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Revue Bibliographigue

Introduction Générale

Au cours des dernieres années, une grande importance a été accordée a I'étude
des propriétés antioxydantes des plantes pouvant étre intégrer a I'alimentation
humaine. Les composés phénoliques présents dans les plantes suscitent un intérét
croissant dans les domaines de l'alimentation, de la chimie et de la médecine, en
raison de leur potentiel antioxydant prometteur (Kalia et al.,2008).

Les antioxydants sont des composés capables de neutraliser les radicaux libres et de
réduire les dommages oxydatifs dans le corps (Koechlin, 2006). Les radicaux libres,
produits naturellement lors des processus métaboliques, peuvent causer des
dommages cellulaires et jouer un réle dans le développement de diverses maladies,
notamment les maladies cardiovasculaires, le cancer et le vieillissement prématuré
(Sebbar et al., 2023).

La camomille, une plante médicinale largement utilisee depuis des siecles, est
réputée pour ses propriétés apaisantes et curatives. Parmi les différentes espéces de
camomille, Matricaria chamomilla est I'une des plus étudiées pour ses composés
bioactifs notamment les polyphénols de type flavonoide (Seddik et al., 2013). Ces
derniers sont connus pour étre de bons antioxydants et pourraient jouer un réle
essentiel dans la protection contre les dommages oxydatifs (Parcheta et al., 2021).
IL serait donc intéressant de développer des études pour identifier et caractériser les
flavonoides de Matricaria chamomilla responsables de 1’action antioxydante et de les
valoriser surtout dans les domaines pharmaceutiques et cosmétiques.

Dans cet axe d’étude, s’insere le travail que nous avons réalisé dans le cadre d’un
projet de mémoire de master en biochimie appliquée et dont 1’objectif est d’évaluer in
vitro le potentiel antioxydant des extraits aqueux et méthanolique des fleurs de
Matricaria chamomilla et de tester leur toxicité sur un modele cellulaire simple «
I’érythrocyte ».

Le manuscrit est structuré en deux parties ; une partie de synthése bibliographique
englobant des données générales sur Matricaria chamomilla, les composés phénoliques,
le stress oxydant, les antioxydants et une partie expérimentale ou sont décrites les

méthodes utilisées pour répondre a I’objectif de 1’étude et les résultats obtenus.
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I. Généralités sur Matricaria chamomilla

I.1.Description botanique

Matricaria chamomilla est une plante herbacee annuelle avec des racines
minces en forme de fuseau, une tige ramifiée et dressée qui atteint une hauteur de 10 a
80 cm, des feuilles étroites et longues bipinnées a tripinnées (Figure 1). Les capitules
de fleurs de M. chamomilla sont pédonculés, hétérogames, placés séparément avec un
diametre de 10 a 30 mm. Ses fleurons sont tubulaires jaunes dorés avec 5 dents
mesurant de 1,5 a 2,5 mm de longueur, se terminant toujours par un tube glanduleux.
Son fruit est une cypséle brune jaunatre avec 3 a 5 codtes peu marquées. (Singh et
al.,2011).

M. chamomilla peut étre cultivée sur tout type de sol, mais il convient
d'éviter de cultiver la plante dans des sols riches, lourds et humides. Elle peut pousser
a des températuresallant de 15°C a 26° C et nécessite une pluviométrie annuelle de 400
a 1400 mm par saison. La plante peut supporter le froid, mais elle se développe mieux
en plein soleil et nécessite des journées d'été longues et des températures élevees pour

obtenir un rendement optimal en huileessentielle (Singh et al., 2011)

Figure 1: Photographie de Matricaria chamomilla (Bahmani et al., 2015)
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1.2.Distribution géographique

Matricaria chamomilla connue sous le nom commun de camomille trouve ses
origines dans le sud et I'est de I'Europe, ainsi que dans le nord et I'ouest de I'Asie. Elle
a été introduite dans diverses régions et a réussi a s'acclimater en Australie, en Grande-
Bretagne et en Amérique du Nord. En outre, elle est cultivée dans des pays tels que
I'Allemagne, la Hongrie, la France, la Russie, la Yougoslavie et le Brésil. De nos
jours, la camomille est largement répandue et bénéficie d'une culture étendue. On peut
également trouver des spécimens en Afrique du Nord et en Nouvelle-Zélande. (El
Mihyaoui et al.,2022).

La camomille est connue pour son usage traditionnel dans le traitement de
divers maux dans différentes parties du monde ou elle porte les noms de Babuna
camornile, Babuna, Babunj, Baboonig, camomille, camomille hongroise, camomille
romaine, camomille anglaise, camomille allemande, camomilla, camomille fausse
douce, camomille simple, camomille flos, la camomille a téte d'épingle, camomille de
mai et camomille parfumée (Leung et Foster, 1996
; Frank et Schilcher, 2005).

1.3.Composition chimique

Le genre Matricaria se distingue par une diversité structurale de ses
métabolites secondaires riches en composés tels que les coumarines, les flavonoides,
les terpenes, les hétérosides, les sesquiterpénes et les lactoniques. Le tableau | sont
présentés quelques métabolites secondaires qui sont présents dans Matricaria

chamomilla.

Tableau | : Exemples de Métabolites secondaires de Matricaria chamomilla (Allais, 2008)

Métabolites Propriétés

Apigénine, Lutéoline,| Flavonoides hétérosidiques dérivés de flavones et flavonoides dérivés
Santine de flavonols méthylés lipophiles
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Lactones sesquiterpéniques (0,5-2%) comportent une fonction a-
Parthénolide méthyléne butyrolactone et responsables de I’activité antimigraineuse
de la camomille

Camphre ; Acétate Composants des huiles essentielles (Taux: 0,5 - 0,9 %) a trés forte
de chrysanthényle odeur puissante

I.4.Propriétés et usages thérapeutiques

Matricaria chamomilla L. est utilisée dans la médecine traditionnelle, ses fleurs séchées sont
utilisées pour préparer 1’un des thés les plus populaires et les plus consommés. Ila été
scientifiguement prouve que Matricaria chamomilla L. est bénéfique pour la santé en raison de
ses multiples bioactivités : anti-inflammatoires, anticancéreuses, antioxydantes, antimicrobiennes
et antiallergiques (Duan et al., 2022). En plus de ses effets antidiabétiques,antidouleurs,

protecteurs du tractus gastro-intestinal et du systeme nerveux (Heidarianpour etal., 2021)

I1. Composés phénoliques : flavonoides et tanins

Les polyphénols sont des métabolites secondaires largement présents dans les especes
végetales et se trouvent dans toutes les parties des plantes avec une répartition quantitative qui
different entre les tissus (WaksmundzkaHajnos et Sherma, 2011). lls sont synthétisés par la
voie métabolique shikimate/phénylpropanoide, qui produit une vaste gamme de polyphénols
sous forme de monomeres et de polymeres (Sharma et al., 2019). Ils jouent un réle essentiel en
participant a la réponse des plantes face a divers types de conditions de stress abiotiques comme
les fluctuations de précipitations et I'exposition aux rayonnements ultraviolets. En plus, ils
assurant leurs protections contre les agents pathogenes et les attaques des herbivores (Daglia,
2012). D'un point de vue structurel, les composés phénoliques sont constitués d'un ou de
plusieurs cycles aromatiques attachés a un ou plusieurs groupements hydroxyle (-OH). Selon
la structure squelettique de base et les nombre d’atomes constitutifs, ils se répartissent en
différentes classes de polyphénols simples comme les acides phénoliques, les flavonoides et les
coumarines aux composés fortement polymérisés comme les tanins et les lignines. (Figure 2)
(Bruneton, 1999 ; Molino et al., 2016).
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Figure 2 : Principales classes des polyphénols (Tijjani et al., 2019)

11.1. Les flavonoides

Les flavonoides, qui sont le groupe de polyphénols le plus étudié, présentent plus de
6000 structures différentes. En fonction de leurs structures, les flavonoides peuvent étre classés
en six groupes distincts : les flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les flavanonols, les
flavanones, les isoflavones et les anthocyanes (tableau 111). Ces groupes se distinguent par la
configuration de leurs cycle pyrane hétérocyclique central par rapport a la structure principale
des flavanes (Figure 3) qui est composée de deux cycles benzéniques (A et B) qui sont reliés
par trois atomes de carbone et un atome d'oxygéne, formant ainsi un cycle pyrane central C
(Samec et al., 2021).

Figure 3 : Squelette de base des flavonoides (Kumar et Pandey, 2013)
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Tableau 11 : Principales classes des flavonoides avec des exemples. (Samec et al., 2021)

Classes Structures Exemples
o S o
Flavones O | Apigénine ;
Luteolin
(@]
Flavonols O © | g Quercétine ;
OoH Kaempferol
(@]
Flavan-3-ols O © g Catéchine
OH
=
e O S . , .
Flavanones T Naringénine ;
s Hespertein
Isoflavonones Génistéine ;
Daidzein
Anthocyanidines Cyandine

11.2. Les tanins

Les tanins sont des composés poly-phénoliques qui se présentent sous forme de
structures variées avec un poids moléculaire élevé (>3000 Da). lls sont polaires, ont une saveur
astringente et ont la capacité de se lier aux protéines en solution, ce qui peut entrainer leur
précipitation. Cette propriété leur confére la capacité de tanner la peau. (Macheix et al., 2005).
On distingue généralement deux types de tanins :
condensés. (Figure 4). Les tanins hydrosolubles sont des polyméres constitués d'oligo- ou de
polyesters formés par la liaison entre un sucre, généralement le glucose, et un nombre variable
de molécules d'acide phénol. Dans le cas des tanins galliques, I'acide gallique est utilisé, tandis

que dans le cas des tanins ellagiques, I'acide hexahydroxydiphénique (HHDP) et ses dérivés

les tanins hydrolysables et les tanins

d'oxydation sont impliqués. (Khanbaba et Ree, 2001 ; Bruneton, 2009). Les tanins condensés

6 -
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également connus sous le nom de proanthocyanidines ou procyanidines, sont des composés qui
ne contiennent pas de sucre dans leur structure moléculaire. Leur structure est similaire a celle
des flavonoides. Ce sont des polymeres flavoniques formés par la liaison carbone-carbone

d'unités de flavan-3-ols (Bruneton, 1999).

tanins condenses tanins hydrolysables
(proanthocyanidines)

Figure 4 : Structure destanins condensés et hydrolysables (Zak et al.,2019)

11.3. Propriétés thérapeutiques

Les études récentes sur les composés phénoliques, notamment les flavonoides, sont
tres approfondies en raison de leurs nombreuses propriétés physiologiques. Ces composes
présentent diverses activités thérapeutiques : antioxydantes, anti-inflammatoires,
antimicrobiennes, protectrices du systéme immunitaire, de la peau, de réduction de la pression
artérielle, anticancéreuses et cardioprotectrices (Tijjani et al., 2019). Ces activités
thérapeutiques sont principalement attribuées a leurs effets antioxydants reliés a leurs propriétés
redox jouant ainsi un réle important comme antioxydants par la neutralisation des radicaux
libres, le piégeage de I’oxygéne réactif, ou la décomposition des peroxydes (Nijveldt et al.,

2001).
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I11. Stress oxydant, radicaux libres et antioxydants

I11.1. Stress oxydant

Le stress oxydatif ou le stress oxydant, se réfere a un déséquilibre au sein d'un
organisme entre la production d'oxydants notamment les espéces radicalaires de 1’oxygeéne
(ERO) et les mécanismes de défense antioxydants. Cela entraine des dommages aux
biomolécules tel que les lipides, les protéines et les acides nucléiques. (Niki, 2018 ; Tu et al.,
2019). Ces modifications moléculaires provoquent des altérations cellulaires, aboutissant
éventuellement a la destruction des cellules cibles qui se traduit souvent par une cytolyse
cellulaire. (Dausset, 1976). L’action cytotoxique des espeéces réactifs notamment les ERO
dépend de leurs concentrations et de la durée d’exposition. Un effet cytotoxique, s'il est
suffisamment intense, compromet la viabilité de la cellule en perturbant son intégrité
métabolique ou structurelle provoquant la mort de la cellule ou son intégrité reproductive
(inhibition de la division cellulaire) (Shaw, 1994). Les dommages causés par altérations
moléculaires et cellulaire sont impliqués dans le développement de diverses affections
chroniques, notamment le diabéte, le cancer, les maladies inflammatoires, les maladies

cardiovasculaires, les maladies neurodégénératives et le vieillissement (Matschke et al., 2021).

I11.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une espece chimique (atome ou molécule) possédant un électron
non apparié. Ce déséquilibre n'est que temporaire et est combiné par I'acceptation d'un autre
électron ou par le transfert de cet électron libre vers une autre molécule. Dans les conditions
physiologiques, différentes variétés de radicaux libres sont produites par 1’organisme,
Cependant, dans certaines conditions pathologiques, la nature et la quantité de ces radicaux
libres peuvent étre modifiées. Il est important de noter que tous les radicaux libres ne sont pas
hautement réactifs, leur réactivité dépendant de la nature spécifique du radical (Afonso et al.,
2007).

Les molécules libres dérivées de I'oxygéne sont désignées sous le terme d'especes
réactives de l'oxygéne (ERO) alors que celles engendrées par la réaction entre I'oxygéne et

I'azote sont appelées espéces réactives d’azote (ERN) (tableau V) (Penna et al., 2009).
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Tableau 111 : Lesespéces réactivesde I’oxygéne (EROSs) et de 1’azote (ERNs) (Goudable et
Favier, 1997 ; Beaudeux et al., 2006)

Les especes réactives de1’oxygeéne (EROS)

Espéces non radicalaires Espéces radicalaires
Peroxyde d’hydrogéne (H202) Anion superoxyde (O2¢-)
Oxygéne singulier (;0?) Radicale hydroxyle (OH-)
Acide hypochlorique (HOCI) Monoxyde d’azote (NO»)

Les espéces réactives de 1’azote (ERNS)

Espéces non radicalaires Especes radicalaires

Peroxynitrite (ONOO-) Monoxyde d’azote (NO°)

Dioxyded’azote (NO2°)

111.3. Antioxydants

Un antioxydant est une substance ou une molécule ayant la capacité, méme en faible
quantité, de prévenir, retarder et de réduire I'oxydation d'un substrat. (Parihar et al., 2008). Les
antioxydants agissent de diverses manieres : ils sont capables de capturer I'oxygéne singulet
(t02), de désactiver les radicaux libres par une réaction d'addition, de servir également de

chélateurs pour les métaux de transition, et de réduire les peroxydes et les radicaux libres

(Favier, 2006). On distingue les antioxydants naturels enzymatiques et ceux non enzymatiques.

111.3.1. Antioxydants enzymatiques

Les Antioxydants enzymatiques sont des antioxydants endogénes qui jouent un réle
primordial en tant que premiére ligne de défense contre les radicaux libres. Cette défense inclut

un ensemble d'enzymes qui sont données dans le tableau V (Baba et al., 2008)
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Tableau 1V : Principales enzymes a activité antioxydants (Parihar et al., 2008; Favier,
2003).
ENZYME REACTION PROPRIETES
Transforme I"H202 en H20 selon la | | 5 catalase est associée au NADPH
Catalase réaction : dans les peroxysomes, ce qui la
2 H202 -> 2H20 + 02 protége et améliore son activite.
Trois isoformes : SOD1, SOD2 et
La SOD catalyse la dismutation de | SOD3.
; deux radicaux superoxydes pour o .
Supéroxyde peroxy P Activitt  dépend de  leurs
; former peroxyde d'hydrogéne : . g
dismutase peroxy yarog localisations  spécifiques  dans
(SOD) 2H++202°- -> H202 + 02. I'organisme.
Enzymes a co-acteurs métalliques :
Cu2+ ou Zn2+
Catalyse la réduction des peroxydes : Localisée au niveau du cytosol et
Glutathion ROOH+2GSH -> ROH+GSSH+ des mitochondries.
Peroxydase | H20 Fonctionnement  favorisé  en
présence de glutathion réduit

111.3.2. Antioxydants non enzymatiques

L'organisme dispose d'une seconde ligne de défense appelée "les piégeurs de radicaux

libres" qui sont principalement d’origine nutritionnelle et jouent un réle essentiel en neutralisant

les effets toxiques des EOR limitant ainsi les dommages causés aux cellules et préservant leur

intégrité (Koechlin, 2006). Les antioxydants non enzymatiques sont des vitamines, des

oligoéléments, des polyphénoals, ...... (tableau V).

10 -
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Tableau V : Antioxydants non enzymatiques (Favier, 2003 ; Parihar et al., 2008)

Antioxydants

Actions

Piégeur des radicaux libres tels que 02°-, H202, OH° et O2-,

Vitamine C Protection des biomembranes et des lipoprotéines.

Régénere la vitamine E.

Protege les cellules en prévenant les dommages liés aux
Vitamine E radicaux libres

Inhibition de la peroxydation lipidique

Précurseur de la vitamine A
B-caroténe Capacité de neutraliser I'oxygene singulet O2- et du radical

peroxyde

Tripeptide constitué de cystéine, de glutamine et de glycine
Glutathion Réle dans la protection des lipides, des protéines et de 'ADN

contre l'oxydation.

Oligoéléments

Zn, Cu, Mg, Se et Fe

Cofacteurs des enzymes antioxydantes.

Favorisent la neutralisation les radicaux libres par enzymes
antioxydantes.

Protection des cellules contre les dommages oxydatifs.

Polyphénols

Neutralisation les radicaux libres gréce a leur capacité a donner
un électron ou un atome d'hydrogéne.

Neutralisation des ERO et des ERN.

Capacité de complexer les métaux ioniques

Inhibition des enzymes impliquées dans la production de

radicaux libres

-11 -
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111.4. Exemples de plantes médicinales douées de pouvoir antioxydants

Les plantes médicinales sont des plantes ou des parties de plantes qui sont utilisées
comme remedes naturels pour quelques maladies (Sofowora, 2010). Dans le tableau VI sont

présentés quelques exemples de plantes médicinales connues pour leurs effets antioxydants.

Tableau VI : Exemples des plantes médicinales a effets antioxydants

Nom scientifique Effets biologique Références

camellia sinensis - Prévention du cancer

- Réduction  du risque des  maladies | Laibetal., 2021

(The vert) cardiovasculaires.
Thymus zygis - Favorise la digestion
. . o Amartietal., 2011
- Dégage les voies respiratoires '
(Thym) 94d P

Zingiber officinale - Anti- infections,

- Antidouleurs musculaires Amiretal., 2011

(Gingembre) - Action sur les problémes digestifs

Verbena officinalis - Lutter contre le stress

- Lutter contre les troubles intestinaux Abebeetal., 2017

(Verveine)

S ) - Décongestionnante prostatique Krishnaiah et
Pistacia lentisque ] )
- Antispasmodique al.,2011

~_12_N
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I. Matériels et méthodes
1.1. Matériel

1.1.1. La camomille

Dans cette étude on a utilisé les fleurs séchées de Matricaria Camomilla, communément
appelées camomille, achetées chez un herboriste a la ville de Bejaia.
Les fleurs de camomille ont été mise dans une étuve aérée réglée a 40°C pendant quelques jours
pour éliminer toute trace d’humidité. Une quantité de camomille a été utilisée sans broyage
pour I’extraction a 1’eau. Et la seconde quantité a été broyée a I’aide d’un broyeur électrique

pour obtenir une poudre assez fine pour I’extraction par le méthanol.

1.1.2. Le sang
Le sang utilis¢ dans I’étude cytotoxique est issu d’un donneur sain a été
gracieusement donné par le centre de transfusion sanguine de Sidi Ali Labher. Il a été

transporté dans des conditions stériles, conservéau froid a 4° durant la période d’utilisation.

I1.Méthodes

I1.1.Extraction des composés phénoliques

Deux méthodes ont eté utilisées pour 1’extraction des composés phénoliques a partir de
la camomille : Extraction aqueuse par methodes de décoction et extraction organique par le

méthanol en utilisant le Soxhlet.
11.1.1.Extraction aqueuse par méthode de décoction

La méthode d'extraction utilisée est basée sur le protocole décrit par Chavane et al.
(2001). Une quantité de 50 g de fleurs séchées de camomille ont été placés dans 125 ml d'eau
distillée, puis chauffées jusqu'a ébullition pendant 30 minutes. Le mélange obtenu a été
rapidement refroidi puis filtré sur papier filtre. Le filtrat obtenu a été ensuite mis a évaporer

dans une étuve réglée a 40°C pendant 7 jours.

~_13_~



Etude Expérimentale

11.1.2.Extraction par méthode de Soxhlet

La méthode d'extraction utilisée est basée sur le protocole décrit par (Penchev,2010).
Une quantité de 20 g de poudre de Camomille placé dans une cartouche en cellulose ont été
extrait par 250 ml de méthanol 70% en utilisant le Soxhlet. L’extrait ainsi obtenu a ensuite

subi une dilipidation par I’hexane puis mis a évaporer dans une étuve a 40°C.
11.1.3.Calcul du rendement

Le rendement d’extraction a eté calculé en utilisant I’expression suivante :

Poids de 1’extrait sec (mg)

Rendement d’extraction (%) = x 100

Poids de la quantité de plante initiale (mg)

11.2.Dosage des composés phénoliques
11.2.1.Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux présents dans les extraits aqueux et méthanolique de
la camomille a été déterminé par spectrophotométrie, selon la méthode colorimétrique utilisant
le réactif de Folin-Ciocalteu. Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et phosphomolibdique (H3PM012040), il est reduit par les
phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungstene (W8023) et de molybdéne (M08023).
L’intensité est proportionnelle aux taux de composés phénoliques présents dans

I”échantillon.(Ribéreau-Gayon, 1972).

Le protocole utilisé est basé sur celui décrit par (Ryan et al.,2013) en y apportant
quelgques modifications. Des quantités variées entre 10 a 25 ul de chaque extrait a concentration
1 et 5mg/ml ont été mélangé avec 1 ml de Folin-Ciocalteu fralchement préparé puis incubé
directement a I’obscurité pendant 5 min. Ensuite, 4 ml de Na2CO3 a 6% sont ajouté puis le
mélange est réincubé pendant une heure a 1’abris de la lumiére. Les absorbances sont ensuite

lues contre un blanc a 1’aide d’un spectrophotométre a 765 nm.

~_14_~
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Les teneurs en polyphénols totaux ont été exprimées en milligramme équivalent d’acide

gallique par gramme de I’extrait méthanolique et aqueux de la camomille (mgEqAG/gEM),
calculées en se référant a une courbe d’étalonnage réalisée dans les mémes conditions
réactionnelles avec 1’acide gallique comme phénol standard (Annexe).

11.2.2.Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides selon la méthode colorimétrique utilisant le chlorure
d’aluminium comme le réactif. La quantification des flavonoides présents dans les extraits
aqueux et méthanolique de la camomille a été déterminé par une méthode basée sur la formation
d’un complexe jaune treés stable, entre le chlorure d’aluminium et les atomes d’oxygeéne présent
sur les carbones 4 et 5 des flavonoides. La quantité de flavonoides présente dans I'extrait est
déterminée en fonction de l'intensité de cette coloration jaune, qui est proportionnelle a la
quantité de flavonoides (Quettier et al., 2000).

Le Protocole utilisé est celui décrite par Djeridane et al. (2006). 1ml d’extrait a été ajoutés a
Iml d’AlICIz a 2%. Le milieu est mélangé vigoureusement et mis & incuber a température

ambiante pendant 2min. L’absorbance est lue a 462 nm contre un blanc.

le de d’extrD

1ml d’AICI3 & 2%.
Incubation a température ambiante

Absorbance a 462 nmaun

Protocole de dosage des flavonoides (Djeridane et al.,2006).

+ Le blanc a été préparé avec 1 ml d’AICI3 additionné d’1 ml d’eau ou de méthanol.

+ La teneur en flavonoides est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage

(Annexe) réalisée avec la quercitrine. Les résultats sont exprimés en mg EQ/g Extrait).
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11.2.3.Dosage des tanins hydrolysables

La teneur en tanins est estimée par la méthode du chlorure ferrique reportée par Mole et
Waterman, (1987).

Principe:

Cette méthode est basée sur la quantification par spectrométrie d’un complexe bleue

formé entre les tanins hydrosolubles et le chlorure ferrique (Mamadou, 2002),

Le protocole utilisé est celui décrite par Mole et Waterman, (1987) selon le schéma ci-dessous :

200 ul d’extrait + 3,5ml du
chlorure ferrique + 800ul de
méthanol

/

Absorbance a 660 nm

Protocole du dosage des tanins hydrosoluble.Mole et Waterman, (1987)
+ Un blanc a été préparé de la méme fagon sans extraits.

+ La courbe d’étalonnage (annexe) a été réalisée en utilisant I’acide tannique comme

référant. Les résultats sont exprimés en mgEgQAT/g Extrait).
11.2.4.Dosage des tanins condensés

La quantité de tanins condensés a été estimée en utilisant la méthode de la
vanilline avec HCI comme décrite par Deshpande et al. (1986). Le principe de cette
méthode repose sur la réaction de la vanilline avec le groupement flavonoide terminal
des tanins condensés dans un milieu acide, formant ainsi un complexe rouge. La teneur
en tanins condensés peut étre estimée en fonction de l'intensité de la coloration rouge

formée par cette réaction et le complexe est ensuite quantifié par spectrométrie.
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Le Protocole utilisé est celui décrite par Deshpande et al. (1986) selon le schéma ci-dessous :

100 pl d’extrait + 2500 ml de
vanilline-HCL+400ul du méthanol

Homogénéisation

Incubation a 30° pendant
20 minutes

Mesure de I’absorbance a
500 nm contre un blanc

Protocole de dosage des tanins condensés (Deshpande et al., 1986).

% Le blanc est préparé de la méme maniére sans extrait.

+ La teneur en tanins condensés est déterminée en se référant a une courbe d’étalonnage

obtenue avec la catéchine (annexe). Les résultats sont exprimés en (mg EqC/g d’extrait).
11.3.Evaluation de la toxicité sur model cellulaire : érythrocytes

Pour évaluer la toxicité des extraits aqueux et méthanolique, de la camomille deux tests ontété

utilisés :

» Letest de la quantification I’hémolyse des érythrocytes pour mesurer 1’effet des extraits
de plante sur I’intégrité de la membrane érythrocytaire.

» Le test de 1’analyse cellulaire microscopique pour évaluer I’effet des extraits sur
lamorphologie cellulaire

11.3.1.Effet des extraits sur I’intégrité de la membrane érythrocytaire

A. Préparation de la suspension érythrocytaire

Une suspension érythrocytaire 10% dans du tampon PBS 0,9% de NaCl est préparée
fraichement avant chaque utilisation. Le sang a été centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes

afin d’¢éliminer le plasma. Le culot est ensuite lave trois fois avec du tampon PBS (pH 7,2) 0,9%
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de NaCl et re-suspendu dans un volume du méme tampon de maniére & obtenir une suspension
d'érythrocytes a 10 %.

B. Quantification de I’hémolyse par spectrophotométrie

La méthode utilisée pour quantifier le taux d”’hémolyse est celle décrite par Guo-Xiang
et Zai-Qun (2008). En présence d'une substance hémolytique, les hématies sont lysées, libérant
ainsi I'némoglobine et rendant le surnageant rouge. Les hématies qui restent intactes
sédimentent. Le taux d'hémolyse est proportionnel a la quantité d'hémoglobine libérée
quantifiée par mesure de I’absorbance a 540 nm.

La procedure suivie dans ce test pour évaluer 1’effet hémolytique des extraits de la fleur de

camomille est décrite dans le schéma ci-dessous :

0,2 ml de Suspension érythrocytaire
10%+ 0,5 d’extrait (5mg/ml) + 1 ml de
tampon PBS

|

@ndant 3 heures & D

!

@ 3000 rpm & 4°pendant 5min
Absorbance du surnageant a 5@

Protocole du test hémolytique décrit par Sunetal. (2008)

Nb.
+ Unblanc a été préparé de la méme facon sans suspension érythrocytaire.

& Le contrOle a été réalisé de la méme maniere mais sans extrait de plante
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C. Analyse cytologique par observation microscopique

Le test repose sur I'évaluation de la morphologie et la destruction des érythrocytes par
observation microscopique d’un frotti sanguin. Le test a été réalisé comme decrit par (Bleyer
et al.,2020).

Des quantités de 0,3 ml de sang fraichement recueilli dans des tubes d’EDTA (chaque tube
en double) ont été mélangé avec 0,3 ml de tampon PBS 0,9% NacCl (tube control) ou 0,3 ml
d’extrait aqueux ou méthanolique solubilisé dans du tampon PBS 0,9% NaCl. Les mélanges

ont été incubés pendant 2 h et 24h a température ambiante.

Les frottis sanguins pour chaque tube ont ¢té ensuite préparés, séchés a 1’air libre puis
fixés avec de 1’éthanol. Une coloration par la méthode de méthode May-Grunwald-Giemsa a
été ensuite réalisée en deux temps : une coloration avec du May-Grunwald dilué a 1/2, ensuite
une coloration au Giemsa dilué a 1/10éme et les frottis ont été observés au microscope optique

muni d’un camera au grossissement x 100
11.4.Evaluation du pouvoir antioxydants
11.4.1.Evaluation du pouvoir réducteur (FRAP)

Le pouvoir réducteur a été déterminé selon la méthode d’Oyaizu (1986), Cette méthode
est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe3+) du complexe ferricyanure- Fe3+ en fer ferreux
(Fe2+), en présence des antioxydants réducteurs. Cette réaction donne une coloration verte dont

I’intensité est proportionnelle au potentiel réducteur.

Différentes concentrations d’extraits ont été mélanges avec 1 ml de tampon phosphate
et 1 ml de ferricyanure de potassium puis incubés a 50° pendant 20 min, ensuite 1 ml d’acide
trichloracétique a été ajouté. Le mélange a été ensuite centrifugé a 3000 rpm pendant 5min. 1
ml de FeCI3 (0,1 %) et 1,5 ml de méthanol ont été ensuite ajouté a 1.5 ml de surnageant.

L’absorbance est lue immédiatement & 700 nm contre un blanc.

11.4.2.Evaluation de Pactivité anti radical DPPH

Le principe de ce test consiste a évaluer la capacité des molécules antioxydantes a

réduire le DPPH, qui présente une teinte violette, en contrélant la diminution de son absorbance

~_19_~



Etude Expérimentale

a515nm. Lorsque le DPPH est réduit, sa forme prend une couleur jaune (Figure 5) (Popoviciet
al., 2009).

N02 Q N02 Q
. H
OzNQN—N + A-H - OZNQN—N + A"

Figure 5 : Réaction du test DPPH (Popovici et al., 2009).

Différentes concentrations de 1’extrait solubilisé dans 1’éthanol ont été incubés avec 1ml
d’une solution éthanolique de DPPH. Aprés 30 minutes d’incubation, les absorbances a 525 nm

ont été enregistrées.

Le pourcentage d’inhibition (% I) du radical DPPH par I’extrait est calculé comme suit :

| = [(AbsC — AbsE) / AbsC] x 100

Avec :
AbsC : absorbance en absence de I’inhibiteur (contrle négatif)
ADbsE : absorbance en présence de I’inhibiteur (chantillon)

11.4.3.Evaluation de Pactivité anti radical H202

Ce test a pour but d’évaluer la capacité de piégeage de H202 par mesure de I’absorbance a
230 nm. La concentration de H202 diminue par piégeage ce qui va induire la diminution de
son absorbance a 230 nm. Comme, il se peut que les échantillons puissent absorber a cette

longueur d’onde, 1’ utilisation d’un blanc contenant I’extrait sans H202 est exigé

Pour évaluer I’inhibition de ’'H202, 1 ml de la solution H202 diluée auparavant a 1/7 avec
du tampon Phosphate (pH7,4) a été mélangé a différent volumes de 1’extrait aqueux (5mg/ml)
ou organique (1mg/ml). Les volumes ont été ensuite ajustés a 3 ml avec du tampon phosphate
et aprés 15 minutes d’incubation a température ambiante les absorbances ont été enregistrées a

240 nm contre un blanc.

I1.5. L’analyse statistique: est faite par les logiciels : graphpad et I’Excel

~_20_~






Résultats et discussion

I11.Résultats et discussion

I11.1.Rendement d’extraction

Les rendements obtenus des extractions des métabolites bioactifs de la camomille a 1’eau par

décoction et au méthanol par le Soxhlet sont représentés dans la figure 6

100%

75%

50%

rendement d’extraction

25%

Extrait méthanolique Extraitaqueux

Figure 6 : Tuyaux d’orgue représentant les taux d’extraits aqueux et méthanolique de la

camomille.

Les pourcentages d'extraction ont été calculés en comparaison avec la poudre initiale,
tant pour l'extrait méthanoique que pour I'extrait aqueux. Les résultats montrent des
pourcentages d'extraction de 20 % pour I'extrait méthanolique, deux fois plus élevés que le

rendement de Il'extrait aqueux 10%.

Plusieurs parametres, tels que le pH, la température et la durée de I'extraction, peuvent
influencer le processus d'extraction des composés phénoliques (Wu et al., 2011). De plus, les
différences de polarité entre les composants peuvent expliquer les variations constatées dans
les rendements d'extraction. En effet, la solubilité des composés phénoliques dépend du solvant

utilisé ainsi que du degré de polymérisation du composé phénolique. Dans ce contexte, le
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méthanol est couramment recommandé et utilisé pour I'extraction des composés phénoliques.

(Falleh et al., 2008).

111.2. Teneur en composés phénoliques

Les teneurs en polyphénols totaux, flavonoides, tanins hydrolysables et tanins
condensés extraits de la fleur Matricaria chamomilla ont été déterminé en se référant
aux courbes d’étalonnage d’acide gallique, de quercétine, d’acide tannique et de

catéchine (Annexes). Lesrésultats obtenus sont représentés dans le tableau VII

Tableau VI1 : Teneurs en polyphénols totaux, flavonoides, tanins hydrolysables et tanins
condensés des aqueux et méthanolique de la fleur Matricaria chamomilla

Polyphénols . Tanins . i
Flavonoides Tanins condensés
totaux hydrosolubles
mgEQq.Q/g ES mgEq.C/g ES.
mgEq.AG/g ES. 0Ea-Qlg mgEq.AT/g ES 9=4-~19
Extrait Aqueux 20,115 +0,41 27,82 +0,01 0,25+0,008 0,412 +0,002
Extrait méthanolique 89,09 + 0,01 95,27 +0,73 638,42 +0,04 18,62 +0,001

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart types

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique a une plus grande
teneur en phénols totaux (89,09+0,01) par rapport a I’extrait aqueux (20,115+ 0,41) avec
une concentration plus élevée des flavonoides enregistrée pour 1’extrait méthanolique

(95,27 £ 0,73) par rapport a I’extrait aqueux
Les teneurs en tanins hydrosolubles de I’extrait aqueux (0,25 +0,008) sont
extrémement faibles par rapport a I’extrait méthanolique (638,42 +0,04). De méme que

pour les tanins condensés ou deux extraits aqueux et méthanolique présentent des



teneurs de 0,412 £0,002 et 18,62 +0,00 respectivement.
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Les plantes peuvent contenir différents types de composés phénolique, Cette

diversité structurale entraine une grande variabilité des propriétés physico-chimiques

qui influencent I'extraction des polyphénols. La solubilité des composés phénoliques

est influencée par la polarité du solvant utilisé. Par conséquent, il est difficile de

développer un processus d'extraction adapté pour extraire tous les composés

phénoliques présents dans une plante. (Bensaleh et al.2021)

I11.3.Activité cytotoxique

Pour évaluer la cytotoxicité des extraits, 1’activité hémolytique des extraits méthanolique et

aqueux de Fleurs de camomille a été testées sur des suspensions Erythrocytaires a différentes

concentrations. Les taux d’hémolyse obtenus sont indiqués dans la figure 7. Les résultats

montrent qu’aux concentrations utilisées, les deux extraits ne montrent aucun effet

hémolytique (Taux d’hémolyse 0% pour les différentes concentrations testées). L’intégrité de

la membrane érythrocytaire n’est pas affectée par les métabolites extraits de la fleur

camomille au moinspour les concentrations < a 25 mg/ml

100

N3 80
2
= 60
=
2z 40
o
%z 20
'N
=
0 -
Eau 0,5 1 1,5
distillée

Concentrations de I’extrait
aqueux (mg/ml)

Taux d’hymolyse %

100

80

60

40

20

Eau 0,01 0,05 0,1 0,5
distillée
Concentations de I’extrait méthanolique
(mg/ml)
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Figure 7 : Taux d’hémolyse par I’extrait aqueux (a gauche) et I’extrait méthanoliques (a

droite) de la camomille

Ce résultat est confirmé par I’analyse cytologique. En effet, les résultats de
I’observation microscopique des hématies réincubées avec 25 mg/ml d’extrait de
camomille (figure 8), montrent que I’extrait aussi bien aqueux que méthanolique de la
camomille ne fragilise pas les membranes érythrocytaires ni n’affecte pas la
morphologie de 1’érythrocyte. Les membranes des globules rouges sont restées bien

lisses et les cellules sont de formes sphériques.

N \

A B. C.

Figure 8 : Observation au microscope optique (grossissement x100) des globules rouges
traitées pendant 2H a température 37°C par le tampon PBS 0,9% NaCl (A), 25mg/ml d’extrait

aqueux de camomille (B) et 25mg/ml d’extrait méthanolique de camomille. (C)

Le test d'hémolyse a été évalué car, méme si une plante possede un pouvoir antioxydant,
son utilisation en médecine traditionnelle et dans les préparations pharmacologiques sera
impossible en présence de leur effet hémolytique, qui est un indicateur de cytotoxicité
(Chaouche et al., 2015). Les résultats du pouvoir hémolytique des extraits montrent que les
extraits étudiés ne représentent pas d’un effet hémolytique aux concentrations et au temps
contact avec érythrocytes humains testées et ce qui pourrait étre expliqué 1’absence ou la
présence d’une faible teneur en saponines dans les extraits . En effet, les saponines sont connues

pour leur capacité a induire la formation de pores au travers des membranes cellulaires
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et ainsi entrainer I’hémolyse des globules rouges (érythrocytes) (Voutquenne et al.,

2002), libérantainsi ’hémoglobine, et rendant le surnageant rouge

I11.4.Pouvoir antioxydants des extraits de Matricaria chamomilla

111.4.1.Pouvoir réducteur FRAP

La réduction de fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux Fe2+ est un test reproductible, rapide
et facile a effectuer (Oyaizu ,1986)( Les résultats de 1’évaluation du pouvoir réducteur des

extraits méthanolique et aqueux de fleurs de camomille sont présentés dans la figure 9
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Figure 9 : Histogrammes représentant les absorbances a 700 nm de la réduction
du fer ferrique (Fe3+) en fer ferreux Fe2+ par différentes concentrations des

extraits aqueux etméthanolique de la camomille

Selon les résultats obtenus, il a été constaté que le pouvoir réducteur des deux
extraits aqueux et méthanolique augmentent avec la concentration des extraits. De plus,
il a été observé que I'extrait méthanolique présente une activité réductrice plus élevée a
chaque concentration. L’activité réductrice pour 0.5 mg/ml de concentration a
enregistré une absorbance de 0,9 UA pour I’extraits méthanolique et une absorbance

de 0,5 UA pour I’extrait aqueux. En comparant a I’acide ascorbique, antioxydant de
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référence, le pouvoir réducteur du fer ferreux de nos extraits est plus faible. En effet,

une absorbance de 1UA est obtenue pour une concentration de 0,1mg/ml d’acide
ascorbique.

La chélation des ions métalliques a des effets antioxydants car le fer qui est un
métal de transition provoque l'oxydation des lipides insaturés et génére des espéeces
réactives de I'oxygene favorisant les dommages oxydatifs a différents niveaux (Meyer
et Frankel, 2001)

Le pouvoir réducteur de la fleur de Matricaria chamomilla est probablement
attribué a la présence de groupes hydroxyle dans les composés phénoliques qu'elle
contient. Ces groupes hydroxyle peuvent agir en tant que donneurs d'électrons. Par
conséquent, les antioxydants présents dans la camomille peuvent étre considérés
comme des agents réducteurs qui neutralisent les oxydants en inactivant leur potentiel
oxydant. (Siddhuraju et Becker, 2007)

111.4.2.Activité antiradicalaire DPPH

La capacité antioxydante des divers extraits de la plante envers le radical DPPH® a été
évaluée par spectrophotométrie en observant la réduction de ce radical par changement de sa
couleur du violet au jaune qui se traduite par la diminution de I'absorbance. (Majhenic et al.,
2007). Cette méthode est couramment employée pour évaluer le potentiel antioxydants en

raison de sa simplicité, de sa rapidité et de sa sensibilité (Jayaprakasha et Pati, 2007).

Les résultats de 1’évaluation du potentiel antioxydants des extraits de camomille obtenus
par cette méthode et exprimés en taux d’inhibition du radical DPPH sont représentaient dans la

figure 10
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Figure 10 : Taux d’inhibition du radical DPPH a différentes concentrations de 1’extrait aqueux

(A) et I’extrait méthanolique (B) de fleur de Matricaria chamomilla

D’aprés les résultats obtenus, le pourcentage d’inhibition du radical libre
DPPH augmentent proportionnellement en fonction des concentrations des deux
extraits. L’extrait méthanolique représente une efficacité antiradicalaire plus élevée
(IC50 = 0,054 + 0,08,45 mg/ml) par rapport a I’extrait aqueux (IC50 =0,3 + 0.01
mg/ml) mais toujours plus faible que celle de 1’acide ascorbique (IC50 =0.01 mg/ml)

utilisé comme molécule de référence.

Les variations dans l'efficacité antioxydante peuvent étre liées au mécanisme de piégeage
des radicaux, qui implique la réaction entre un antioxydant et le radical libre DPPH. Cette
réaction dépend de la conformation structurale de Il'antioxydant. Certains composés sont
capables de réagir rapidement avec le radical DPPH, ce qui entraine la réduction d'un nombre
de molécules de DPPH équivalent au nombre de groupes hydroxyle présents dans I'antioxydant.
Ainsi, la capacité d'un antioxydant a réagir efficacement avec le radical DPPH et & neutraliser

ses effets peut étre influencée par sa conformation structurale (Bondet et al. ,1997)

111.4.3. Piégeage du peroxyde d’hydrogéne H202

Les résultats de I’activité de piégeage du radical H202 (peroxyde d’hydrogéne) par
I’extrait méthanolique des feuilles de camomille a différentes concentrations sont représentée

dans la figure 9.
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Figure 11 : Tuyaux d’orgue représentant les taux d’inhibition du peroxyde d’hydrogéne par

différentes concentrations de 1’extrait méthanolique des fleurs de Matricaria chamomilla

Le résultat montre 1’extrait méthanolique inhibe le radical H202 avec une efficacité

correspondante a IC50 = 0,5 mg/ml.

Pour I’extrait aqueux, en raison de la forte absorbance de 1’extrait a 240nm, de faibles
concentrations par rapport a 1’extrait méthanolique ont étaient testées (< 0.2mg/ml). Les taux

d’inhibition du H202 enregistrés pour ces concentrations sont tres faibles (< 8%).

Le peroxyde d'hydrogene en lui-méme n'est pas tres réactif, mais il est parfois toxique pour
la cellule parce qu’il est a I’origine des radicaux hydroxyles présents dans les cellules. Par
conséquent, le retrait de H202 est trés important pour la défense antioxydante dans la cellule
(Halliwell, 1991). Les extraits de plantes ont démontré une action protectrice des cellules
animale contre la cytotoxicité induite par le peroxyde d'hydrogéne. Cette activité est
principalement due aux composés phénoliques de type flavonoides (Kumaran et
Karunakaran, 2007)



Conclusion Générale

De nos jours, de nombreuses plantes médicinales possedent diverses propriétés biologiques
sans aucun doute liées aux vertus thérapeutiques attribuées a une vaste gamme de molécules
bioactives produites par la plante issue généralement du métabolisme secondaire. Beaucoup de
médicaments actuels sont des copies concentrées de remedes végétaux, notamment les

flavonoides qui sont des composeés tres intéressants en raison de leur propriété d’antioxydants.
y

Au cours de cette étude, nous avons choisi les fleurs camomille « Matricaria
chamomilla » comme sources de ces métabolites et nous avons réalisé deux types d’extractions
une a I’eau par décoction et 1’autre au méthanol par le Soxhlet. La quantification des teneurs
en composés phénoliques dans ces extraits a montré que 1’extrait méthanolique est riche en
polyphénols totaux, flavonoides et tanins que I’extrait aqueux. L’analyse de toxicité réalisée ex
vivo sur model cellulaire simple, I’érythrocyte, a révélé une absence de toxicité au moins pour
des concentrations inferieurs a 25mg/ml d’extrait. L’évaluation de 1’activité antioxydants par
divers test in vitro (test DPPH, FRAP, piégeage de H202) ont révélés un fort potentiel
antioxydants (antiradicalaire, pouvoir réducteur ou piégeage de radical) aussi bien pour 1’ extrait
aqueux que pour I’extrait methanolique. Néanmoins, ce potentiel reste nettement inférieur a

celui de I’acide ascorbique, antioxydants de référence.

La camomille contient des composes qui, une fois purifiés, peuvent présenter
probablement une activité comparable a celle de I’acide ascorbique et pourraient constituer une
alternative aux antioxydants synthétiques. Des travaux complémentaires sont nécessaires pour

identifier, isoler et purifier ces constituants.
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Annexes

Annexe 1: Courbe d’étalonnage d’acide gallique pour dosage des phénols totaux.
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Annexe 2 : Courbe d’étalonnage de la quercétine pour dosage des flavonoides

Courbe d’étalonnage de quércitine

14

2 *
1 | y=0,012x-0,0109

0,8 R? = 0,9835 X T [

06 [T

04 | e

0,2

.
.
o
Ohae
.

Absorbance a 462nm

0 20 40 60 80 100 120
concentration de la quércitine ( pg/mi)

Annexe 3 : Courbe d’étalonnage de 1’acide tannique pour dosage des tanins hydrosolubles

~ 38 ~



Annexes
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Annexes 4 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour dosage des tanins condensé
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Préparation du tampon phosphate pbs

Annexes

quantités Réactifs déssolution
1,369 KH2PO4 100 ml d’eau distilée
1,74 K2HPO4 100ml d’eau distillée
Melanger
Ajouter 8,5 g de Nacl

Ajouter 100 ml d’eau distillée

Ajuster lePHa 7,2
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Résumé

Matricaria chamomilla connue en Algérie sous le nom vernaculaire de «Babounej» est une
plante médicinale de la famille des astéracées , largement utilisée en médecine traditionnelle
en raison ces propriétés apaisantes et curatives. Les propriétés médicinales de cette plante sont
potentiellement dues aux propriétés antioxydants de ces métabolites secondaires comme les
polyphenols. Dans ce travail, nous avons quantifié les composés phénoliques, testés in vitrole
potentiels antioxydants et 1’activité hémolytique, des extraits méthanoliques et aqueux des
fleurs de Matricaria chamomilla. L'analyse phytochimique quantitative a montré la présence
de quantités élevées de flavonoides et tannins dans l'extrait methanolique par rapport a
l'extrait aqueux. L’évaluation du pouvoir antioxydant qui a été réalisée par les tests FRAP,
piégeage du radical DPPH et du radical H202 ont montré une bonne activité antioxydants
surtout pour I’extrait méthanolique IC50pppH = 50pg/ml, 1C50H202 = 0,5 mg/ml) et une
absence de toxicité sur model cellulaire pour des concentration allant jusqu’a 25mg/ml. Les
résultats obtenus suggerent un potentiel effet bénéfique potentiel des fleurs de camomille
surtout dans la prévention des affections liées au stress oxydant.

Mots clés : Matricaria chamomilla, polyphénols, flavonoides, potentiel antioxydants

Abstract

Matricaria chamomilla, known in Algeria by the vernacular name "Babounej," is a medicinal
plant belonging to the Asteraceae family. It is widely used in traditional medicine due to its
soothing and healing properties. The medicinal properties of this plant are potentially
attributed to the antioxidant properties of its secondary metabolites, such as polyphenols in
this study, we quantified the phenolic compounds, tested the in vitro antioxidant potential and
hemolytic activity of methanolic and aqueous extracts of Matricaria chamomilla flowers.
Quantitative phytochemical analysis showed the presence of high amounts of flavonoids and
tannins in the methanolic extract compared to the aqueous extract. The evaluation of
antioxidant power, performed using FRAP, DPPH radical scavenging, and H202 radical
scavenging assays, showed good antioxidant activity, especially for the methanolic extract
(IC50DPPH = 50 pg/ml, IC50H202 = 0.5 mg/ml), and no toxicity on a cellular model at
concentrations up to 25 mg/ml. The results obtained suggest a potential beneficial effect of
chamomile flowers, particularly in the prevention of conditions related to oxidative stress.

Keywords: Matricaria chamomilla, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity
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