Launaea resedifolia O.K et Launaea glomerata

(Coss). Hook et a travers 1’étude des extraits MeOH pour les quatre Plantes.

Les analyses chromatographiques HPLC effectuées sur les extraits ont montré,
qualitativement et quantitativement, leur richesse en composes phénoliques notamment les
flavonoides de différentes classes. La mise en évidence et I’évaluation de I’activité antioxydante
de ces échantillons, ont été réalisées par deux tests, couramment utilisés dans ce domaine. Le
premier qui utilise le radical libre 2, 2-diphényl-2 - picrylhydrazyle (DPPH) et le FRAP a été le
deuxieme en utilisant 2, 4, 6-tris (2-pyridyl)-1, 3, 5-s-triazine (TPTZ). Le test DPPH a révelé
que B. cinerea avec 1C50=0.467mg/ml a piéger les radicaux libres que les autre échantillons, le
test FRAP a montré que Launaea resedifolia O.K une capacité a réduire le fer élevée pare

contre les quatre échantillons.

Les tests antibactérienne effectués dans ce travail ont montré un effet antimicrobien
appréciable des plantes étudiées B.cinereasur M. pubescenset, les souches bactérienne :

Pseudomonas Aeruginosa Gram-, Staphulococcus aureus et Bacillus subtiliis Gram+.

Mots clés : Matricaria pubescens, Brocchia cinerea, polyphénols, Launaea resedifolia O.K

aunaea glomerata (Coss). Hook, flavonoides, activité antioxydants. Antibactérienne.



Abstract

Abstract
During this work, the polyphenols contained in the four Asteraceae Brocchia cinerea

(Del.) and Matricaria pubescens (Desf.), Launaea resedifolia O.K and Launaea glomerata

(Coss). Hook and through the study of MeOH extracts for the four Plants.

The HPLC chromatographic analyses carried out on the extracts showed, qualitatively and
qualitativly, their richness in phenolic compounds including flavonoids of different classes. The
highlighting and evaluation of the antioxidant activity of these samples were carried out by two
tests, commonly used in this field. The first one using the free radical 2, 2-diphenyl-2 -
picrylhydrazyl (DPPH) and FRAP was the second one using 2, 4, 6-tris (2- pyridyl)-1, 3, 5-s-
triazine (TPTZ). The DPPH test revealed that B. cinerea with IC50 = 0.467mg / ml to scavenge
free radicals than the other samples, the FRAP test showed that Launaea resedifolia O.K a high
iron reducing capacity against the four samples. The antibacterial tests carried out in this work
showed an appreciable antimicrobial effect of the studied plants B.cinereasur M. pubescenset,
the bacterial strains: Pseudomonas Aeruginosa Gram- , Staphulococcus aureus and Bacillus
subtiliis Gram + . Keywords: Matricaria pubescens, Brocchia cinerea, polyphenols, Launaea

resedifolia O.K aunaea glomerata (Coss). Hook, flavonoids, antioxidant activity. Antibacterial.

Keywords: Artemisia Campestris. L, Pistacia lentiscus oil, burns, wounds, healing,

Phytochemical Screening, Antibacterial Activity
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Introduction

Depuis les temps les plus reculés, I’homme a trouvé dans la nature et particuliérement,
chez les plantes des solutions a ses problémes quotidiens : de santé, lutte contre les prédateurs,

conservation de la nourriture, etc.

Au fil des années, il a pu rassembler des connaissances importantes sur certaines plantes,

basées sur des observations et des pratiques traditionnelles.

La découverte des produits synthétiques tels que les antibiotiques, les antioxydants,
insecticides ....etc, a provoqué le déclin de la thérapie a base de plantes et I’a reléguée a un rang
secondaire, cependant, la résistance des micro-organismes pathogénes a de tels médicaments
ou encore les effets nocifs de tels conservateurs ont obligé les scientifiques de différentes
disciplines a faire recours aux plantes médicinales et aromatiques pour découvrir des alternatifs

naturels bioactifs.

L’immensité du territoire Algérien, sa situation géographique particuliere et par
conséquent, des conditions climatiques trés variées, ont permis 1’apparition de plusieurs types
de flore, entre autres la flore saharienne qui est caractérisée par des plantes spontanées tres
appréciées et trés répandues en médecine traditionnelle dans ces régions. Néanmoins, leur

connaissance et leurs utilisations restent au niveau de certaines tribus sahariennes.

Notre contribution dans la valorisation de ces plantes, porte sur I’étude phytochimique de
quatre especes entre elles, Brocchia cinerea (Vis.), Matricaria pubescens (Desf.), Launaea
glomurata (Coos) Hook et Launaea resedifolia O.K connues, pour leurs applications, dans tout
le Sahara algérien. Cependant, leurs compositions chimiques, notamment en métabolites

secondaires, restent encore méconnues.

La complexité et la diversité des produits de ce métabolisme rend la tache de leur
caractérisation trés difficile, mais possible grace aux progres scientifiques réalisés dans le

domaine des techniques d’analyse. [1].

Les Asteraceae avec environ 25 000 especes est considérée 1'une des plus grandes
familles dans le regne végétal. Plus de 5 000 espéces ont fait I’objet d’études phytochimiques
dont environ 7 000 constituants ont été isolés et identifies, cette famille est certainement la plus
étudiée [2].
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Ces composes appartiennent a différentes classes chimiques, mais parmi ceux qui sont
considérés caracteristiques pour les Asteraceae, nous citons : les polyacetylenes [3, 4] les
flavonoides [5-6] et les lactones sesquiterpéniques, d’apres (F. C. Seaman) [7] les Asteraceae

ont une tendance particuliére pour 1’accumulation de ce dernier type de substances [8].

Ces principaux constituants chimiques des Asteraceae expliquent la diversité de leurs
activités pharmacologiques [9].

Quatre plantes de la famille des Asteraceae ont été ciblées et I'activité antioxydant et

I'activité antibactérienne de chacune d entre elles ont été mesurées.
« 1 ére Partie :
Dans laquelle une synthése bibliographique est faite sur :

+ Les quatre especes « Matricaria pubescens (Desf.)», « Brocchia cinerea», «Launaea
glomurata (Coos) Hook » et « Launaea resedifolia O.K ».

+ Les produits naturels ciblés.

+ Les activités antioxydant et antibactérienne.

% 2éme partie :
Elle est constituée des étapes expérimentales suivies dans cette étude dans cet ordre :

+ Extraction des polyphénols.

+ Dosage des polyphénoles, des flavonoides.

+ Evaluation de I’activité antioxydante par deux méthodes, la réduction de fer (FRAP)
et le piégeage du radical libre DPPH.

+ Evaluation de I’activité antimicrobienne.
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I. Description des plantes étudiées

I.1. L’espéce Brocchia cinerea (Vis.)
1.1.1. Description Botanique de Brocchia cinerea Vis :

B. cinereaest une plante annuelle herbacée laineuse de 5- 15 cm completement,
tomenteuses. Les feuilles et les tiges vert blanchatre sont recouvertes de poils minuscules
épais.Ses tiges sont dressées ou diffuse, ses fleurs toutes en tubes et ses feuilles sont
d'épaisseurdivisée a une partie supérieure avec deux ou trois segments, en la tige de la branche
supérieure ily a des inflorescences jaunes. Cette plante se développe dans des conditions

désertiques (végétales xérophiles) et favorise les sols de sable limoneux [10], [11].

Figure 01 : photo de la plante Brocchia cinerea (Vis.)
1.1.2. Classification systématique :

Tableau 01 : Classification systématique de Brocchia cinerea (Vis.) [12].

S/embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Ordre Asterales
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Famille Asteraceae

Tribu Anthemideae

Genre Brocchia (syn: Cotula)
Espece Brocchia cinerea Vis.
Nom vernaculaire Chihia

1.2.3. Répartition géographique de I’espéce.

L’espéce Brocchia cinerea (Vis.) est trés rencontrée dans tout le Sahara, elle pousse dans
les ergs et les sols peu ensablés, ¢’est une espéce saharo-arabique plus fréquente auSahara
septentrional qu’au Sahara central. On la voit au niveau des points d’eau Dans la région de
Ouargla, elle est retrouvée a Oued Zouzfana, Oued M’zab, Bamendil, ouelle est connue sous le
nom de chouihia (ou parfois chihia). Brocchia cinerea (Vis.) est aussi connue dans les régions
sahariennes du Maroc et d’Egypte. La carte sur la figure 02 montre la répartition de cette espece
dans lespays du nord d’Afrique [12].

»
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Figure 02 : repartition géographique de la plante dans le nord Africain [13].
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I.1.4. Usages traditionnels.

Brocchia cinerea est citée parmi les plantes médicinales les plus utilisées par la population
locale saharienne, en raison de ses vertus médicinales. Elle est utilisée pour traiter les douleurs
d'estomac, la fiévre, les maux de téte et migraines, la toux et I'inflammation des articulations.
Elle présente despropriétés biologiques trés variées, citons entre autres 1’activité : anti-
inflammatoire, analgésique, antiseptique, antibactérienne, antipyrétique. Elle est trés appréciée
par les habitants des régions sahariennes, ils 1’ajoute a leur boisson de thé vert pour la parfumer

aussi elle est additionnée a certaines nourritures pour rehausser lasaveur [12]
I.1.5. Travaux antérieurs sur ’espéce Brocchia cinerea (Vis.).
1.1.5.1. Du point de vue composition chimique.

Le rattachement de Brocchia cinerea a la famille des Asteraceae et plus particulierement
ala tribu des Anthemideae, une des tribus les plus étudiées [14], lui confere une
compositionchimique appréciable dont les plus caractéristiques sont les flavonoides, les
lactonessesquiterpéniques et les polyacétylenes [15].Cette espece en tant que plante aromatique
renferme une huile essentielle trés odorante.Deux études ont ciblé sa composition volatile; une
réalisée sur 1’espece Egyptienne [16] etl’autre sur I’espéce Marocaine [17]. Le tableau (02)
résume les travaux phytochimiques antérieurs réalisés sur Brocchia cinereaainsi que les

composés chimiques isolés de cette espece.

Tableau 02 : métabolites secondaires isolées de Brocchia cinerea (Vis.)

Origine/
Parties Composés isolés Réf.
utilisées.

kaempféritine, quercetrine, et kaempferol. Luteoline, 7-glucosyl
luteoline,

7-diglucosyl luteoline, 7-glucosyl quercétine, 3,6,7-triméthyl
Egypte/parties | quercétagétine, 7-O-f-D-di-glucoside luteoline, 6-hydroxy-7-O- | [18]
aériennes B-D [19]
glucosid luteoline, apigénine 7-O-a-L-rhamnoside. 3-O-B-D-
glucoside

quercétine, 3-  O-B-D-galactoside,  7-O-B-D-glucoside,
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quercétine, 5,34

trihydroxy 3,6,7-trimethoxyflavone.

Apigénine, 7-glucosyl apigénine, 6-hydroxy luteoline, pedalitine

(6-
) hydroxy-7-methoxy luteoline), isokaempferide (3-methyl
Algérie/ ,
) kaempfeérol), 3- [20]
Parties ) . ) . L
o méthyl quercétine, 7-glucosyl-3-méthyl quercetine, 3,6-dimethyl | [21]
aériennes ) _ o )
quercétagétine, 3-glucosyl isorhamnétine, 7-di-glucosyl-3,6-
diméthyl
quercétagetine, 7-glucosyl luteoline / tatridin A
Egypte farnochrol, acétyldrimartol A, acétyldrimartol B, scopofarnol, 2]
[racines drimartol A, pectachol.
Egypte/

_ 13 lactones sesquiterpéniques
parties o . [23]
o (les structures sont présentées dans le chapitre 111)
aériennes

5 lactones sesquiterpéniques

Egypte - : [24]
(les structures sont présentées dans le chapitre I11)

1.1.5.2. Du point de vue potentiel biologique.

La richesse de I’espéce en métabolites secondaires et sa large utilisation en
médecinetraditionnelle, laissent penser a un potentiel biologique trés intéressant pour cette
plante.En effet, différents extraits (n-butanol, éther diethylique, 1’acétate d’éthyle et du
chloroforme)issus de Brocchia cinerea (Vis.) Marocaine ont été investigués, 1’extrait alcoolique
et celui del’acétate ont montré une activité antibactérienne importante vis-a-vis des différents
micro-organismes testés, ce qui est en concordance avec une étude réalisée sur cette
especeoriginaire d’El-oued (Algérie). D’autres investigations marocaines ont attribué a la
plantedes activités biologiques trés intéressantes, citons entre autres: 1’activité
analgésique,fébrifuge, molluscicide et 1’activité larvicide. L’activité antifongique de Brocchia
cinerea (Vis.) a été évaluée dans 1’é¢tude dont I’huileessentielle a présenté des MIC

(concentration inhibitrice minimale) variant entre 3.2et 4.7 mg/ml.[12].
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1.2. L’espéce Matricaria pubescens (Desf).
1.2.1. Description botanique

Matricaria pubescens est une petite plante, de 10 a 20 cm, rarement de 40 cm. (Makhloufi
et al. 2012), a tiges couchées puis redressées, nombreuses, en touffes, a feuilles découpées
velues et d’une vert sombre; involucre a bractées ayant une marge membraneuse large, fleurs
toute en tubes; achaines surmonté d’une écaille membraneuse plus longue que lui, rejetées sur
un coté et ayant I’aspect d’une ligule ; commun dans tout le Sahara septentrional et central.
C’est une espece endémique tres connue en Afrique du Nord [25]. C’est une plante pubescente
a racine de 5-15 cm, a tiges décombantes, feuilles pubescentes et pinnatifides, capitules trés
petits (5 a 7 mm de diamétre), pédoncules non épaissis au sommet, bractées de I'Involucre
amplement scarieuses-lacérées tout autour. Akénes jaunatres, munis d'une collerette déjetée sur
le cOté et aussi longue qu'eux, triangulaires et a faces courbes (face antérieure convexe, deux

faces latérales concaves), lisses, paturages steppiques et désertiques. [26].
Synonymes : -Chlamydophora pubescens -Cotula pubescens.

Noms vernaculaires : -Ghartoufa - Filia - Ouazouaza Anglais : Hairy camomile.

Figure 03: photo de la plante Matricaria pubescens (Desf ).
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1.2.2. Classification systématique.

Tableau 03 : classification systématique deMatricaria pubescens (Desf ).

S/embranchement Angiospermes

Classe Monocotylédones

Famille Asteracceae

Tribu Athemideae

Gener Matricaria

Espéce Matricaria pubescens Desf

1.2.3. Répartition géographique de I’espéce.

Matricaria pubescens (Desf.) Appelée aussi camomille du Sahara, son nom vernaculaire
est « Garetoufa » ou encore « Ouazouaza ». C’est une espece endémique nordafricaine, elle est
largement distribuée dans tout le Sahara algérien. Au Sahara Occident, Maroc, Tunisie et la

Libye. Elle est rencontrée dans les dépressions argilo sableuses et les lits d'oued [27,28].

Figure 04:.répartition géographique de la plante dans Algeria

10
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1.2.4. Usages traditionnels.

Matricaria pubescens (Desf.) appartient a la flore spontanée saharienne, elle est trés
appréciée par les habitants des régions sahariennes, I’espéce est trés connue pour ses
nombreuses vertus thérapeutiques, ces derniers sont mis a profit par les habitants des régions
sahariennes ou elle pousse en abondance. [29].

IIs I’utilisent dans la plupart du temps sous forme de décoction, par voie orale ou locale,

aussi mélangée au beurre local « d’han » pour traiter les maladies suivantes [30, 31]:

Maladies du systéme ostéo-articulaire et des muscles: rhumatisme, courbatures,
refroidissements, douleurs articulaires. Maladies de I’appareil génital féminin : dysménorrhée.

Maladies broncho-pulmonaires

Toux (Comme expectorant et béchique). Asthme. Maladies du nourrisson et du jeune
enfant: syndrome d’éruption dentaire. Rougeole. Antiseptique oculaire. Maladies de la peau et

des tissus sous cutanées: dermatoses, urticaire

Les utilisations de Matricaria pubescens (Desf.) ne semblent pas étre limitées, cette
espéce occupe une place de prestige dans la cuisine saharienne, en fait, la poudre végétale issue
de ses parties aériennes, soigneusement sélectionnées et séchées est ajoutée a la soupe locale «
I’hsa », elle lui donne une odeur agréable. Les habitants de ces régions se servent é¢galement de
ces parties comme filtre, a travers lequel ils font passer le beurre de chevres fondu ce qui lui
transmet un ardme agréable et aide a le mieux conservé. Economiquement, La plante entiere
est recueillie fraiche au printemps, et commercialisée a grande échelle dans les marchés de

plusieurs oasis (Ouargla, Béchar, El Goléa et Djan).
I.2.5. Travaux antérieurs sur ’espéce Matricaria pubescens (Desf.)
1.2.5.1. Du point de vue composition chimique

Des travaux de recherche réalisés sur I'espéce Matricaria pubesens (Desf.) ont permis

d'isolerdes flavonoides, amides, coumarine et terpenes, ainsi que certaines activités biologiques.

L’investigation des parties aériennes de Matricaria pubescens originaire de « Ghardaia »
a permis d’obtenir une huile essentielle caractérisée par la présence de 1’isochrysanthemoate
d’éthyle (26.5%), spathulenol (19.4%), a-cadinol (12.9%) et geranylisovalerate (8.2%), cette

huile a révélé un effet analgésique. Une autre étude effectuée sur ’huile essentielle des parties

11
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aériennes fraiches de 1’espéce collectée de la méme région a mené aux composés majoritaires
suivants: Spathulenol (0.1%-19.4%), a-bisabolol oxide B (0.1%-7.0%), abisabolol (5.2%-
56.9%) and a-bisabolol oxide A (10.2%-53.6%).

Deux autres travaux de recherche ont mis en évidence la présence de
thienylhexadienisobutylamide, décadienisobutylamide, Herniarine, Apigénine, Lutéoline,
Quercetine, 7-O-glucoside Apigenine, 7-O-glucoside Luteolin, 3-O-glucoside Quercetine,
Herniarine, 3,4dehydroherniarine et (2E, 4E)-6-(2-thienyl)-2,4-hexadien-isobutylamide [12].

1.2.5.2. Du point de vue potentiel biologique.

Dans une étude intéressée a la conservation et de valorisation de la flore tunisienne,

Matricaria pubescens a été citée parmi les espéces aromatiques et médicinales de cette flore.

Des extraits aqueux et alcoolique, bruts, issus des parties aériennes de la plante de la

région de Bechar ont montré une activité antibactérienne variable.

Aprés avoir confirmé la richesse de M. pubescens en différents groupes de métabolites
secondaires a travers des tests phytochimiques préliminaires, 1’activité ainti-listérienne de son
huile essentielle et d’autres extraits a été vérifi¢e et des résultats encourageants ont été obtenus,
en effet, la MIC de I’huile essentielle a été évaluée a 2.0 mg/ml, celles des extraits méthnolique

et éthanolique ont été respectivement, de 1.0 et 0.5 mg/ml.

Récemment apparue, une investigation biologique a signalé une activité cytotoxique trés
intéressante pour les trois extrais obtenus de M. pubescens par (CH2CI2, meOH et I’eau) dont
les pourcentages d’inhibition des cellules cancéreuses testées ont été respectivement, de 94%,
29% et 17%.[12].

I.3.L’espéce Launaea Resedifolia O.K.
1.3.1. Description botanique

C'est une plante vivace a fleurs jaune vif appartenant a la famille d'Asteraceae, sa hauteur
est comprise entre 20 et 40 cm avec des tiges feuillues ramifiées se terminant par un cou, ses
feuilles sont lisses ramifiées en forme de cotylédons entourés d'épines blanches, et il se
caractérise par la densité de ses belles fleurs, et il peut sortir jaune méme apres que la chaleur

s'intensifie, et en pressant ses tiges, une substance blanche laiteuse sort de la plante. Il est

12
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considérée comme une bonne plante pastorale pour les chameaux et les moutons et pousse apres

Description des plantes étudiées

les pluies et ses fleurs apparaissent du mois de février a fin avril. [33], [34]

Figure 05: photo de la plante Launaea Resedifolia

1.3.2. Classification systématique.

Tableau 04: classification systématique deLaunaea Resedifolia

Royaum Plante
Embranchement Trachiobionta

S/ embranchement Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Launaea

Espece Launaea Resedifolia

1.3.3.Répartition géographique de I’espece.

Launaea Resedifolia est une plante herbacée vivace répandue dans les régions arides de
la région meéditerranéenne, du nord du Sahara et du Sahara central, ou elle se trouve en

—
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abondance dans le sud-est de I'Algérie. Le genre Launaea (tribu la ctuci, famille Asteraceae)
comprend environ 40 espéces et pour I'Algérie il y a 9 especes que nous mentionnons: Launaea
acanthoclada, Launaea angustifolia (Desf.) Kuntze, Launaea anomala (Batt.), Launaea
arborescens (BUTT.), Launaea cassiniana, Launaea nudicaulisHook. F, Launaea quercifolia
(Desf.) Pamp., Launaea resedifolia(O.K.)and Launaea glomerata (Cass. Hook. F) La plupart

d'entre eux se produisent dans le désert. [33],[34].
1.3.4.Etudes antérieures:

Plusieurs espéces du genre Launaea sont utilisées en médecine populaire pour I'estomac
amer, les maladies de la peau et auraient des activités antitumorales, insecticides et
cytotoxiques. Les activités antimicrobiennes des composants de la coumarine et les propriétés
neuropharmacologiques ont également été étudiées. Des travaux antérieurs sur l'espéce
Launaea resedifolia ont révélé que les principaux composants sont des flavonoides, des
coumarines et des terpénoides. Il a été rapporté que Lunia recidifolia d'Egypte comprend les
quatre flavonoides: I'apigénine, la lutéoline-7-O-glucoside, I'apigénine-5-o-diglucoside et la
5,7-D-oh coumarine. [33], [34]:

I.4.L’espéce Launaea Resedifolia
1.4.1. Description botanique de Launaea glomerata.

Le nom populaire & El Oued de cette plante est El harchaya se trouve dans de la zone
d’ELOUED [35]., ce sont des plantes annuelles ou bisannuelles appartenant a la famille des
composées qui poussent a la fin de I'hiver et fleurissent au printemps, elles contiennent du lait
végétal et leurs feuilles peuvent étre consommeées, et elles sont également considérées comme

une plante herbacée et pastorale en tant qu'aliment pour les animaux. [36].

* Description des parties de la plante : La plante mesure de 10 a 40 cm de haut, avec des
fleurs jaune vif a la base et pales sur le reste de la plante (4), Il donne des fruits ailés qui sont
portés par le vent.Les feuilles sont de couleur verte et de texture uniforme avec une forme de
rosette 1égérement ondulée et dentée de 10 a 40 cm de long. Les racines sont charnues ou
ligneuses et fibreuses, tandis que les graines sont de forme ovale et ont tendance a étre de
couleur blanche avec des taches brunes. La jambe est soit courte, soit longue et étendue sur le
sol [36].
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Figure 06: photo de la planteLaunaea glomerata.
1.4.2. Classification systématique:

Tableau 05: Classification systématique de Launaea glomerata [36]. [37].

S/ embranchement Magnoliphytes
Classe Dicotylédonnes
Sous-classe Astéride

Ordre Astérales

Famille Astéraceae

Genre Launeae

Espece Launaea glomérata

1.4.3. Répartition géographique de ’espece :

Dans le monde : on remarque sa propagation au Levant, Egypte, Afrique du Nord et
région méditerranéenne, Turquie, Péninsule Arabique et c’est rare dans le désert central et

occidentale. Quant a I’Algérie, on la trouve dans le désert du nord-est, comme El *Oued. [36.
38.39].
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Figure 07 : Distribution géographique de Launaea glomerata [38].
1.4.4.Usage traditionnel :

Les plantes de la famille des Astéracées sont d'une grande importance car elles sont
considérées comme des sources d'alimentation humaine utilisées comme graines, légumes ou
épices, ainsi que pour la décoration intérieure et extérieure en raison de la beauté de leurs fleurs,
car cette famille se caractérise par ses multiples composés chimiques : flavanoides, terpénes,
acides phénoliques. Cela les rend biologiquement actives, c'est pourquoi elles sont utilisées
dans 'usage médical de nombreuses maladies) Maladies cardiovasculaires, infections cutanées,
tension artérielle, élimination du mauvais cholestérol dans I'organisme. Ils sont également

utilisés en cosmétique [39].
1.4.5. Travaux antérieurs sur ’éspéce Launaea glomerata (coss), HOOK :

Grace a une étude antérieure de I'extrait méthanolique de tripes de lapin, les phénols ont
été estimés quantitativement a l'aide du réactif de Folin-Ciocalteu et ont été estimés a 71,9-
25,69 mg d'acide gallique/g d'extrait sec. Quant aux flavanoides, qui ont été détectés grace a
I'AICI, ils ont été estimeés a 71,9 (49,24 mg d'acide quercétine/g d'extrait sec). Quant a I'analyse
qualitative par chromatographie liquide a haute performance, la présence de caféine et de
coumarine a été révelée. Résultats de l'activité antioxydante en utilisant le test DPPH CAT
ABTS dans I'extrait d'échantillon. L'étude a montré qu'il a une efficacité significative par
rapport a d'autres plantes du méme genre. Quant a l'efficacité biologique, I'étude a montré qu'il
a une efficacité contre (Fusariumsp.) et types de champignons (Escherichia coli — Listeria

innocua...) et bactériens (Leuvrecondidalbican). [39].
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I. Les composés phénoliques :

1.1.Généralités.

Les composés phénoliques, ou polyphénols, constituent une famille de molécules
organiques largement présentes dans le regne végétal. Ils sont présents partout, dans les racines,
les tiges, les fleurs, les feuilles. Ce sont des métabolites secondaires produits par les plantes
pour interagir avec les autres végetaux et les animaux [40].Ces produits naturels font partie
intégrante de notre alimentation dont les principales sources sont les fruits et légumes, les
boissons (thé, café, jus de fruits), les céréales, et les légumes secs. Les fruits et les légumes
contribuent d’environ par la moitié de notre apport en polyphénols, les boissons telles que : le

jus de fruits et surtout le café, le thé apportant le reste [41].

Quercétine

o) ""'@
- Q Hon

Acide gallique

OH

Figure 08 : Exemples structurales de polyphénols.

1.2.Classements des polyphénols.

Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, présentant
toutes un point commun : la présence dans leur structure d'au moins un cycle aromatique a six

carbones, lui-méme porteur d'un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH). Ces structures
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peuvent également étre acylées, glycosylées, ce qui donne une grande variété de structures et

de polarités [42].

Ils peuvent étre classifiés, selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones

en plusieurs classes de polyphénols, citons entre autres : les acides phénols, les quinones, les

flavonoides, les coumarines, les anthocyanes, les tanins, les stilbenes. Le tableau (06) présente

quelques catégories.

Tableau 06 : Exemples de classes des polyphénols. [43, 44]

Classification
des Squelettes exemples Structure Origine
polyphénols
HOQ
_ . ) ) OH feuilles
Acide phénol | C6-C1 | Acide gallique
HO de thé
o
HO
Acides Acide-p P )
) Yz Tomates, ail
hydroxy C6-C3 coumarique OH -
cinnamiques
HO
) C6-C3 - = = Carottes
Coumarines Ombelliferione |
/
OH
C6-C2- O .
HO ~ Raisin
Stilbénes C6 Resveratrol ‘
OH
(C6 _ OH HO
) _ HO, OH )
Lignane C3)2 Entérodiol Q O Lin
|
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_ C6-C3-
flavonoides - Kaempférol

Fraises

1.3.Propriétés biologiques des polyphénols

Les composés phénoliques constituent une famille de substances naturelles trés

importante du point de vue thérapeutique et économique.

En effet, les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux
domaines : la phytothérapie et I’industrie alimentaire [45]. D’aprés les études multiples attestant
de I’impact positif de la consommation de polyphénols sur la santé et la prévention des
maladies, les industriels commercialisent maintenant des aliments enrichis en polyphénols ou
des suppléments alimentaires. De plus, leur activité antioxydant assure une meilleure

conservation des denrées alimentaires en empéchant la peroxydation lipidique.

Dans I’industrie cosmétique, les composés phénoliques trouvent leur application pratique

en luttant contre la production des radicaux libres néfastes pour la santé et la beauté de la peau.

En phytothérapie, une variété de vertus est attribuée a ces composés, méme si certaines
indications sont communes a plusieurs classes, les propriétés vasculoprotectrices,
antispasmodiques et anti-inflammatoires sont par exemple aussi bien attribuées aux flavonoides
qu’aux anthocyanes, tanins et autres coumarines, chaque classe chimique semble étre utilisée

pour des bénéfices spécifiques [46].

Par ailleurs, leur rdle au niveau des plantes qui les produisent est d’une grande
importance. En fait, Les acides phénoliques, les stilbenes, les flavonoides, les tanins et les
lignanes sont présents dans les feuilles, les fleurs, fruits et 1’écorce de bois. Ces molécules
contribuent a la croissance des végétaux et dans la lutte contre des agents pathogénes et des

infections [47].
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Tableau 07: Quelques propriétés des polyphénols

Activités biologiques | Exemples des polyphénols

Polyphénols Antioxydante

Antimicrobienne Flavonoides (Quercétine, Hespéridine) (apigénine)

o _ Acides phénoliques, flavonoides (quercétine, astragaline,
Anti-inflammatoire

myricétine...)
Antiseptique Acides phénoliques (phénol simple)
Anti-radicalaire Acides phénoliques, flavonoides
Anti-cancéreux Stilbénes, flavonoides (La Catéchine)

I.4.Les flavonoides
1.4.1. Définition et structure chimique.

Les flavonoides sont des produits chimiques appartiennent au groupe des composés
phénoliques et constituent un groupe important de métabolites secondaires en raison de leur
propriété biochimique [48]. Ce sont des pigments quasiment universels des végetaux. Presque
toujours hydrosolubles qui sont en partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et

parfois des feuilles [49].

Les flavonoides ont tous la méme structure chimique de base, ils possedent un squelette
carbone de 15 atomes de carbone composé de deux cycles aromatique (appelés les cycles A et
B) reliés par une unité a trois carbones (qui forme généralement un troisieme cycle appelé le
cycle C) [50].

Les flavonoides sont caractérisés par un squelette de trois unités, C6-C3-C6, formant ainsi
une structure diphényl-propane dont 1’unité centrale est une benzo-y-pyrone. De multiples

groupes hydroxyle, sucre, oxygéene ou méthyle sont attachés a cette structure centrale [51].
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Figure 09 : Structure de base des flavonoides
1.4.2. Biosynthése des flavonoides.

Le cycle B et la chaine a trois carbones (cycle C) sont issus de la voie de 1’acide
shikimique via la phénylalanine et I’acide p-coumarique. Les six atomes de carbone du cycle A
dérivent de 1’acide malonique, sous la forme d’un complexe malonyl-coenzyme A (malonyl-
CoA). L’enzyme clé estla chalcone synthase (CHS) qui provoque la condensation séquentielle
de trois molécules demalonyl-CoA et d’une molécule de p-comaryol-CoA, formant de la
naringénine-chalcone. Unechalcone est une séquence C6-C3-C6 dans laquelle le cycle C n’est
pas encore fermé [52].
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4,2' 4',6'tétrahydroxychalcone

chalcone-isomérase

OH

flavone synthase

OH O OH O

Flavanone (Naringénine) flavone (Apigénine)

Flavanone 3 hydroxylase

OH

HO o _‘\\\O
flavonol synthase
OH
OH O

Dihydroflavonol (Dihydro kaempférol)

HO O

flavonol (Kacemplérol)

dihydroflavonol 4 réductase

OH

OH
OH o) R\

OH o\ '

\@OH - OH

catalyseur OH

OH OH

flavan-3-ol

Flavan-3,4-diol (Lencoanthocyanidol)

OH
LD
0
Z OH 3-O-glucosyl tranférase

o

OH

anthocyanoside
(pelargonidol 3 O-glucoside)

anthocyanidol (pelargonidol)

Figure 10 : Voie biosynthétique des flavonoides.
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1.4.3.Classification des flavonoides

Les flavonoides se divisent en plusieurs classe de molécules sont : Les flavones, les
flavonols, les flavanols, les flavanones, les Anthocyanidines, les isoflavones. Indique dans le

tableau suivant.

Tableau 08: Principales classes des flavonoides [53,54]

Classes Structures chimique R3’ | R4’ | RS’ | Exemples

H OH H | Apigénine

Flavones OH | OH H Lutéoline
OH |[OCH3| H | Diosmétine
= .| H | oH | H | Kaempférol
Flavonols "o " @ | oH | oH | H | Quercétine
©e G
, OH | OH | OH | Myrecétine
R3'
R4
Flavanols e . oH | on i | catéchi
RS’ atéchine
O
Naringénin
R3 H OH H
e

R4’
Flavanones @
HO. (@) RS

OH o

OH | OH H | Eriodictyol

Pelargonidi
H OH H
ne
Anthocyanidin —
OH | OH H | Cyanidine
es
Delphénidi
OH OH OH
ne
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Genisteine
OH OH OH

Isoflavones

Daidezine
H O-Glu | OH

Donc structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécule
selon le degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C [55]. Les composés
de chaque classe se distinguent entre aux par le nombre, la position et la nature des substituants

sur les deux cycles aromatiques A et B et le cycle intermédiaire [56,57].
1.4.4.1dentification des flavonoides
1.4.4.1. Techniques d'identification de structure

L'identification des flavonoides utilise généralement une combinaison de
propriétéschromatographiques des flavonoides, telles que la fluorescence sous lumiere UV-Vis
et souslumiere de Wood, les valeurs Rf dans divers systemes de solvants. Aussi elle est réalisée
parPlusieurs techniques spectroscopiques, comme la spectrophotométrie UV-Vis, la
résonancemagnétique nucléaire (RMN) [58,59].

1.4.4.1.1 Facteur de retard et comportement chromatographique

Ce facteur, noté Rf, est défini comme le rapport de la distance entre la tache de produit

etl'origine et la distance entre l'origine et le front de solvant.

La valeur Rf dépend du type de solvant utilisé (organique ou aqueux), du type de
supportchromatographique (silice, polyamide, cellulose), de la morphologie du produit lui-
méme (aglycone ou glycosyle), et de la disposition des différents substituant sur le squelette
flavonique.Le tableau (09) montre I'effet de la substitution du squelette de flavone sur les
valeurs Rf [58,59] :
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Tableau 09: La relation entre Rf et la structure flavonique.
Structure
_ Rf
flavonique

Augmentation des
groupes

hydroxyles

Rf diminue dans les systemes de solvants organiques et

augmente dans les systemes de solvants aqueux.

Méthylation des
hydroxyles

Rf augmente dans les systemes de solvants organiques et

diminue dans les systemes de solvants aqueux.

Glycosylation

Rf diminue dans les systemes de solvants organiques et

augmente dans les systemes de solvants aqueux.

1.4.4.1.2. Coloration sous UV (la fluorescence sous la lumiere de Wood).

L'examen des flavonoides sous lumiere UV 365 nm est souvent utilisé pour leur détection.

Tous les flavonoides apparaissent sous forme des taches colorées sous UV, fournissant des

informations pour déterminer leur structure [60]. Le tableau suivant montre la relation entre la

fluorescence et la structure chimique :

Tableau 10 : relation entre la fluorescence sous lumiére de Wood et les structure

flavoniques.

La fluorescence

Les structures

Violette noire

Flavones avec 5, 6, 7 ou 5, 7, 8 trihydroxy flavone

Flavonol avec 3-OR

Chlacones
Flavone ou Flavonol sans OH en 5
Bleue Flavanone avec OH en 3 ou flavanol

Flavonol avec OH et sans 5-OH

Jaune ou jaune terne

Flavonol avec 3-OH, et avec ou sans 5-OH

Orange fluorescente

Isoflavones

Jaune verte

Aurones

Bleu-verte

Flavanone sans 5-OH
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1.4.4.2.1dentification spectrale.
1.4.4.2.1.Spectrophotométrie UV-Vis.

C'est la méthode la plus importante pour l'identification partielle des structures de
flavonoides. Il repose essentiellement sur I'enregistrement de spectres en milieu alcoolique

(méthanol ou éthanol) caracterisé par deux bandes principales d'absorption. (Fig.) [60].

3
Absorption de la bande benzoyle 6 Absorption de la bande cynnamoyle
(@) \_/
Bande 2 Bande 1

Figure 11: les deux bandes d’absorption des flavonoides.
La bandel :

Le maximum d'absorption a 300-400 nm est attribué a I'absorption du systeme
cinnamoyledue a la conjugaison du groupe carbonyle avec la double liaison C2-C3 et le noyau
B, éclairantainsi les changements conformationnels du cycle B et hétérocycle C [61].

La bande Il :

Il existe un maximum d'absorption entre 240 et 280 nm, qui est attribué a I'absorption du
systéeme benzoyle résultant de la conjugaison du groupement carbonyle avec le noyau A,

éclairant les changements structuraux du cycle A.

Le tableau donne I’intervalle du maximum d’absorption des deux bandes en milieu

méthanolique pour quelques types de flavonoides :
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Tableau 11: Position des bandes I et 11 en fonction du type de flavonoides

Type de flavonoides Bande I, Amax (nm) | Bande II, Amax (hm)
Flavones 310-350 250-280

Flavonols (3-OH libre) 350-385 250-280

Flavonols (3-OH substitué) 330-360 250-280

Isoflavones 310-330 245-275

Flavanoneset 300-330 275-295
dihydroflavanols

Chalcones 340-390 230-370 faibles intensités
Aurones 380-430 230-370faibles intensites

1.4.4.2.2.Spectrométrie de résonance magnétique nucléaire (RMN)

C’est une méthode trés précise et tres efficace, elle est trouvée un grand emploi pour

ladétermination des flavonoides [62].
% La RMN du proton (RMN 1H) .

Elle informe sur [I’environnement des différents protons flavoniques qui

résonnentgénéralement entre 6 et 8 ppm elle permet de connaitre :
v Position et nombre de protons différents portés par les flavonoides.
v Le nombre de substituants méthoxyle sur le squelette flavonique.

v/ Le nombre et le type de sucres attachés a I'aglycone.

+* RMN du carbone (RMN 13C) :

Donne des informations utiles et parfois nécessaire pour mieux identifier la molécule telle
que [60] :

v/ Le nombre total d’atomes de carbone du composé flavonique ainsi que leur

environnement.

v Connaissance des types de liaisons sucre -C- et/ou -O-.
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1.4.5.Activités biologiques des flavonoides.

En tant que produits naturels de structures chimiques tres intéressantes, les flavonoidesont

¢été largement étudiés. Ils sont doués d’une variété d’activités biologiques.

Certaines d’entre elles ont fait I’objet de plusieurs travaux de recherche, telles que :

I’activité antioxydant, anti-inflammatoire, antimicrobienne, etc.

Le tableau suivant montre quelles que propriétés biologiques des flavonoides d’apres

plusieurs études mis en jeu :

Tableau 12: Exemples de propriétés biologiques des flavonoides

Activités biologiques Exemples de Flavonoides

Antioxydante Anthocyanines

Antimicrobienne Rutine, Quercétine, Hespéridine, bi flavonoide

Antiallergique Quercétine,

Anti-inflammatoire Astragaline, fisetine, kaempferal, Rutine.

Anti-diabéete Apigénine

Anti-tumorale Anthocyanines, Catechine, Quercétine, chalcone

Antifongique narginine,  noblétine,  isoflavones,  flavone,
flavanone

Antivirale Narginine, luteolin,

1.4.6.1.Relation activité-structure dans les flavonoides :

La plus part des flavonoides sont connus par leur activité antioxydant a cause de leurs
faibles potentiels Redox. Les flavonoides sont capables de réduire les radicaux libres, par le
transfert d’hydrogene pour obtenir un radical du flavonoide correspondant trés stable et avoir

un bon pouvoir piégeur des radicaux libres. [63].

D’aprés Rice-Evane et Al., en 1996 [64, 65], trois conditions structurales doivent exister

chez un flavonoide pour qu’il soit actif et stable, tel que la quercétine, a savoir :
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v" La structure ortho-di-hydroxy sur le cycle C, formant le noyau catéchol. [66].

v" La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction oxo (C4) sur le cycle B. [67].

v" La présence du groupe OH sur le C3 en combinaison avec la double liaison C2-C3.
[67].

-
- .
- -

--------- “movau
catéchol

OH o

structure de gquercétine

Figure 12 : Eléments structuraux essentiels d’un flavonoide actif et stable.
1.4.6.2.Relation structure-fluorescence dans les flavonoides. [64,68].

Chaque flavonoides est caractérisé par une couleur qui oriente vers sa structure, le

tableauci-dessous montre quelles que relation entre la structure des flavonoides et fluorescence.

Tableau 13 : Relation structure-fluorescence des flavonoides.

La couleur sous I’'UV Type des flavonoides

f— Flavone, Flavonol, Aurone, Chalcone
Flavanone, Dihydroflavonol

Marron (brun) Flavone, Flavonol, Chalcone, Tannins condensés

Mauve (violet) Flavone, isoflavone, Dihydroflavonol, Chalcone

Bleue Flavone, Flavonol

Verte Aurone

Orange Flavonol, Isoflavone

Il. Activité antioxydant
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I11.1.Généralités:

L’oxygeéne est un ¢élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de 1’énergie en oxydant de la matiére organique. Mais nos cellules
convertissent une partie de cet oxygene en métabolites toxiques : les radicaux libres organiques
[69].

Dans les conditions normales, la production de ces espéces chimiques est contrélable, en
fait elles sont des intermédiaires indispensables a I'organisme ou ils sont impliqués, a des faibles
quantités, dans des processus métaboliques. Cependant, 1’excés de la production des especes
chimiques réactives peut devenir toxique pour les composants majeurs de la cellule, les lipides,
les protéines et les acides nucléiques, et donne lieu a ce qu’on appelle le stress oxydatif. Celui-
ci est soupconné d’étre la cause dans diverses pathologies a savoir, les maladies
neurodégénératives (Alzheimer, Parkinson), le diabete, les cancers, les maladies

inflammatoires, le vieillissement, etc. [70].
11.2. origine et production des radicaux libres.
11.2.1.Définition des radicaux libres.

Les radicaux libres sont des variétés de produits chimiques expédition atomique ou
moléculaire neutre ou chargée positive ou négative, avec le montage e-électron unigque (non
apparié) ou plus, et étre surtout tres efficace( réagissent rapidement ) avec d'autres véhicules
d'essayer de saisir I'absence d'électrons pour atteindre la stabilité chimiothérapie, ces variétés
sont générés par des réactions chimiques qu'il composés de titres sont tres efficaces et a la fin,
et composé des éléments suivants interactions successives spéciaux et d'autres réactions telles
quela polymérisation et les réactions photochimiques et celles relatives a jeter le rayonnement
électromagnétique brillant et autres minutes radioactifs [71].

Les types de radicaux libres, y compris ceux qui contiennent une charge d'un électron et
d'atomes neutralisés tels que I'hydrogene, I'azote, le fluor, le chlore, le brome et I'iode, et les
radicaux des (CH3) e Et éthyle (C2HS5) @ phényle (C6HS) e et les radicaux hydroxyles (OH)
e ct peroxydes(COOH) e comme contenant deux ¢€lectrons solidairement ou plus (pas de
double) et I'expédition neutralisé tel qu'un atome d'oxygene (:O:) racines (NH) e et les racines
de méthylene(CH?2) eou ont appelé ces racines (di radicaux) et étre ancrés plus efficace et moins
des racines de premier type, les radicaux libres positifs et la charge négative sont les racines de

tres efficace et tres courte age [71].
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11.2.2. Nature des radicaux libres.
11.2.2.1.Les radicaux libres oxygénés.

L’oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais 1’oxygeéne peut étre
également une source d’agression pour ces organismes [72]. Les espéce actives de 1’oxygéne
produit en faible qualités lors du métabolisme de I’oxygene ,sont des messagers secondaires
impliqués dans 1’activation de diverses voies de signalisation intracellulaire .produites en trop
grandes quantités, ces espéces sont déléteres et vont attaque les constituants de la cellule ,

menagant 1’intégrité cellulaire [73] .
11.2.2.2.Les radicaux libres non oxygéenes.

Les especes libres non oxygénées sont les produits des réactions de certaines molécules

avec les especes réactives déviées de I’oxygene (ERO).

Ils peuvent a leur tour réagir avec d’autres molécules et étre a I’origine de la multiplication

des réactions d’oxydation et de la propagation des dommages oxydatifs.

Nous citerons, par exemple, les acides gras peroxydés, résultats de 1’action des

especesoxygénées sur les membranes biologiques.

Les fractions protéiques, les acides amines et les acides nucléiques peuvent aussi réagir

avec les ERO généralement des molécules reactives [74], [75].
112.3. Stress oxydatif.

Dans I’organisme, la production des radicaux libres est controlée par ses systemes de
défenses. En effet, dans les conditions normales, on assiste a un équilibre de la balance
antioxydants/prooxydants [76].

Dans certaines situations, cette production augmente fortement, entrainant un stress
oxydatif que I’on définit comme un déséquilibre entre la production et la destruction de ces
especes chimiques. Ce déséquilibre est la conséquence de nombreux facteurs, notamment les
polluants présents dans 1’air que nous respirons, 1’eau et les aliments que nous consommons.
Les rayons ultraviolets du soleil, d’autres radiations, le tabagisme et I’exercice excessif sont
également des facteurs qui augmentent considérablement la présence des radicaux libres dans

notre systeme [77].
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11.3. Les antioxydants.
11.3.1. Définition.

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au niveau de la
cellule des concentrations non cytotoxiques d'ERO (especes réactives de 1’oxygene). Notre
organisme réagit donc de fagon 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 [78].
11.3.2. Classification des antioxydants selon la nature chimique.

La classification de tous les antioxydants connus est difficile, ils sont classés

généralement par leur mécanisme d’action ou par leur nature chimique [79].
a-Antioxydants synthétiques.

Plusieurs antioxydants synthétiques sont officiellement autorisés pour I'utilisation dans
I’alimentation. Leur présence s’avere également nécessaire au sein des produits alimentaires,

pharmaceutiques et cosmétiques afin d’éviter leur dégradation.

Cependant, des études toxicologiques ont jugeé certains antioxydants synthétiques comme
sources de danger [80;81]. La recherche de nouveaux antioxydants naturels tels que les

polyphénols est I’objectif de nombreux industriels et scientifiques.

Parmi les antioxydants phénoliques de synthése qui sont autorisés dans certains aliments
le BHT (3,5-ditertiobutyl-4-hydroxytoluene), BHA (3-tertiobutyl-4-hydroxyaniosole), sont

’un et I’autre soluble dans les lipides et résistent bien a la chaleur.

OH

H,CO OH

BHA BHT
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Figure 13: Structures de quelques antioxydants synthétiques
b-Antioxydants d’origine végétale.

Les plantes constitue des sources trés importantes d’antioxydants, les
antioxydantsnaturels dont D’efficacité est la trés reconnue aussi bien dans I’industrie
agroalimentaire que pourla santé humaine tels que : les tocophérols, les caroténoides et les
polyphénols qui sont capablesde neutraliser les radicaux libres. En effet les groupes hydroxyles
des polyphénols sont bien desdonneurs d’atomes d’hydrogéne. Ils peuvent réagir avec les

especes réactives de I’oxygene et lesespéces réactives de 1’azote.
ROO*+ ArOH ROOH + ArOe

La forme radicalaire produite, ayant une trés grande stabilité structurale, est

moinsdangereuse que le radical initial [81].
11.3.3.Principaux antioxydants.
A. Antioxydants endogenes (Enzymatique) :
e La catalase, la glutathion peroxydase, la superoxydedismutase [82;83].
B. Antioxydants exogenes (Non enzymatique) :
1. Les vitamines :

¢ Vitamine C, Vitamine E,  -Caroténe, les flavonoides, les composés phénoliques [84;
85;86].

I1.3.4. Mécanismes d’action des antioxydants [86].

Mécanisme d’action des antioxydants sont divers :

> Incluant le captage de 1’oxygene singulier.

> La désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente.
> La réduction de radicaux ou de peroxyde.

> La chélation des métaux de transition
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I1.3.5. Principaux tests d’activité antioxydant.
11.3.5.1. Méthode de réduction de Fer (FRAP) :

Les métaux sont en général les meilleurs initiateurs de réactions en chaine susceptibles
de déséquilibrer la balance du stress oxydatif en faveur de prooxydants. Parmi ces metaux, le
cationferrique Fe3+est le plus actif et on le retrouve souvent dans les aliments d’origine végétale
ou animale. Le pouvoir réducteur d’un extrait vis-a-vis du cation ferrique peut étre considéré

comme un indicateur de son activité antioxydante.

L’activité antioxydante, non enzymatique, inhibitrice de radicaux libres et de la
peroxydation lipidique, est généralement controlée par des réactions d’oxydo-réduction ; la
méthode FRAP peut étre une bonne méthode pour investiguer le pouvoir antioxydant d’un

extrait en évaluant son pouvoir de réduction du cation ferrique.

Le dosage consiste a réduire le complexe tripyridyltriazine ferrique [Fe+3-TPTZ] de
couleur jaune en complexe ferreux [Fe+2-TPTZ] de couleur bleu, sous I’action d’un
antioxydant par un transfert d’électron (Figure 14). La variation de la coloration est mesurée a
593 nm. [87].

PV 0P

- /'.” e P / ?!
|
(jA*O i N | :
Fe'3.TPTZ Fe'2. TPTZ

Figure 14: Réaction et transformation du Fe+s— TPTZ en Fe+2- TPTZ

11.3.4.2. Inhibition du radical stable DPPH.
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Le compose 2,2-diphényl-1-picrylhyrazyl (DPPH) a été découverte en 1922 [88] a été
I'un des premiers radicaux libres utilisés pour étudier la relation structure-activité antioxydant
descomposes phénoliques , est une molécule stable soluble dans le méthanol caractérisée par
sacouleur violet foncé (fig7) avec un maximum d’absorption a 515 nm [89], Il posséde un
¢électronnon apparié sur un atome du pont d’azote [90], lorsqu’il est réduit par un antioxydant
ou une especeradicale (par un mécanisme combinant le transfert d’un atome d’hydrogene et le
transfertd’électrons), la coloration devient incolore ou jaune pale qui pourrait étre facilement
surveilléeavec un spectrophotometre. Ce test est largement utilisé pour déterminer 1’activité

antioxydantd’extraits bruts ou de composés purifiés de plantes [89].

NO, NO,
. H
O,N N—N + A-H— O.,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET YELLOW

Figure 15: Equation du radical DPPH transformé en DPPH
I11. Activité antimicrobienne.

I11.1. Introduction.

Le terme antimicrobien fait référence a un ensemble de composés qui ont la capacité
d'éliminer ou de réduire la prolifération de microbes. Les microbes visés par un antimicrobien
peuvent étre des bactéries, des virus, des mycetes ou des parasites. Les traitements antibiotiques

font partie également des antimicrobiens. IIs ciblent les champignons ou les bactéries.

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la sélection
de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a I’acquisition des génes de résistance portés par des éléments génétiques

mobiles (plasmides, phages). Ces résistances ont conduits a chercher de nouveaux agents
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antimicrobiens possédant une efficacité plus importante que les drogues synthétiques d’une part

et bien accepté par I’organisme d’autre part [91;92].
I11.2. Les antibiotiques.

Les antibiotiques sont par définition, des produits microbiens, ou leurs dérivés, capables
de tuer les micro-organismes sensibles ou d’inhiber leur croissance [93]. Leur action étant
specifique et dirigée contre les micro-organismes, ils ne sont pas toxiques pour les cellules

eucaryotes.

L’étendue de I’activité antibactérienne d’un antibiotique définit son spectre d’action .Plus

un antibiotique agit sur des espéces bactériennes différentes, plus son spectre est large.

L’action des antibiotiques peut s’exercer sur des structures ou des mécanismes essentiels
a la croissance ou a la survie des bactéries. Ainsi, ceux qui inhibent la croissance bactérienne
sont qualifiés de «bactériostatiques» alors que ceux qui tuent les bactéries sont dits

«bactéricides» [94].
I11.3. Les alternatifs naturels.

La maitrise des infections bactériennes devient complexe du fait que de nombreuses
bactéries ont développé une résistance a la plupart des antibiotiques ce qui a constitué un
probléme de santé important a I’échelle mondiale. Suite a cette préoccupation concernant les
effets indésirables des molécules synthétiques destinées a la lutte contre les infections
bactériennes, il semble donc important de trouver une alternative a I’utilisation des antibiotiques

classiques.

Les remédes a base de plantes constituent une alternative dans les systemes de soins
primaires et donc, une voie prometteuse pour le développement des médicaments
traditionnellement améliorés. Récemment, beaucoup de chercheurs s’intéressent aux plantes
médicinales pour leur richesse en antioxydants naturels a savoir les polyphénols, les

flavonoides, les tanins, etc. qui possédent des activités antimicrobiennes.

De ce fait, I’exploitation de nouvelles molécules bioactives ayant des effets secondaires
limités ou inexistants depuis des sources naturelles et leur adoption comme une alternative
thérapeutique aux molécules synthétiques sont devenues des objectifs prioritaires pour les

recherches scientifiques et les industries alimentaires et pharmaceutiques [95].
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111.4. Méthode d’évaluation de ’activité antimicrobienne.
111.4.1. Méthode de diffusion en milieu solide.

La méthode de diffusion a partir d’un disque solide a été utilisée pour mettre en évidence
I’activité antimicrobienne des germes pathogénes vis-a-vis des antibiotiques et des extraits

bruts.

La diffusion de I’agent antimicrobien dans le milieu de culture ensemencé résulte d’un
gradient de I’antimicrobien. Quand la concentration de ’antimicrobien devient treés diluée qu’il

ne peut plus inhiber la croissance de la souche testée, la zone d’inhibition est démarquée [96].
111.4.2. Méthode du micro dilutions en milieu solide.

Le principe de méthode CMI en milieu solide, I’extrait étant ici incorporé dans un milieu
de culture solide. L’intérét de cette technique en milieu solide réside dans la possibilité d’étudier

un grand nombre de souches bactériennes [97].

La CMI n'est pas, pour une bactérie donnée, une constante biologique. Elle est définie par
le Comité de I’ Antibiogramme de la Société Frangaise de Microbiologie (CA-SFM) comme
étant la plus faible concentration d’'une gamme de dilutions d’antibiotique de demi en, demi qui

entraine I’inhibition de toute croissance bactérienne visible.

La méthode par dilution successive en milieu solide est la méthode de référence pour
déterminer la sensibilité bactérienne aux antibiotiques. Cette détermination exige une
standardisation rigoureuse du protocole expérimental (influence de I'inoculum, du délai
séparant ensemencement et observation, milieu de culture), toute modification des conditions

expérimentales rendant 1’interprétation difficile.

D’autres méthodes sont applicables : dilutions successives en milieu liquide (croissance

bactérienne appréciée par 1’apparition d’un trouble).
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I11. Matériels et méthodes:

Notre travail de recherche a été réalisé au sein du laboratoire de la Faculté des Sciences
Naturelles et de la Vie de I'Université d'El Oued.

111.1. Matériels :
111.1.1.Matériels de laboratoire :

A. Appareillage et materiels :

- UV spectrophotometer

- Un chromatographe liquide haute performance HPLC
- Etuve.

- Centrifugeuse.

- Agitateur.

- Balance analytique

Verrerie : béchers, pipettes, ballons, éprouvettes graduées, tubes a essais, le pipete et

micro pipete
B. les logiciels

- Logiciel VoltaMaster4, version 7.08, pour obtenu des voltamogrammes.

- Logiciel OriginPro 8, pour dessiner les voltamogrammes, aussi que pour 1’élaboration
des courbes d’étalonnages et facteur de corrélations.

- 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.
C. Réactif et produit chimiques

% Solvants et reactifs

- acétate buffer pH=3.6

- Trichlorure d’aluminiumAICI13

- Trichlorure de fer FeCI3

- DPPH (C18 H12 N5 06) (95%) Production par (ALFA AESAR)

- Réactif Folin Fiocalteu (3H20,P205,13W03,5M003,10H20) Production par
(PROLABO)
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- Eau Ultra pure (Bi distillé) solution tampon (H2Na2PO4/HNa2P0O4) pH=7
- Eau distillée (H20)

- Carbonate de sodium Na2CO3

- méthanol 95% (CH3-OH) (99%) Production par (ALFA AESAR) I’ecau oxygénée H202
- acide sulfurique H2S04
- Phosphate de sodium

- FRAP reéagent.

+ La solution standard utilisée.
- Acide ascorbique C6H606 (99%) Production par (ALFA AESAR)
acide galliqgue CHO (99%) Production par (PROLABO)
Rutine (C27H30016) (97%) Production par (ALFA AESAR)
Quercitaine dihydrate C15H1007 (97%) Production par (ALFA AESAR)
acide chlorogenique (97%) Production par (ALFA AESAR)
acide caféique (99%) Production par (ALFA AESAR)
acide salisilique (99%) Production par (PROLABO)
Vanilline (99 .5%) Production par (ALFA AESAR)

111.1.2.Materiel végétale:

111.1.2.1. Echantillonnage et description :

Les échantillons d'étude ont été obtenus dans déférentes régions de I'Etat d'El Oued, ou

le climat est chaud et sec. Tous les échantillons ont été récoltés dans des conditions standard et

appropriées pour I'étude.

Tableau 14: Zones de prélevement d'échantillon.

_ Matricaria Launaea
Les Brocchia Launaea
) ) ; ; pubescens - glomerata
échantillons cinerea Vis resedifolia O.K
(desf) Schultz (Coss). Hook
Origine Ben Gacchah Djamaa Gmare Talb arabi
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111.1.2.2.Préparation des échantillons secs.
¢+ Séchage des échantillons.

Apres l'opération deprélévement vient I'opération de purification et de séchage, Apres le

processus de prélevement d'échantillonson les lave et les nettoie de résidus Microscopiques.

Apreés avoir obtenu une quantité importante d’échantillons, chacun d’eux est découpé en
petits morceaux pour faciliter et accelérer le processus de séchage et placé sur une feuille de
papier blancheou de méme sur un tissu épais dans le but de faciliter I'opération de renverse pour
deux fois par jour en mettant considération de ne pas exposer les plantes a certains facteurs qui
peuvent aboutir a perdre I'efficacité de matiere comme les rayons de soleil pour un longtemps.
A' la fin on doit s'assurer que les plantes ne contiennent pas de I'eau ou I'odeur parce que facilité

le fait de mouliner et Protéger les plantes contre la pourriture.
+ Conservation

Apreés le bien-écrasé par la machine électrique, on conserve différents types dans des
récipients de plastique et tout formeées et loin de lumiere mais avant, on doit s'assurer que les

plantes ne sont pas infectées.

Figure 16:Les échantillons conservés dans des conditions favorables
111.2.Méthodes
Notre étude a été basée spécifiquement sur le:

1- Dosage des polyphénols totaux
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2- Evaluation de I’activité antioxydant des extraits des échantillons.

3- Etude des propriétés antibactérienne
111.2.1. Protocole utilisé pour I’extraction des composés phénoliques
111.2.1.1.Définition d'extraction.

C'est le fait d'isoler les matiéres naturelles ou composées de la matiére premiére (la plante)
avec l'utilisation des solvants organiques, si la matiére qui on veut la séparer est liquide on
applique la méthode liquide-liquide ; si la matiere est solide on applique I'extraction solide-
liquide. [98].

I11.2.1.2.L’extraction solide-liquide.

Dans une cartouche en cellulose, on a mis (10 g) d’échantillon (Brocchia cinerea Vis),
Matricaria pubescens (desf) Schultz, Launaea resedifolia O.K,Launaea glomerata (Coss)Hook,
Cette derniere est ensuite introduite dans un extracteur de type multisoxhlet fixé sur un bucheur

qui : contient 80 ml du solvant.

D’apres quelque teste on procede a I’épuisement par un solvant polaire méthanol + I’eau

distillée (70 :30 v/v) pendant 2 h. [99].

Apres I’épuisement, on a procédé a la filtration de nos extraits obtenus afin d’éliminer les
substances insolubles. Par la suite, on a transvasé I’extrait dans un ballon pour €liminer tous les
solvants a partir d’un évaporateur rotatif muni d’une pompe a vide a une température de 45°C
puis a 65°C pour éliminer le solvant. Dans cette derniére étape, on prendra soin de noter la
masse du ballon avant et aprés évaporation afin de calculer le rendement d’extraction, le résidu
sec obtenu, est solubilisé dans 15 ml d’méthanol /eau (70 :30) est on a congelé cette échantillon
a une température de (-4°Ca-5°C) pour protéger ses caractéristiques physicochimique pour

I'étudier apre son efficacité

Les résidus obtenus sont dosés a 1’aide d’un spectrophotométre UV-visible afin de
quantifier les teneurs en polyphénols totaux ensuite ils sont analysés par la méthode de
voltampérométrie cyclique et Chromatographie liquide de haute performance (HPLC) pour
déterminer le pouvoir antioxydant des polyphénols contenus dans les différents échantillons.
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Figure 17: Les échantillons avant et aprés séchage lors de I'étape d'extraction

111.2.2.Dosage des composées phénoliques par les méthodes colorimétries « Analyse

qualitative
111.2.2.1.Dosage des polyphénols totaux (PPT).

Cette analyse permet d’avoir une estimation sur la teneur en phénols totaux de
I’échantillon. Le dosage des phénols totaux a été effectué par une méthode adaptée de Singleton
et Ross en utilisant le réactif de Folin-Siocalte. Pour quantifier la teneur en polyphénols, il faux

utilisée une courbe d’étalon.
e La courbe standard d’acide Gallique:

Le dosage est réalisé selon la méthode citée avant, en utilisant le réactif de Folin. Le
réactif est formé d’acide phosphomolybdique H3PMo1204 et d’acide phosphotunguestique
H3PW12040 qui est réduits par 1’oxydation des phénols en oxydes bleus de tungsténe
W8023.et de molybdene Mo80O3

Les composés phénoliques totaux sont dosés de la maniére suivante, 1 ml des solutions
d’acide gallique de concentration de 0.01 jusqu’a 0.1 mg/mL, ensuite 1 ml d’une solution de
réactif de Folin-Ciocalteu dilué 10 fois dans I’cau distillée est ajouté puis immédiatement apres
il est ajouté 0.8ml d’une solution de Na2CO3 (7.5% ). Le mélange obtenu est incubé a la
température ambiante pendant environ 30minutes a 1’abri de la lumiére. L'absorbance de chaque
solution a été déterminée a 760nm contre un blanc. Les lectures de la densité optique a 760nm,

des solutions ainsi préparées ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique
[100].
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Figure 18:.La solution d’extrait apreés I’addition du réactif pour le dosage.
111.2.2.2.Dosage des flavonoides totaux (FVT).

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée avec le
trichlorure d'aluminium et la soude. Le trichlorure d'aluminium AICI3 forme un complexe jaune
avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose absorbe dans le visible a
510 nm [101].

Pour quantifier la teneur en flavonoides, il faux utilisée une courbe standard.

e La courbe standard de Quercitine:

La courbe d’étalonnage a été obtenue par des solutions de Quercitine de concentration
varie entre [0.05 jusqu’a 0.25 mg/ml]. 1,5 ml de chaque solution a été introduits a 1’aide d’une
micropipette dans des tubes a essai, suivis de I'addition de 0,1 ml de trichlorure d’aluminium
(AICI3), 2,8 ml de I’eau distillée. Les solutions ont été secouées immédiatement et bien
mélangées, puis ils sont maintenus a 1’obscurité pendant minutes. L'absorbance de chaque
solution a été déterminée a 630 nm contre un blanc et en fin on trace 30 la courbe d’étalonnage

de quercitine en fonction de concentration : A= f(C). [102].
111.2.3. Technique chromatographie <<Analyse quantitative>>

La chromatographie est une technique d'analyse qualitative et quantitative de la chimie
analytique dans laquelle I'échantillon contenant un ou plusieurs composés est adsorbé sur une
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phase stationnaire (papier, gélatine, silice, polymére, silice greffée), puis est desorbé par une
phase mobile (liquide, gaz ou fluide supercritique). Les différents composés de 1’échantillon

sont séparés en fonction de leurs vitesses d’adsorption-désorption. [103].
111.2.3.1.Chromatographie liquide de haute performance (HPLC).

La HPLC est un moyen treés flexible et simple d'isoler et d’identifier les différents

composés d’un mélange.

La HPLC peut étre assez largement décrite par de théorie commune. Dans ce cas, un
fluide appelé phase mobile traverse une colonne qui contient une phase solide (silices, silices

fondues, silice greffées)

A l'instant initial, le mélange a separer est injecté a I'entrée de la colonne ou il est entrainé
par la phase mobile. Si la phase stationnaire a été bien choisie, les constituants du mélange
ayant des temps de rétentions différents sont séparés par élution. Un détecteur placé a la sortie

de la colonne couplé & un enregistreur permet d'obtenir un tracé appelé chromatogramme. [104].
111.2.3.2.Appareillage.

Les analyses ont été réalisées a 1’aide d’un chromatographe HPLC-RP-C18, Les

différentes parties constituant 1’appareil sont décrites ci-dessous

A) Pompe : un systéme de deux pompes, Pompe: LC 20AL, LC20AL pour déplacer la
phase mobile a haute pression (plusieurs dizaines de bars).

b) Injecteur : c'est une vanne d’injection qui porte une boucle d'échantillonnage portant

Volume d’injection: 20 pl.

c¢) Colonne : (d’une longueur de 125 mm et d’un diamétre interne de 4,6 mm) contenant
la phase stationnaire apolaire (phase inverse), cette derniére 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
;elle contient la phase stationnaire qui définie le type de chromatographie, soit en phase normale
soit en phase inverse. et 1’éluant utilisé est constitue de deux compositions constante (H20

acide acétique, (0.2%),acéto-nitrile)

d) Détecteur : un détecteur monochrome: UV SPD-20A a longueur d’onde variable (190-

400 nm) quipermet de détecter les différents composés contenus dans 1’échantillon a analyser.

47

—
| —



Chapitre | Matériel et méthodes

Notons qu’il estimportant que les produits a détecter portent un chromophore qui absorbe dans

cette plage de longueur d’onde.

e) Four: CTO 20A. [105].

Figure 19: Chromatographie en phase liquide & haute performance.

Dans notre étude on a utiliseé une HPLC en mode phase inverse, a la quelle nous avons
réalisé une analyse qualitative et quantitative des composés polyphénoliques contenant dans

nos différents extraits
111.2.3.3.Les conditions opératoires
Les conditions opératoires qui nous avons utilisée dans notre analyse sont comme suite:

v' Débit: Iml/min

v" Volume d’injection: 20 pl

v" Longueur d’onde: 300 nm

v' Concentration de I’échantillon: 0.1mg/ml

v Temps d’analyse : 50 min
I11.2.4.Evaluation de ’activité antioxydant des extrais des échantillons.

L’évaluation de I’aptitude du composé (extrait) a piéger des radicaux libres consiste donc
a mesurer sa capacite a piéger les radicaux libres et donc a ralentir ou inhiber la création de

radicaux libres.

Les tests proposés pour la mise en évidence du pouvoir antioxydant et antiradicalaire de

nos extraits phénoliques ont été réalisé par deux types de test chimique:
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e Les méthodes spectrophotométrie «teste d’évaluation : FRAP, DPPH, Radicale OH

¢ Les méthodes électrochimiques << la voltametrie cyclique>>
111.2.4.1.Les méthodes spectrophotométrie.

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste a mesurer
I'absorbance ou la densité optique d'une substance chimique donnée en solution. Plus cette
espéce est concentrée plus elle absorbe la lumiere dans les limites de proportionnalités énoncées

par la loi de Beer-Lambert.

La densité optique des solutions est déterminée par un spectrophotométre préalablement
étalonné sur la longueur d'onde d'absorption de 1'espeéce chimique a étudier. Lorsqu’une lumiere
d’intensité I0passe a travers une solution, une partie de celle-ci est absorbée par le(s) soluté(s).
[106].

A la différence des autres tests, ce test permet non seulement de quantifier I’apport de
I’activité antioxydante des polyphénols mais aussi d’autres composés antioxydants tel que les
vitamines (C, E...) [107]. Pour quantifier la teneur en flavonoides, il faux utilisée une courbe

standard.
A. Test d’évaluation de I'activité antioxydante totale (PPM).

Le test du PPM (PhosPhoMolybdate) est une variante du test DPPH. Au cours de cet est
I’hydrogéne et 1’¢lectron sont transférés du composé réducteur (extrait- antioxydant) vers le
complexe oxydant (PPM). Ce transfert dépend du potentiel redox, du pH du milieu et de la

structure du composé antioxydant.

Le test est basé sur la réduction du molybdéne de 1’étage d’oxydation (VI) a 1’étage
d’oxydation(V). Cette réduction se matérialise par la formation d’un complexe verdatre
(phosphate/ Mo (V)) a un pH acide. On mesure la diminution de la coloration du complexe

molybdeéne(VI) en présence d’antioxydant.
e La courbe standard de I'acide gallique.
L’analyse de molybdate phosphate est réalisée en utiliser le protocole décrite comme suit:
On prépare 100 ml d’un mélange des trois solutions suivantes

- 0.6 M d'acide sulfurique
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- 28 mM phosphate de sodium

- 4 mM molybdate d'ammonium

200 pl de I'acide gallique dilué sont ajoute a 2ml de la solution précédente .le mélange est
placé dans un bain marie a une température de 95°C Pendant 90 min, aprés refroidissement
I'absorbance a été mesurée a nm 695.

L’évaluation de I’activité antioxydante de nos extrait est comparée par rapport a L’acide

gallique qui utilis¢ comme antioxydante dans 1’industrie agroalimentaire.

La norme courbe a été préparée en utilisant les concentrations Connues de (0,05 a 0,3
mg/ml) [108].

B. Test du 2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPHs).

La réduction du radical libre DPPH- par un antioxydant peut é&tre suivie par
spectrophotométrie UV visible, en mesurant la diminution de 1’absorbance a 517 nm

provoquées par la présence des extraits sphénoliques.

Le DPPH est initialement violet, se décolore lorsque 1’électron célibataire s’apparie
(Figure 20) Cette décoloration est représentative de la capacité des composés phénoliques a
piéger ces radicaux libres indépendamment de toutes activités enzymatiques. Plus la chute de

I’absorbance du DPPH est importante plus le pouvoir antioxydant des extraits est élevé.

Ce test permet alors d’obtenir des informations sur le pouvoir antiradicalaire direct de

différentes substances phénoliques de nos extraits [109].

Oz 02
: Antioxydant

O2N N " O:N NH—
NOz NO2

Figure 20: Réduction du radical libre DPPH

Les mesures des densités optiques de chaque solution d’extrait a différentes dilutions nous
ont permis de calculer le parametre IC50 qui indique le pouvoir antioxydant d’un composé ou

d’un extrait et qui est définit comme étant la concentration de 1’extrait exprimée en mg/ml
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nécessaire pour balayer 50%du radical DPPH. La valeur d’IC50 de chaque extrait est déduite a
partir des équations des courbes de la variation du pourcentage d’inhibition 1% en fonction de
la concentration de chaque extrait. 1l faut rappeler que plus la valeur de 1C50 est petite plus

’activité antioxydante des extraits est grande [110]
C. Test du Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP).

La méthode FRAP, c'est un dosage colorimétrique du transfert d’électrons, évalue la
réduction du fer (le passage de la forme ferrique a ferreux) en présence d’un antioxydant. Une
molécule change de couleur une fois qu’elle est réduite, ce qui permet la quantification par
spectrophotométrie. Les avantages de cette méthode sont qu’elle est simple, rapide, peu
colteuse et robuste. En revanche, les désavantages sont qu’elle n’est pas capable de détecter les
protéines ou les composés contenant le group SH, incluant les thiols, qui peuvent transférer
I'nydrogéne. Pour cette raison, le test FRAP sous-estime souvent l'activité antioxydant du sérum

sanguin [111].

Fe*d 4 rprz Attlomydante petZ L TPTZ

Figure 21: Particule TPTZ+ Fe3+.
Pour quantifier la teneur en flavonoides, il faux utilisée une courbe standard.
La courbe standard d'acide sulfurique:

Le pouvoir antioxydant réduire ferrique (FRAP) de dosage fournit une mesure de la
réduction de la capacité des extraits. Cette méthode a été créée par Benzie et Strain, Le réactif
FRAP était fraichement préparée par mélange de 10 mM de 2, 4, 6-tripyridyl triazine (TPTZ)
et du chlorure ferriqgue 20mM en 3mM de solution tampon d'acétate buffer (pH 3,6). 100 pL
des différentes concentrations (de 0,01 a 0 .12mg/ml) d'essai ont été ajoutées a 300 pL d'eau
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distillée suivie par 3 ml d' FRAP réactif. L'absorbance a été lue a 593 nm apres 30minutes

d'incubation a température ambiante contre une vierge [112].

I11.2.5.Evaluation de I’activité antibactérienne par la méthode de diffusion par disque

¢+ Principe:

Cette méthode est tres courante dans les laboratoires de microbiologie. Elle est peu
couteuse, facile a réaliser. Elle est tres informative, elle permet la détermination de la résistance
ou la sensibilité des souches microbiennes vis-a-vis les composés testés et/ou les extraits qui

les contiennent.

Le principe de cette technique est le méme que celui du test d’antibiogramme, dont les
disques sont chargés des extraits et déposés a la surface des milieux de cultures solides

ensemenceés par des espéces bactériennes bien déterminées.

Les extraits commencent a diffuser des son application sur le milieu de culture, et pour
favoriser la croissance bactérienne, les boites sont incubées dans 1’étuve pendant 24 heures ou

plus selon la bactérie.

L’effet des extraits sur la croissance bactérienne se traduit par 1’apparition d’une zone

appelée « zone inhibition » dépourvue des bactéries.
% Protocole :

Les différents extraits organiques issus des plantes sont solubilisés dans le
diméthylsulfoxyde (DMSO). La gélose de Muller Hinton est coulée dans des boites de pétri et
inoculée avec une suspension microbienne pure fraichement préparée. Trois boites sont

utilisées pour chaque souche.

Des disques de papier WhatmanN°3 (& 5 mm) stérilisés a 120°C pendant 30 minont été
imbib¢ del0 pl d’extraits. Puis ces disques déposés a la surface de la gélose ensemencée,
I’ensemble est incubé pendant 24 heures a 37°C. Des l'application des disques imprégnés,
I’extrait diffuse de maniére uniforme et apres 24 heures d’incubation, 1’apparition, autour des
disques, d’une zone d’inhibition circulaire dans laquelle il n’y a pas de croissance de micro-
organismes dénote la sensibilité de ceux-ci a cet extrait. Plus la zone d’inhibition est grande,

plus le germe est sensible.
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IV. Résultats et discussion:

IV.1 Rendement d’extraction des composés phénoliques :

Les extractions des différents composes phénoliques les plus abondant dans notre plante
nous a permis de calculer le rendement de chaque extrait notamment les extraits selon la régle

générale [113].

R 9% = mass de residu extrait * 100

Mass initial de végetale

Le rendement qui a été déterminé par rapport a 10 g de matériel végétale et broyé est

exprimé en pourcentage. Les résultats obtenus sont illustrés dans le tableau :

Tableau 15: Les rendements des extraits de quatre échantillons.

Les extractions méthanolique

L'échantillon Rendement %
Brocchia cinerea Vis 8.978
Matricaria pubescens (desf) Schultz 12.668
Launaea resedifolia O.K 19.35

Launaea glomerata (Coss). Hook 6.205

Les résultats obtenus pour les extraits, montrent que le rendement le plus élevé est celui
de I’extrait de Launaea resedifolia O.K (19.35%) suivi Matricaria pubescens (desf) Schultz
(12.668) , Brocchia cinerea Vis (8.978 ) et de Launaea glomerata (Coss). Hook (6.205) alors
nous pouvons dire que I’extrait Launaea resedifolia O.K constitué grand rendement par rapport

aux autres cas.
IVV.2. Dosage des composés phénoliques par la méthode colorimétrique :

Les differents extraits ont des couleurs caractéristiques, cela est due a la présence des
pigments végétaux ou bien les polyphénols. Dans notre étude, nous intéressons a quantifier ces

substances.
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IVV.2.1. Evaluation des concentrations équivalentes:

L’étude quantitative des extraits bruts des échantillons de deux états de différentes plantes
par dosages spectrophotométriques avait pour objectif la détermination de la teneur en

polyphénols.

La quantité des polyphénols correspondante a été rapportée en milligramme par un
gramme de la mati¢re végétale équivalent en solution standard. L’équation obtenue d’apres la

courbe linéaire de solution standard est :

Ou:
y: représente la valeur d’absorbance.
X: représente la valeur de la concentration du standard en mg. ml-1.

En remplacant a chaque fois la valeur d’absorbance dans 1’équation précédente, on trouve

la valeur de la concentration équivalente de solution standard Céq en mg/g.

IV.2.2. Quantification des polyphénols totaux (PPT) :

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de la
matiére végétale séche (mg GAE/g), en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe

d’étalonnage tracée de 1’acide gallique. (Figure 22).

y =24.51x + 0.008
R?=0.991

Figure 22: Courbe d'étalonnage de I'acide Gallique (polyphénols)
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Pour la quantification des polyphénols dans notre extrais des échantillons on utilise la
méme mode opératoire illustrer dans (I11.2.2.1) mais on remplace 1’acide gallique par notre

extrait a différents concentration.

Les résultats obtenus ont permis de donner des estimations sur les quantités des
polyphénols contenues dans les échantillons et le tableau 16 rassemble les taux en polyphénols

totaux dans les différents extraits étudiés.

Tableau 16: Taux en polyphénoles totaux des différents extraits :

Equation :

Teneur en polyphénols totaux (mg/g) des plantes étudiées.
Y= 24.51x+0.008 Polyp (mg/g) des p

Méthanolique

Brocchia Matricaria
) Launaea Launaea glomerata
R2=10.991 cinerea | pubescens (desf) o
) resedifolia O.K (Coss). Hook
Vis Schultz
15.717 9.189 8.94 5.944

A travers les résultats de tableau 16. on peut déduire les points suivants: dans les
échantillons, le montant en polyphénols se situait entre (15.717mg/g et 5.944 mg/g) ou le teneur
dans I'échantillon Brocchia cinerea Vis est 15.717 mg/g qui représente la plus haute teneur
Quant au Matricaria pubescens (desf) Schultz (9.189mg /g) suive Launaea resedifolia O.K
(8.943) et de glomerata (Coss) Hook (5.944).

1V.2.3. Quantification de flavonoide total (FVT) :

Comme nous avons 1’indiqué dans le paragraphe (111.2.2.2) pour la détermination de la
teneur en flavonoide total, une droite d’étalonnage (figure 23) a été tracée pour cette objectif

qui est réalisé avec des solutions d’étalons a des concentrations différentes.
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y=44.93x + 0.119
R?=0.999

Figure 23:Courbe d'étalonnage de Quercitine (flavonoide)

La quantité des flavonoides a été rapport en milligramme par un gramme de la matiere
végétale séche équivalent en Quercitine. Le tableau (17) rassemble les taux en flavonoides
totaux dans les différents extraits étudiés.

On répéte méme étapes des traitements solution standard de quercitine avec différentes

extraits des échantillons.

Les résultats sont exprimés en milligramme (mg) équivalent de la quercitine par gramme

de la matiére végétale (mg EC/qg).

Tableau 17: Teneur en flavonoide totaux des différents extraits :

Methanolique
) Matricaria
Brocchia Launaea Launaea glomerata
R2=0.999 ] ] pubescens o
cinerea Vis resedifolia O.K (Coss). Hook
(desf) Schultz
6.389 1.337 0.535 1.191

D’aprés les résultats illustrés dans le tableau 17 on a observé des teneurs rapprochées
en flavonoides dans les extraits (Matricaria pubescens (desf) Schultz, Launaea resedifolia O.K,
Launaea glomerata (Coss). Hook (entre 0.535mg/g et 1.337mg/g)) par raport de Brocchia
cinerea Vis (6.389mg/g).
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IVV.3. Composition en composeés phénoliques des différents extraits :

Les résultats des analyses quantitatives par spectrophotometre UV-visible des extraits

étudiées sont représentés (figure 24) :

16

14

12

10

Poly 8

H Flav 6 -

Figure 24: Composition en composés phénoliques des différents extraits
PPT: polyphénols totaux; FVT: flavonoides totaux
1 - Brocchia cinerea Vis 2 - Matricaria pubescens (desf) Schultz
3 - Launaea resedifolia O.K 4 - Launaea glomerata (Coss). Hook
IV.4. Technique d’analyse chromatographique HPLC.

A 10 g de la matiére végeétale fraiche et séche de différentes variétés on a fait 1’extraction
par les solvants polaires CH3CH20H /H20 :(70:30 % v/v) d’aprés eux on filtre I’extrait et
conservé a une température de (-4°C a-5°C) jusqu'a I’utilisation. Avant I’analyse, le mélange

obtenu est filtré sur papier Whatman N°3

Le débit d’¢lution est de 1 ml/ minute et la capacité de la boucle d’injection est de 20 pl
.La détection a éte realisée a 300 nm. Apres chaque cycle, le systéme est reconditionné pendant

50 minutes avant une nouvelle analyse.

L’étude quantitative des extraits bruts des échantillons de deux états des extraits poivron
au moyen par la méthode chromatographie avait pour objectif la détermination de la présence

de quelgue composants polyhenoliques standard.
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La quantité des composée standard « Acide Gallique, Acide chlorogenique , le vanilline
et autre correspondante a été rapportée en microgramme par un gramme de la matiere végétale
équivalente en solution standard. L’équation obtenue d’apres la courbe linéaire de solution

standard est :

Ou:
y: représente la valeur de surface.
X: représente la valeur de la concentration du standard en mg.mL-1.

En remplagant a chaque fois la valeur de surface dans 1’équation précédente, on trouve

la valeur de la concentration équivalente de solution standard Céq en mg/g.
IV.4.1. Chromatogrammes des étalons :

Le figure (25) Représente le chromatogramme standard des mélanges « sept composants»
des étalons utilisés concentration (1 pg/ ml), les analyses sont faites a longueurs d’ondes : 300
nm. L’identification et la quantification de composés phénoliques contenus dans les extraits se
font par comparaison du temps de rétention, des surfaces des étalons utilisés par rapport a ceux

obtenus en analysant les extraits.

uv

350000

CA

300000

250000—; VA
VA

2000 [
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100000 RU N

-l )|

0 10 20 30 40 min

Figure 25: chromatogramme du mélange des étalons.

59

—
| —



Chapitre II

Résultats et discussion

Tableau 18: Composés phénoliques identifiés dans les étalons :

Nom du Composé Rt (min) Equation R2
01 Acide Gallique 5.29 23616x 0.99864
02 Acide Ascorbique 441 75728x 0.9614
03 Acide chlorogenique 13.392 39775x-7232 0.9983
04 Acide caféique 16.277 72328x 0.9986
05 Quercétine 45.047 548x-2832 0.996
06 vanniline 21.46 82773x-1423 0.9984
07 Rutin 28.37 2411298x-1060 0.995

1V.4.2. Analyses par HPLC des extraits :

Les chromatogrammes de différents extraits analysés sont représentés au niveau des

figures (26) tandis que les résultats des analyses qualitatives et quantitatives sont donnés dans
le tableau (18).

uVv

20000+

10000+

33.079

Figure 26: chromatogramme d’extrait Brocchia cinerea Vis

CSB: Brocchia cinerea Vis

GSB: Matricaria pubescens (desf) Schultz
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Figure 27: chromatogramme d’extrait Launaea glomerata (Coss). Hook
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Figure 28: chromatogramme d’extrait Matricaria pubescens (desf) Schultz
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Figure 29: chromatogramme d’extrait Launaea resedifolia O.K
Tableau 19: Composés phénoliques identifiés dans les extraits
Rt CSB KSB GSB ASB
No Nom du Compose )
(min) | (ng/g) | (ug/9) | (ng/g) | (Mg/g)
01 Acide Vanilic 15.531 | 2277.954 | 1085.038 | 29.479 88.698
02 Acide Ascorbique 4.21 6.86 3.033 5.804 4.727
03 Acide Gallique 5.23 3.661 5.673 266.941 | 11.609
04 vanilline 21.46 73.789 41.402 14.315 0
05 Acide caféique 16.3 0 0 0 0
06 Quercétine 20.37 0 315.942 | 1879.501 | 9158.605
07 Acide chlorogenique 13.62 | 220.743 | 56.709 22.802 0

CSB: Brocchia cinerea Vis

GSB: Matricaria pubescens (desf) Schultz

IV.5. Evaluation d’activité antioxydant:

KSB: Launaea glomerata (Coss). Hook

ASB: Launaea resedifolia O.K

IV.5.1. Evaluation d’AAO par la méthode spectrophotométrie:

La mesure du potentiel antioxydant est réalisée en déterminant les produits résultant de

I’oxydation ou en évaluant I’aptitude a piéger des radicaux de modeles réactionnels. Le premier

mode, plus ancien, nécessite une connaissance préalable des composés issus de 1’oxydation. En

—
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effet ces méthodes recherchent certains groupements fonctionnels (aldéhydes, cétones,
dicarbonylés...) dans les dérivés des constituants d’origine. Le second relie la quantité de

radicaux piégés a celle d’antioxydant utilisé.

On a choisis parmi de nombreux modes d’expression de cette mesure d’utiliser le

pourcentage d’inhibition (IP) et/ ou I’équivalence en solution standard obtenu par spectroscopie
UV-Visible.

Le pourcentage d’inhibition qui permet d’évaluer ’activité antioxydant d’un échantillon

se calcul selon la formule suivante:
IP%= (a-b)/a*100
Avec: a = absorbance de la solution oxydée en absence d’agents antioxydant,
b = absorbance de la solution oxydée en présence d’agents antioxydant.
IV.5.1.1. Test d’évaluation d’activité antioxydant totale (PPM):

La courbe d’étalonnage est établie en utilisant 1’acide gallique comme référence et les
résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de matiere séche (mgEGa/

gMs), qui est établie avec un coefficient de corrélation R2 = 0.982.

1 -
0.9 - y =8.231x + 0.045 ¢
08 R?=0.982

Absorbance a 596

0 ‘ T T T T T 1
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Concentration de acide gallique (mg/ml)

Figure 30: Courbe d'étalonnage de I'acide gallique(PPM).

Les échantillons a analyse par porte la solution témoin (blanc) et les étalons sont analysés
dans les méme condition ( voir 111.2.4.1) , on enregistre le changement de valeurs de densité

optique en fonction de concentration, puis on trace la courbe pour on détermine la teneur
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I'activité antioxydant totale dans différents extraits, la capacité antioxydant des extraits a été
exprimée en termes de mg d'équivalent acide gallique (GAE) / g d'extrait sec ,les résultats sont

regrouper dans le tableau suivant:

Tableau 20:Résultat de Test d’évaluation Activité antioxydant totale :

La capacité d'activité
: : antioxydante totale
Equation : R2 Extraits
(mg/g) des
échantillons
Brocchia cinerea Vis 56.008
Matricaria pubescens (desf)
17.192
Schultz
Y=8.231x+0.045 R2=0.982 S
Launaea resedifolia O.K 25.522
Launaea glomerata (Coss).
18.433
Hook

Sur la base des valeurs de concentrations équivalentes on a remarqué que les propriétés
antioxydants se varient entre les quatre échantillons comme suit: dans les extraits frais les
activités antioxydants ont été classées dans 'ordre suivant: 1’extrait de Brocchia cinerea Vis
Céq=56.008 mg/g, puis I’extrait de Launaea resedifolia O.K Céq=25.522, I’extrait de Launaea
glomerata (Coss). Hook Céq=18.433 et I’extrait de Matricaria pubescens (desf) Schultz
Céq=17.192.

IV.5.1.2. Test du 2-diphényle-1-picrylhydrazyl (DPPHs) :

La quantité de chaque extrait est additionnée a 1ml d’une solution de DPPHe (250uM)
préparée dans le méthanol lorsqu’il s’agit de 1’extrait phénolique des extraits Le mélange
réactionnel a été secoué immédiatement, puis il est maintenu a 1’obscurité pendant 30 minutes
a une température ambiante pour que la réaction s'accomplisse. L’absorbance du milieu
réactionnel a été mesurée a 517 nm contre un blanc. La préparation des échantillons et du témoin

est réalisée dans les mémes conditions opératoires.

Les mesures des densités optiques de chaque solution d’extrait a différentes dilutions nous

ont permis de calculer le paramétre inhibition puis de calculer 1C50.
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| % = (A0 — A1)/A0) * 100 ........

Avec AQ: absorbance du témoin (ne contenant aucun antioxydant) aprés 30 minutes.
Al: absorbance des extraits mesurés apres 30 minutes.

La mesure du pourcentage d’inhibition du DPPH provoquée par la présence des extraits
apres 30 minutes a permis de déterminer les valeurs de IC50. Les résultats sont consignés dans
le Tableau (21).

Tableau 21: Résultats du test DPPH (mg/ml) :

Echantillons Equation R2 ICs0
Brocchia cinerea Vis 19.93x+40.69 0.569 0.467
Matricaria pubescens

20.55x+27.42 0.605 1.098
(desf) Schultz
Launaea resedifolia
31.58x+6.628 0.993 1.373
O.K
Launaea glomerata
13.59x+20.76 0.988 2.149

(Coss). Hook

A la lumiere des résultats, on remarque que ’extraits phénolique possedent une activité
antioxydante bien, Les résultats obtenus montrent que I'extrait de Brocchia cinerea Vis a une
activité antioxydant trés élevée (0.467mg/ml) par rapport aux autres échantillons, qui se
répartissent comme suit: Matricaria pubescens (desf) Schultz (1.098 mg/ml), Launaea

resedifolia O.K (1.373 mg/ml) alors Launaea glomerata (Coss). Hook (2.149 mg/ml).
Ainsi, plus la valeur IC50 est basse, plus la capacité antioxidante est élevée. [114]

Selon les résultats obtenus par rapport au standard (acide ascorbique), 1’activité

antioxydante la plus élevée

Ainsi, grace a leur richesse d’acide ascorbique et la valeur la plus élevée est a CSB
(6.86mg/g) et aussi I’acide gallique et d’acide chlorogénique (selon HPLC), suivi de GSB alors
KSB et ASB.
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y=31.58x + 6.628
R?=0.993

Con mg/ml

Résultats et discussion

27.424x +20.555y =
0.6054 =2R

Figure 31: Launaea resedifolia O.K

Figure 32: Matricaria pubescens (desf)
Schultz

20.764x + 13.599y =
0.9884 =*R

40.69x + 19.934y =
0.5695 =*R

Figure 33: Launaea glomerata (Coss).
Hook

Figure 34: Brocchia cinerea Vis

IV.5.1.3. Test de réduction d’ion fer (FRAP) :

Cette courbe est établie en utilisant 1’acide gallique comme référence et les résultats sont

exprimés en mg équivalent acide gallique par gramme de matiere (mgEGa/ gMs).

La courbe d’étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R2 =0.996.

—
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y =0.569x - 0.004
R? = 0.996

Figure 35:Courbe d'étalonnage d'acide sulfurique.

On Préparer des différents extraits de la méme fagon de préparation de solution standard

d'acide sulfurique pour tracer la courbe d’estimation d’activités antioxydantes.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d'acide sulfurique par gramme de

la matiére végétale (mg/g).

Tableau 22:Résultats du test FRAP (mg/g)

Brocchia cinerea Vis 0.604 + 0.18
.<
11
§ § Matricaria pubescens (desf) Schultz 1.237 £ 0.028
© o
.>:-<, o Launaea resedifolia O.K 1.571 + 0.046
o (o]
o
& Launaea glomerata (Coss). Hook 1.149 £ 0.03

Comme le montre les résultats illustrés dans le tableau ci-dessus, les capacités
antioxydantes sont classees comme suit : Launaea resedifolia O.K (1.571 mg/g) > Matricaria
pubescens (desf) Schultz (1.237 mg/g) > Launaea glomerata (Coss). Hook (1.149 mg/qg) alors
Brocchia cinerea Vis (0.604 mg/g).
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Nous en concluons que I'échantillon Launaea resedifolia O.K a une plus grande capacité

a réduire le fer.

Beaucoup de publications ont indiqué qu’il y a une corrélation directe entre les Activités

antioxydantes et la puissance de réduction des composants de quelques extraits [113]. [115].
IV.6.Evaluation de I’activité antibactérienne

Les résultats des tests antibactériens des extraits préparés a partir des échantillons

rassemblés dans le tableau :

Tableau 23:Diamétres des zones d’inhibition (mm) des extraits des échantillons.

Zone d’inhibition (mm)
_ ) Gram-négative Gram-positive
L'échantillon | Concentration i
Pseudomonas Staphulococcus Bacillus
Aeruginosa aureus subtiliis
0.1mg/ml 8 1 2
0.2mg/ml 9 3 6
Brocchia

) ) 0.3mg/ml 12 5 8

cinerea Vis
0.4mg/ml 1 7 12
0.1mg/ml 0.5 0.75 2
Matricaria 0.2mg/ml 2 4 3
pubescens 0.3mg/ml 3 5 4

(desf).

Schultz 0.4mg/ml 4 6 5
0.1mg/ml 2 4 3
Launaea 0.2mg/ml 3 5 7
resedifolia 0.3mg/ml 6 7 <)
0. K 0.4mg/ml 8 10 14
0.1mg/ml 1 1 3
Launaea 0.2mg/ml 2 3 5
glomerata. 0.3mg/ml 4 6 8
(Coss.) Hook 0.4mg/ml 5 8 11
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A travers les résultats présentés dans le tableau ci-dessus, nous constatons que tous les

extraits sont sensibles aux espéces bactériennes utilisees dans I'étude.

Chez les bactéries Gram négatif, nous constatons que I'extrait de Brocchia cinerea Vis
est le plus sensible aux bactéries Pseudomonas Aeruginosa par rapportaux autres échantillons,
puisque le diametre de la zone d'Inhibition bactérienne atteint 12 mm a la concentration de 0,3
mg/ml, suivie de Launaea resedifolia.O. K puis de Launaea glomerata. (Coss.) Hook et

Matricaria pubescens (desf).Schultz

Quant aux bactéries a Gram positif, on note que I'extrait Launaea resedifolia.O. K est
plus sensible aux bactéries Bacillus subtiliis, puisque le diamétre de la zone d'inhibiton atteint

14 mm a la concentration de 0,4 mg/ml, suivi de Launaea glomerata. (Coss.) Hook , puis de

Brocchia cinerea Vis et de Matricaria pubescens (desf).Schultz.

La méme observation est observée pour les bactéries Staphulococcus aureus.

On peut expliquer les résultats obtenus, qui ont montré que tous les extraits méthanoliques
des échantillons étudiés ont une sensibilité significative aux bactéries inhibitrices car ils
contiennent des composés phénoliques efficaces qui combattent la croissance des bactéries,

.comme I'Acide Gallique, Quercétine, Acide chlorogenique.....etc. [115;116].

69

—
| —



Conclusion générale



Conclusion générale

Conclusion générale

De nos jours, un grand nombre de plantes médicinales possede des propriétés biologiques
tres importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines & savoir en
médecine, pharmacie, cosmétologie et en agriculture. Ce regain d’intérét vient d’une part du
fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances bioactives,
et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments inquiétants les utilisateurs qui

se retournent vers des soins moins agressifs pour 1’organisme.

Pour cela, notre contribution & la recherche de composés naturels biologiquement actifs
a été réalisée. Elle vise la mise en évidence des activités antioxydante et antibactérienne de
certains extraits préparés a partir des quatre plantes Brocchiacinerea (Vis.),

Matricariapubescens (Desf.), Launaea glomurata (Coos) Hook et Launaea resedifolia O.K.

Ce travail s'inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales, notamment les
plantes connues dans les milieux populaires du désert de la méme famille des Astéracées, en
raison de leurs diverses applications traditionnelles, outre les éléments et les matériaux que

contiennent ces plantes efficaces et les études réalisées a leur sujet.

Notre contribution a I'étude de ces quatre espéces a ciblé certains composés métaboliques
secondaires actifs : les phénols et les flavonoides. Le début de ces travaux s'est fait par
I'exploitation de I'extrait méthanolique de chaque plante. L'extrait méthanolique de chaque
plante a été fractionné par chromatographie liquide a haute performance HPLC. Les résultats
de cete analyse ont montré que tous les échantillons sont riches en substances phénoliques

actives, notamment en flavonoides

L'activité antioxydante des extraits a été étudiée de deux maniéres : le test FRAP et le
test DPPH, Le test DPPH a révélé que B. cinerea avec 1C50=0.467mg/ml a piéger les radicaux
libres que les autre échantillons, le test FRAP a montré que Launaea resedifolia O.K une
capacité a reduire le fer élevee pare contre les quatre échantillons. ou les résultats ont montré
que les extraits €tudiés contiennent une grande quantité¢ de phénols ainsi que des flavonoides

qui peuvent jouer un réle dans la capacité inhibitrice des antioxydants.

L'activité antibactérienne contre les micro-organismes pathogenes, nos travaux appliqués
ont about a la conclusion de l'efficacité de l'extrait méthanolique sur certaines souches

bactériennes épidémiques telles que Staphylococcus aureus, Bacillus subtiliis (Gram+) et
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Pseudomonas Aeruginosa (Gram-) qui sont considérés comme le principal responsable de

I'infection. Dans les hopitaux.

Les résultats obtenus dans cette note sont considérés comme un maillon important et
prometteur dans la série de travaux menés au laboratoire de recherche sur la biochimie des
milieux désertiques sur les quatre espéces vegetales étudiées appartenant a la méme famille des
Astéracées, que ce soit dans le domaine chimique ou biologique domaine, et la poursuite des

travaux sur ces espéces et d'autres especes similaires de notre région.

Il est considéré comme un vaste domaine de recherche future sur des alternatives

.naturelles bénéfiques
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Annexe

Les courbes standards de HPLC:
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