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Introduction

| ntroduction

Un grand nombre de plantes aromatiques, médicinales, des plantes épices et autres
possedent des propriétés biologiques trés intéressantes qui trouvent application dans
divers domaines en savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et agriculture.
Cependant, I'évaluation des propriétés phytothérapeutiques comme antioxydante
demeure une tache intéressante et utile, en particulier pour les plantes d une utilisation
rare ou moins fréguentes ou non connu dans la médecine et les traditions médicinales
folkloriques. Ces plantes représentent une nouvelle source de composes actifs tels les

composeés phénoliques (Mohammedi, 2005).

Actuellement  environs 60 a 80 % de la population utilisent la meédecine

traditionnelle pour le traitement des pathologies (Libman et al., 2005).

Les radicaux libres et les especes d oxygene ont été associés a des maladies
cardiovasculaires et inflammatoires, e¢ méme interviennent dans le cancer et le
vieillissement. Des efforts visant a compenser les dommages causeés par ces especes sont
de plus en plus reconnus comme une base pour des nouvelles approches thérapeutiques,
et dans le domaine de la médecine préventive, les antioxydants connaissent un regain
dintérét (Isren et al., 2001).

Le développement de nouveaux antioxydants d’une bonne capacité antioxydante
s avere indispensable pour lutter contre les phénoménes d oxydations. Dans ce but,
I"investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour la découverte de
nouvelles substances a caractere antioxydant, si I’on considere que ces plantes peuvent
contenir des centaines, voire des milliers de métabolites secondaires. Ces derniers
représentés actuellement par 100 000 substances identifiées, pourraient étre utilisés dans

la prévention de certaines maladies (Cowan, 1999).

Les études portant sur I’ activité antioxydante sont basées sur |I’amélioration des
techniques d’ extraction des composes phénoliques a partir des produits naturels (Jerez et
al., 2006).

Matricaria pubescens est une plante meédicinale tres utilisee en meédecine
traditionnelle en Algérie et notamment par les populations du Sahara central et

septentrional (maiza et al., 2011). Bien que relativement abondantes et tres utilisee
1
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traditionnellement en Algérie peu de travaux ont porté sur I'étude de I'activité

antioxydante de cette plante médicinale.

Selon Naczk et Shahidi (2004) ; Druynska et al. (2007), les conditions
d extraction, ont un effet sur les teneurs des extraits en substances antioxydantes et
I activité antioxydante.

La présente étude comprend deux parties principales; la premiére est une synthese
bibliographi que comportant une description de la matricaire et des antioxydants.

Ladeuxiéme partie de ce travail est une éude expérimentale ou sont présentés :

e Les extractions des antioxydants de Matricaria pubescens, apres différentes
durées d’ extraction (30minutes, 1heure, 2heures, 4heures et 2heures suivies d' une
nuit dincubation), en utilisant plusieurs solvants (eau, acétone (50% et 100%),
méthanol (50% et 100%) et éthanol (50% et 100%)) ;

e Le dosage de quelques substances antioxydantes dont les polyphénols, les

flavonoides, les tannins hydrolysables et les tannins condenses ;

e La déermination de I'activité antioxydante des extraits de la matricaire, en

utilisant deux méthodes ; pouvoir réducteur et activité anti-radicalaire.
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La phytothérapie est une discipline allopathique, destinée a prévenir et a traiter
certains troubles fonctionnels et/ou certains états pathologique au moyen de plantes, de
parties de plantes (feuilles, fleurs, racines, fruits et graines) ou de préparations a base de
plantes (Wichtl et Anton, 2003).

Les remedes naturels et surtout les plantes médicinales ont été pendant longtemps
les principaux, voire les unique recours pour soigner les pathologies. Ces plantes sont

également la matiere premiere pour la médecine moderne (Ould €l hadj et al., 2003).

Les ressources vegétales du Sahara constituent une flore d environ 500 especes
(Maiza et al., 1993). Certaines possedent des propriétés pharmacologiques qui leur
conférent un intérét médicinal. Parmi ces espéeces on trouve Matricaria pubescens, qui
est trés utilisée par les habitants du Sahara et qui fait I’ objet de notre étude.

|. Classification et description de Matricaria pubescens
[.1.Nomscommuns:

Le nom scientifigue du Matricaire, Matricaria pubescens dérive du latin

Matricaria désignant matrice ; Pubescens signifiant velu.

» En arabe : Guertoufa, Ouazouaza;

» Entargui : Ainesnis;

» Enanglais: Hairy camomille;

» En francais: Pubescente de camomille (IUCN Centre for Meéditerranean
Cooperation, 2005).

| .2.Classification

Parmi les milliers de plantes médicinales recensées a ce jour, la famille des
astéracées dont fait partie Matricaria pubescens (Ould el hadj et al., 2003), est I'une des
plus grandes familles des angiospermes, avec environ 1100 genres et 25000 especes qui
sont réparties dans pratiquement toutes les régions du globe; Le genre Matricaria,

compte environ 700 espéces (Hammoud , 2009).
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Laclassification de Matricaria pubescens est donnée comme suite :
Regne : végétal ;
Embranchement : phanérogames (permaphytes) ;
Sous-embranchement : angiospermes;;
Classe : dicotylédones ;
Sous-classe : métachlamydées ;
Ordre : campanales (astrales) ;
Famille : composeées (astéracees) ;
Genre : Matricaria
Espece : Matricaria pubescens (Grisvard et Chaudin., 1964).
| .3.Description morphologique

Matricaria pubescens est une petite plante annuelle, de 10 a 20 cm d hauteur,

meésothérophyte, caractérisée par :

- Uneracine pivotante fortement ramifiée dans la partie supérieure ;

- Une tige ramifiée, striée et couverte de poils plats étalés ;

- Des feuilles primordiales pétiolées entieres ou sub-entiéres et allongées. Les
autres sont toutes caulinaires, uni-ou bipennatiséquées, plus ou moins densément
couvertes de pails;

- Descapitulestrés petitsde 5a7 mm et isolés al’ extrémité des rameaux ;

- Des écalles du péricline sur au moins trois rangs, vertes, de plus en plus
largement scarieuses de I’ extérieur vers I'intérieur et marquées de brun foncé
tout autour ;

- Des écailles du réceptacle oblongues, scarieuses et obtuses ;

- Des fleurs externes neutres ou femelles, a grandes ligules blanches sinuées au
sommet, les internes sont hermaphrodites ou stériles, jaunes, atube ailé;

- Des fruits de petits akenes linéol és a pappus scarieux, blanc, plus long qu’ eux et
presque auss long que les fleurs tubuleuses, caduc. (Negre., 1962 ; Quezel et
al., 1963).



Chapitre 1 Syntheése bibliographique

La plante entiere a un parfum tres agréable, 1a floraison a lieu le printemps au
centre et au nord du Sahara algérienne (IUCN Center for Méditerrenean Cooperation,
2005) (figure 1).

-r'}:F - _.‘.3_;..

Figure 1 : Photo de Matricaria pubescens (IUCN Center for Méditerranean Cooperation,
2005).

|.4. Répartition géographique

» Au niveau loca (Sahara Algérien) ; cette plante est commune dans tout le Sahara
septentrional correspondant aux régions de: Biskra, Figuig, El oued, Touggourt,
Colomb-Béchar, Ghardaia, El golea, Ouargla, Beni Abbes, et dans le Sahara
central qui comprend les régions de : Adrar, Tamanghasset, Djanet, Fort-polignac,
Fort-flatters, Timimoun, In salah (Ozenda, 1991).

» Auniveau régiona : I’ Afrique du nord.

» Au niveau global : selon les criteres de I'UICN (I’Union Internationale pour la

Conservation de la Nature) cette matricaire est endémique en Afrique du nord.
|.5. Habitat

Matricaria pubescens prospére en conditions de désert avec 100 mm au moyen

des préecipitations de Pluit par année. On la trouve toujours dans les oueds non-salins
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dans les sols sablés et de temps en temps sur les sols caillouteux (IUCN Centre for
M éditerranean Cooperation, 2005).

|.6.Utilisation de Matricaria pubescens

Elle n'est pas rapportée en tant que toxique par les nomades. Tres utilisée dans la

médecine traditionnelle et autre :

- Au Maroc, dans Tafilalet et Fes, la décoction de Matricaria pubescens est
recommandée pour |’ otite ;

- Un massage par son huile est utile en cas de rhumatisme, lanévralgie et la sciatique
(TUCN Centre for Méditerranean Cooperation, 2005) ;

- Matricaria pubescens a des propriétés: anti-inflammatoire, antimicrobiennes;
cytotoxiques (Maizaet al., 2011) ;

- Elleest utilisée en infusion pour faciliter la digestion ;

- Elle est tres réputée pour ses qualités aromatiques; est surtout utilisée pour
aromatiser les soupes, particulierement durant le moi de Ramadhan. Elle présente
également un intérét pastora puisgu' elle est surtout broutée par les chevres
(Chehma, 2006) ;

- La matricaire est aussi largement utilisee dans le Sahara comme filtre dans la
préparation du beurre local et dans les préparations fortifiantes et reconstituantes

aprés accouchement ou longue maladie (Ouchikh et Serier, 2004).

Le tableau suivant récapitule les différentes maladies traitées par Matricaria

pubescens :

Tableau 1 : Utilisations traditionnelles de Matricaria pubescens (Maiza et al., 1995).

Maladies Préparation Modalités d’ utilisation

rhumatisme Une décoction a raison d' une | Un verre athé matin et soir.
poignée de capitule, et de
feuille pour une théére et
demie d’ eau.

éruption Pas de préparation. Frottement de la prise enflée de la
dentaire gencive avec un capitule de la
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matricaire.
dermatose Un décocté préparé comme | Indiqué comme bain corporel. Le
indiqué précédemment dans | patient doit rester en contact de la
les proportions mais en grand | préparation pendant une dizaine de
volume. minute au moins,
dysménorrhée | La matricaire, les clous de| Un verre de thé de la décoction du
girofles, la rue (Ruta|premier jour menstruation pendant
tuberculata), la cannelle et le | trois cycles consécutifs.
Zygophyllum sont séchés puis
pulvérisés et mélangés a part
égale. Une poignée de la
mixture est utilisée pour
préparer une décoction avec
une théiere d’ eau.
asthme Décocté additionné de beurre | La prise orale est préconisee.
local ou «d’ han».
Maladie Décoction ou infusion Prise orale
immunitaire
(alergie).
Fiévre ou | Les capitules de matricaire | Priseorale
piqure de | sont bouillis dans de |’ eau ou
scorpion. du lait
Infection Les capitules sont trempés|Le liguide utilise comme lavement
oculaire dans de I’eau chaude puis | pour lesyeux par instillation.
€crases.

I1. Composition biochimique de Matricaria pubescens

Les matricaires sont des plantes aromatiques présentant globalement les mémes

substances curatives a des proportions différentes, dont les principales sont les

flavonoides et les huiles essentiels (Maiza et al., 2011).
[1.1. Les composés phénoliques

Les polyphénols suscitent actuellement beaucoup d'intérét en raison du bénéfice
qu'il pourraient apporter en termes de prévention des maadies liées au vielllissement
(Hennebelle et al., 2004) ; Par conséquent, I’ intérét augmente considérablement quant a la
présence d antioxydant naturels. Il sont utilisés en industrie alimentaire et en médecine
préventive (Ksouri et al., 2007).
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I1.1.1.Définition

Les composés phénoliques forment un trés vaste ensemble de substance qu’il est
difficile de définir. L’ élément structural fondamental qui les caractérise est la présence
d au moins un noyau benzénique auquel est directement lié un ou plusieurs groupes
hydroxyles, libre ou engagé (Bruneton, 2008). Les polyphénols peuvent étre conjugués,
avec un ou plusieurs résidu(s) glucidique(s), ou étre liés a d autres composes chimiques
tels que des acides carboxyliques, des amines, des lipides ou avec d'autres phénols

(Martin et Andriantsitohaina, 2002). |ls sont synthétisés a partir de troisvoies :

- Celle de I’ acide shikimique, qui conduit apres transformation et désamination aux
acides cinnamiques, précurseurs de la mgjorités des acides phénoliques (Richter, 1993 ;
Croteau et al., 2002).

- Celle issue de ’acétate, qui conduit a des poly B-coesters (polyacétates) de longueur
variable menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les dihydroxy-1,8
anthraquinones ou les naphtoquinones (Richter, 1993; Martin et Andriantsitohaina,
2002).

- Celle issue du shikimate et de I’ acétate qui conduit a I’ élaboration de composés
d origine mixte (flavonoides lato sensu, stilbenes, pyrones, xanthones, etc...) (Bruneton,
2009).

I1.1.2.Classfication

Les composeés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes (tableau 2)
qui se différencient d'abord par la complexité du sguelette de base allant d’un simple Cg a
des formes trés polymeérisees, ensuite par le degré de modification du squelette (degré
d oxydation, d hydroxylation, de méthylation, ...) et par les liaisons possibles de ces
molécules de base avec d'autre molécules (glucides, lipides, protéines, ou autre
meétabolites secondaires) (Macheix et al., 2006).

Tableau 2 : Principales classes des composés phénoliques (Harbone et Williams, 2000 ;
Macheix et al., 2006
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Squel ettes carbonés Classes Exemples

Cs Phénols simples Cathéchol

Ces-C,y Acide hydroxybenzoique P-hydroxybenzoique

Ce-Cs Acide hydroxycinnamique Acide caféique
Coumarines scopolénes

Ce-Cy Naphtoquinones Juglone

Cs-Cr-Cs Stilbénes Résvératrole

Cs-C3-Cs Flavonoides, isoflavonoides | Quercétine-

cyanidine,diadzéine

(Ce-Cs)2 Lignanes Pinorésinoles

(Ce-Ca)n lignines /

(Ce-C5-Co) n Tannins condensés /

[1.1.2.1.Lesphénolssimpleset leursdérivés

L es formes phénoliques les plus simples présentent des structures chimiques allant
de ssimples phénols en Cg aux flavonoides en C,5 et a des molécules proches (Macheix et
al., 2006).Cette classe de composés englobe les dérivés des acides hydroxybenzoiques,

les dériveés des acides hydroxycinnamiques et |es coumarines (Ribéreau-Gayon, 1968).
a)Acides hydroxybenzoiques

Ils ont une formule de C4-C,, dérivé de I'acide benzoique, sont trés communs,
aussi bien sous forme libre que combinés a I’ état d’esters ou d’ hétérosides. |ls peuvent
étre des éléments constitutifs des tannins hydrolysables (tableau 3) (Macheix et al.,
2006 ; Bruneton, 2008).
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Tableau 3 : Principales structures des acides hydroxybenzoiques (Macheix et al., 2006).

Acides hydroxybenzoiques

R1 R2 R3 R4 |Formule

acide
H H OH H
parahydroxybenzoique

acide protocatéchique H OH OH H

R2 R1
acide vanillique H OCH; OH H O
acide gallique H oH oHon R3
OH
acide syringique H OCH3; OH OCH; R4
acide salicylique OH H H H
acide gentisique OH H H OH

b) Acides hydroxycinnamiques
I1s représentent une classe tres importante dont la structure de base (Cs-Cs) dérive
de celle de I’ acide cinnamique (tableau 4). Les acides hydroxycinnamiques sont souvent
estérifiésen :
e Ester d'alcool aliphatique (acide mono- et dicofeyl-tartrique, féruloyl-tartrique et
caféyl malique) ;
e Ester de I’acide quinine (acide chlorogénique) et depside (acide rosmarinique et

lithospermique) (Bruneton, 2008)

Ils peuvent étre inclus dans des structures en amides (dérivés de la spermidine, de la
tyramine ou de la putrescine), ou combinés avec des glucides : ester de glucose ou éther
de glucose (Bruneton, 2008). Les coumarines dérivent des acides hydroxycinnamiques
par cyclisation interne de la chaine latérale et certaines formes complexes. Les stilbenes

dérivent aussi des acides hydroxycinnamiques (Macheix et 2006).
10
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Tableau4 : Principales structures des acides hydroxycinnamiques (Macheix et al., 2006)

Acides hydroxycinnamiques

R1 R2 R3 Formule

acide paracoumarique H OH H

acide caféique OH OH H

acide férulique OCH; OH H
acide sinapique OCH; OH OCH4
E-anéthole H OCH3 H
acide 3,

4-
o . . OCH3; OCH3z H
diméthoxycinnamique

[1.1.2.2.Lesflavonoides
a)Définition

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus®, signifiant "jaune", désigne une
tres large gamme de composés naturels appartenant a la famille des polyphénals. 1ls sont
considérés comme des pigments quasi universels des végétaux. Ce groupe comprend
comme son nom |’ indique des composés jaunes mais aussi d’ autres couleurs ou incolores.

Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules.
(Bruneton, 1999 ; Harborne et Williams, 2000).

b) Structure et classification des flavonoides

De nos jours, plus de 8000 flavonoides ont été identifiés. lls ont une origine

biosynthétique commune et par conséquent, possédent tous un méme squel ette de base a

11
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guinze atomes de carbones, constitué de deux unités aromatiques; deux cycles en C6 (A
et B), reliés par un hétérocycle en C3 (figure 2) (Bruneton, 1999; Pietta, 2000).

OH O

Figure 2: Structure générale du noyau des flavonoides (Heim et al., 2002).

Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules
selon le degré d’ oxydation et |a nature des substituants portés sur le cycle C (Pietta,
2000), 14 groups différents ont été identifiés dont six groupes sont particulierement les
plus répandus et les mieux caractérises ; flavones, isoflavones, flavanones, flavanols,
flavonols, anthocyanidines (Heim et al., 2002 ; Hendrich., 2006). Les composés de
chague classe se distinguent entre eux par le nombre, la position et la nature des
substituants  (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres. . .) sur les deux cycles
aromatiques A et B (Heim et al., 2002).

12



Chapitre 1 Syntheése bibliographique

Tableau 5: Structure chimique de certains flavonoides représentatifs de chaque classe
(Heim et al., 2002).

(lazse strcfure genérle flavonmid=s rypiques Snhsfimants

Flavanol i+)-catechn 157 440H
i=)-epicalechin 15,77 40H
Cpigallozatechin gallae 13,134 50N J-gallate
Flavane thrvsin #7-0H
Apigenin 5 T4-0H
rutin §,1.3 4-0H, 3-rutinose
uteolin 513 4-0H
uteolin glucosides 5,7.3-0H, 4'-glucose
S4-0H, 4. 7-glucosz
Flavoncl kaempferal 157.40H
quercetin Ja L2 4-UH
OH
myricetin 15,77 4,504
lamarixetin 1.5,7.70HA"OMe
Flavanone naringin 5 4%0H,T-rhamnoglucose
(dihydroflaven naringenin L1401
axifalin 157,340
eriodictyol 513 4-0H
hesperidin 1,3, 3-0H,4-OMe, T-rutirose
lsoflavene aenistin SAN0H, T-glucose
aenistein ST4-0H
daidzin 4"OH. T-glucose
daidzzin T4%0H
Anthocyaridin apigenidin £ 74"-0H
j i B cyznidin 3,3,1.4-0H.3,3-0Me
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I1.1.2.3.Lestannins

Les tannins sont des composés phénoliques a haut degré de polymeérisation,
solubles dans I’ eau, de poids moléculaire éeve (500 et 3000 Dalton) (Naczk et al., 1994).

La caractéristique la plus déterminante des tanins est leur capacité a former des
complexes (par précipitation) avec les polymeres naturels comme les protéines, les
polysaccharides et les minéraux (Garro-Galvez et al., 1997 ;Rubanza et al., 2005). En
raison de leur structure et de leurs propriétés chimiques, deux classes sont distinguées :

les tannins hydrolysables et |es tannins condensés (Schaenberg et Hess, 2007).
a) Tannins hydrolysables

Ce sont des esters de glucose (figure 3), ¢’ est-a-dire un noyau central de glucose
sur lequel se fixent, au moyen d’'une liaison ester, des acides: |’ acide gallique pour le
groupe des gallotannins et I’ acide hexahydroxydiphénique ou ellagique pour le groupe
des ellagitannins (Guignard, 1979 ; Derbel et Ghedira, 2005).

Leur hydrolyse, par des acides, des bases ou certains enzymes, libére le glucose
ains que les acides gallique ou phénoliques liés (Khanababaee et Ree, 2001 ; Bennik,
2002).

b) Tannins condensés

Les tannins condensés sont des oligomeres ou des polymeéres de flavane-3-ols ou
de flavane-3,4-diols dérivés de la catéchine liés entre eux, par des liaisons carbone —
carbone, le plus souvent 4-6, appel és tannins flavaniques ou catéchiques (Manach et al.,
2004).

Les tannins condensés ou proanthocyanidines, produisent des anthocyanidines
quand ils sont chauffés en milieu acide (Reed, 1995 ; Cheynier, 2005).
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OE_ & g

il O OH
O —i
Pl o—cC OH

OH 1
OH o OH
OH O
<% .
OH =
Acidetannique o
COOH
QO
HO
Acidegallique

Acide dlladique

Figure 3: Structure des acides galliques et ellagique et d’ un tannin hydrolysable
(Labieniec et al., 2003).

[1.1.3.Propriétés antioxydantes des composés phénoliques

Grace aleur diversité structurale, les composeés phénoliques exercent une activité
antioxydante via plusieurs mécanismes et agissent a différents niveaux des réactions
radicalaires par la chélation des métaux de transition, la neutralisation des radicaux libres,
I"inhibition d’enzymes génératrice de radicaux libres, et I'induction de la synthése
d enzymes antioxydantes (Cotelle et al., 1995 ; Bors et al., 1997 ; Grassmann et al.,
2002 ; Su et al., 2007). Cette activité est largement liée a leur structure, a savoir le
nombre et la position des groupements hydroxyles et le degré de méthylation, de
glycosylation et de polymérisation (Heim et al., 2002). L’activité antioxydante des
composés phénoliques augmente avec le degré de polymérisation et diminue avec le
degré de méthylation et de glycosylation au niveau des groupements hydroxyles (Robards
et al., 2005).
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[1.1.3.1.Chélation des métaux

Les ions du fer (F€**) et du cuivre (Cu®*) sont essentiels pour certaines fonctions
physiologiques. |ls peuvent étre, soit des constituants des hémoprotéines, soit des
cofacteurs des différentes enzymes du systeme de défense antioxydant : Fe pour la
catalase (Goudable et Favier, 1997), Cu et Zn pour la superoxyde dismutase. Mais ils
sont aussi responsables de la production du radical hydroxyle par la réduction du

peroxyde d’ hydrogéne selon la réaction de Fenton (Cottelle, 2001).
H,O,+ Fe*" (Cu") ——» OH°+ OH + Fe* (Cu®)

Cette réaction peut étre inhibée par les composes phénoliques notamment les
flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs de ces ions métalliques (Halliwell,
2007). lls sont connus pour leur capacité a former des complexes stables avec les ions
métalliques grace a leurs fonctions catéchols 3[1-hydroxyl, 4(1-hydroxyl sur le cycle B,
3-hydroxyl et 4-oxo de I'hétéroxyle C et 4-oxo et 5-hydroxy de I’hétérocycle C et du
cycle A, respectivement (figure 4) (pietta, 2000 ; Heim et al., 2002).

Figure 4 : Sites de chélation des métaux de transition par les flavonoides
(Pietta, 2000).

I1.1.3.2.Neutralisation desradicaux libres

Les composes phénoliques sont des piégeurs efficaces de radicaux libres en les
réduisant par transfert direct d un électron sur leur derniére couche éectronique (Sokol-
Letowshaet al., 2007 ; Ghedira, 2005).
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Les composés phénoliques, en particulier les flavonoides, sont susceptibles de
réagir avec la plupart des radicaux libres: radicaux hydroxyles (OH"), anion super-
oxydes (O,) et radicaux péroxylipidiques (Pietta, 2000). Leur activité anti-radicalaire
nécessite :

 La structure 3,4 -dihydroxy du cycle B, qui est essentielle & I’activité des
flavonoides possédant un hétérocycle sature ;

* Ladouble liaison 2-3 conjuguée avec la fonction 4-oxo, qui est responsable de
la délocalisation d’ électrons stabilisant le radical aroxyl ;

* Les hydroxyles en positions 3 et 5 qui permettent une activité antiradicalaire
maximale (figure 5) (Wang et al., 2004 ; Soobrattee,2005 ;Valko et al., 2006 ;
Sokol-Letowska et al., 2007).

CH

(OH

Figure5: Les groupements fonctionnels des flavonoides intervenant dans leur activité
anti-radicalaire (Soobrattee, 2005).
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Les flavonoides préviennent la peroxydation lipidique en réagissant avec les
radicaux libres, qui sont susceptibles d arracher un proton sur le groupement CH, situé
entre deux doubles liaisons des acides gras polyinsaturés (Harborne et Williams, 2000) et

protegent ainsi les membranes cellulaires (Havsteen, 2002).
[1.1.3.3.Inhibition d’enzymes

Les composes phénoliques affectent I'activité de nombreux systemes
enzymatiques. Les flavonoides ont la capacité d’inhiber les réactions enzymatiques
impliquées dans le stress oxydant. Il a éé démontré que certains flavonoides comme
I"apigenine, la quercétine et la myricétine inhibent fortement la xanthine oxydase qui
catalyse la réaction de transformation de |’ hypoxanthine en acide urique (Da Salivaa et
al., 2004).

[1.1.4.Propriétés antioxydantes des tannins

Les tannins peuvent agir comme antioxydants. Cependant, la capacité anti-
radicalaire des dimeres et trimeres de procyanidines est augmentée avec la galloylation et
dans une moindre mesure avec la longueur de chaine mais également influencée par la
position des substituants galloyl (Cheynier, 2005 ; Gramza et Kolczak, 2005).

Les tannins agissent comme donneurs de protons face aux radicaux libres
lipidiques produits lors de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors
formés, ce qui a pour conségquence de stopper la réaction en chaine de I’ auto-oxydation
lipidique. Ce sont de tres bons capteurs de radicaux libres (Shahidi, 1997 ; Bossokpi,
2003).

I1.2.Les huiles essentielles
I1.2.1.Définition

Communément appelés essences sont des extraits végétaux volatiles et odorants
obtenus par un procédé simple de digtillation; elles sont utilisées dans I'industrie
alimentaire, pharmaceutique et cosmétique. Les huiles essentielles sont des mélanges
complexes et éminemment variables de constituants qui appartiennent, de fagcon quasi
exclusive, a deux groupes caractérises par origines bioénergétiques distinctes : le groupe
des Terpenoides d'une part et le groupe des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane beaucoup moins fréquents, dautre part. Elles peuvent également
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renfermer divers produits issus de processus dégradatifs mettant en jeu des constituants
non volatils (Bruneton, 1999).

Les fonctions possibles des huiles essentielles sont multiples (protection contre les
prédateurs de la plante, attraction des insectes pollinisateurs, inhibition de la germination
et de la croissance, inhibition de la multiplication des bactéries et des champignons)
(Richter, 1993).

11.2.2.Propriétés antioxydantes des huiles essentielles

La reconnaissance des huiles essentielles comme antioxydants naturels est
maintenant bien acquise et elle est pour une part a l’origine du regain d’intérét qui est
porté a ces molécules dans le domaine de la nutrition et de la pharmacologie (Avless et
al., 2004 ; Helem et al., 2004 ; Gardeli et al., 2007 ; Girotti, 2006 ; Erkan et al., 2008).

Grace a leur diversité structurale, les huiles essentielles sont impliquées dans cette
activité via plusieurs mécanismes agissant a différents nivaux des réactions radicalaires
par la chélation des métaux, I’ effet scavenger, I'inhibition des enzymes génératrices des
radicaux libres et I'induction de la synthese des enzymes antioxydants (Ipek et al., 2005 ;
Vukovic-Gacic et al., 2006).
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|. Matériels et méthodes

[.1. Préparation du matériel vegétal
[.1.1. Matiére végétale

La plante « Matricaria pubescens » été récolté dans la région de Hassi Massaoud
wilaya de Ouargla durant le mois d’avril 2012. Aprés larécolte, I’ échantillon a été séché
a température ambiante dans un endroit aéré a |I’ombre pour mieux conserver les

molécules sensibles alachaleur.
[.1.2. Broyage et tamisage

Une fois que notre plante est bien séchée, elle est broyée a |I'aide d’un broyeur
électrique, puis tamisée a I’aide d'un tamiseur de 250 um. La poudre récupérée a été
conservee dans un récipient en verre a |’ obscurité et a une température ambiante pour

utilisation ultérieure.
|.2.Préparation des extraits

La présente étude consiste a optimiser quelques paramétres d extraction des

composes phénoliques totaux, asavoir : ladurée et le solvant d' extraction.
[.2.1. Effet dela duréed’extraction

Pour étudier I'effet de la durée d extraction des composés phénoliques de
Matricaria pubescens, les extraits sont préparés en utilisant comme solvant |’ eau
distillée, apres: 30minutes, 1heure, 2heures, 4heures et 2heures suivies d'une nuit
d extraction.

Une prise d' essai de la poudre (0, 3g) est mise en contact avec 40ml de solvant
d extraction. Le mélange est soumis a une agitation a différentes durées d extraction a
I"aide d' un agitateur magnétique. Apres |’ agitation a I’abri de la lumiére, les mélanges

sont filtrés. Les extraits obtenus sont conservés a4°C.
|.2.2.Effet du solvant d’extraction

Les composés phénoligues totaux de Matricaria pubescens sont extraits en utilisant
quatre solvants de polarités différentes. eau, acétone (50% et 100%), méthanol (50% et
100%) et éthanol (50% et 100%).
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Une prise d'essai de la poudre (0,3g) est mise en contact avec 40ml de solvant
d extraction. Le mélange est soumis a une agitation a I’aide d’ un agitateur magnétique.
Apres quatre heures d’agitation a I’abri de la lumiére, les mélanges sont filtrés. Les

extraits obtenus sont conserves a4°C.

| .3.Dosage des composés phénoliques
|.3.1.Dosage des polyphénols totaux
[.3.1.1.Principe

L e principe de cette méthode est baseé sur la réduction en milieu alcalin de I’ acide
phosphotungustique (HsPW1,04) et phosphomolybdique (HsPM0O;1,0,4) du réactif du
Folin- Ciocalteu en un mélange d oxydes bleus de tugsténe (WgO»3) et de molybdéne
(M0ogOyg) lors de I'oxydation des polyphénols. La couleur bleue obtenue est
proportionnelle au taux de composés phénoligues contenus dans |’ extrait (Ribéreau-
Gayon et al., 1982).

[.3.1.2.Mode opératoire

La teneur en composes phénoliques est estimée selon la méthode de Goli et al.
(2005). Deux cent microlitres d’ extrait de Matricaria pubescens sont mélangés avec 1ml
du réactif de Folin—Ciocalteu. Apres 3mn, 0,8 ml de la solution de carbonate de sodium
(7 ,5%) sont gjoutes. Aprés 1h d'incubation, |'absorbance est mesurée a 740nm. La
concentration en composés phénoligues des extraits, exprimée en gramme par 100 g de
matiere seche, est déterminée en se référant a la courbe d' étalonnage réalisée avec de

I”acide gallique (annexe).
[.3.2.Dosage des flavonoides :
[.3.2.1. Principe

Les flavonoides sont des composés phénoligues polyhydroxylés, qui forment des
complexes jaunatres par chélation des métaux (Fer et Aluminium) (Ribereau-Gayon,
1968).

[.3.2.2.Mode opératoire

La teneur en flavonoides des extraits de la matricaire est déterminée par la

méthode de Bahorun et al. (2004). Une partie aliquote de chague extrait a été gjouté a un
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volume égal de chlorure d’ aluminium (2%). L’ absorbance a été lue a 410nm aprés 15mn.
L es résultats sont exprimés en gramme équivalent quercétine par 100 g de matiére seche

apartir de la courbe d’ étalonnage (annexe).
[.3.3.Dosage des tannins
1.3.3.1.Principe

Le dosage des tannins condenses est basé sur la condensation des composés
polyphénoliques avec la vanilline en milieu acide. |l est spécifique des flavanes -3-ols
(Price et al., 1978), celle des tannins hydrolysable est basée sur une réaction avec le

chlorure ferrique (Mole et Waterman, 1987).
[.3.3.2.Mode opératoire

e Dosage destannins condensés

Cette méthode de détermination du taux des tannins condensés a été proposée par
Swain et Hillis (1959) ; 2 ml du réactif de la vanilline (1g de vanilline dissoudre dans 70
% d'acide sulfurique), sont mélangés avec 1 ml d extrait. Apres incubation a 50° C
pendant 20 mn, I'absorbance a éé mesurée a 500 nm. Les résultats sont exprimés en
gramme équivalent catéchine par 100g de matiere seche a partir de la courbe
d étalonnage (annexe).

e Dosage destannins hydrolysables

Le taux des tannins hydrolysables est déterminé par la méthode de Mole et Waterman
(1987) qui est basée sur la réaction avec le chlorure ferrique; 1 ml de I’ extrait est
meélangé avec 3.5 ml de la solution de Fe cl; (1,62 g est dissous dans 0,01M de HCI);
L’ absorbance a été lue a 660 nm aprésl5 secondes. Les résultats sont exprimés en
gramme équivalent acide gallique par 100g de matiére seche a partir de la courbe

d' étalonnage (annexe).

[1. Déermination del’ activité antioxydante
[1.1.Pouvoir réducteur

[1.1.1.Principe

Le pouvoir réducteur est I'aptitude des antioxydants présents dans |’extrait a

réduire le fer ferrique (Fe*") du complexe ferricyanure en fer ferreux (Fe**). La forme

22



Chapitre 2 Matériels et méthodes

réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au pouvoir réducteur de I’ extrait
(Chung et al., 2006).

[1.1.2.Mode opératoire

Le pouvoir réducteur est estimé par la méthode d’ Arabshahi-Delouee et urooj
(2007) ; 1ml d'extrait est gjouté a 2,5ml de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2 ,5ml
de ferricyanure de potassium (1%). Apres incubation a 50°c pendant 20mn, 2,5ml
d acide trichloracétique (10%) sont ajoutés au mélange, apres une centrifugation pendant
10 min; 2,5 ml de surnageant sont gjoutés au mélange de 2,5ml d'eau distillée et 0,5ml
du chlorure ferrique (10%).L’absorbance est mesurée a 700 nm Les résultats sont
exprimés en gramme équivalent acide ascorbique par 100g de matiére séche a partir

d’ une courbe d’ éalonnage (annexe).
[1.2.Pouvoir antiradicalaire
[1.2.1.principe

Le DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre, stable ou accepteur
d hydrogene de couleur violet intense (Cavar et al., 2009). Ce radical perd sa coloration
native quand il se lie avec des substances antioxydants, qui lui transférent des électrons
ou des protons. La forme réduite du DPPH confére a la solution une couleur jaune
(Gadow et al., 1997). Le virage vers cette coloration et I'intensité de la décoloration
découle, de la nature, de la concentration et de la puissance des principes actifs présents
(kroyer, 2003 ; Es Sdfi et al., 2007).

[1.2.2. Mode opératoire

L’ effet scavenger du DPPH est determiné par la méthode de Kroyer et Hegedus,
(2001) ; 300l d' extrait sont gjoutés a 2700ul de DPPH (60uM). L’ absorbance a été lue a
517nm aprés lheure d’incubation a I|’obscurité (Kroyer et Hegedus, 2001). Le
pourcentage de I’activité scavenger du radical DPPH est exprimé par la formule

suivante:

% scavenger deradical DPPH= (Abt-Abg/Abt) x 100

Aby : absorbance de témoin (300ul méthanol+ 2700 ul DPPH).

Abg : absorbance de 1’échantillon (300ul extrait+2700ul DPPH).
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[11. Etude statistique

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais. L’ analyse statistique
des résultats est effectuée avec I'application ANOVA (STATISTICA 55) et la

comparaison des donneées est prise ala probabilité P<0,05.
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|. Résultats et discussions
I.1. Lescomposés phénoliques

Les conditions d’ extraction (type de solvant, taille des particules, état du matériel
végétal, temps) peuvent influencer significativement le taux et la nature des composés
extraits (Goli et al., 2004 ; Nack et Shahidi, 2006 ; Spigno et De Faveri, 2007).

Dans le présent travail, il a été procédé a I’ optimisation de la durée et du solvant
d extraction des composés phénoligues des extraits de Matricaria pubescens ainsi qu’ala
détermination de |’ activité antioxydantes des extraits obtenus. Aucun travail similaire sur
I”extraction des composés phénoliques et |I'évaluation de I’ activité antioxydante n’est

rapporté dans la bibliographie.

Pour étudier I’effet de la durée d' extraction, |I’eau distillée a été utilisée comme
solvant, les extraits sont préparés apres 30minutes, lheure, 2heures, 3heures, 4heures et

2heures suivies d’ une nuit d’ incubation, a une température ambiante.

L'analyse statistique des extraits obtenus aprés différentes durées d’ extraction,
indique que la teneur en composes phénoliques la plus élevée (2,36 g /100g) est obtenue
apres 4h d extraction, suivie par les teneurs moyennes (2,29 et 2,25 g/100g) obtenues
respectivement apres 2 heures et 2heures suivies d’ une nuit d’'incubation, alors que les
teneurs les plus faible (1,85 et 1,76 ¢g/100g) sont obtenues aprés 1h et 30 min

d extraction, respectivement (figure 6).

Djellas (2010), a trouvé gque la meilleur teneur en composes phénoliques totaux

d Inula viscosa est obtenue aprésl6h d’incubation avec une valeur de 2,38 g EAG/100g.

Berbache et Touati (2008), ont montré que la teneur la plus élevée en composés
phénoliques (0,25 g EAG/g) extraits a partir des feuilles d’ Atriplex halimus est obtenue
apres 1h d’ extraction.

Turkmen et al. (2007), indiquent qu’en augmentant le temps d’ extraction de 2h a
8h, la teneur en polyphénols des extraits du thé noir augmente de maniére significative.

Druzynska et al. (2007), ont démontré une augmentation du rendement des
composés phénoliques totaux dans les extraits du thé vert avec la prolongation du temps

d’ extraction.
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D’autres travaux sur les feuilles de Azadirachta indica ont trouvé que la
prolongation du temps d extraction améliore le rendement en polyphénols totaux, pour
différents solvants (Chirinoset al., 2007 ; Druzynska et al., 2007 ; Silvaet al., 2007).

Malgré le développement et la mise en ceuvre de nombreuses nouvel les techniques
d extraction. L’extraction classique par solvant demeure dominante et la plus utilisée
(Druzynska et al., 2007).

Une bonne méthode doit permettre |’ extraction compléte des composés d’ intérét
et doit éviter leurs modifications chimiques. Le rendement d’extraction dépend non
seulement de la méthode d’ extraction, mais aussi de la nature du solvant (Turkmen et al.,
2005 ; Hayouni et al., 2007 ; Atmani et al., 2009). L’ eau, les mélanges agueux d’ éthanol,
du méthanol et d'acétone sont utilisés généralement pour extraire les composes
phénoliques (Turkmen et al., 2005 ; Hayouni et al., 2007).

Pour étudier I'effet du solvant sur I’extraction des polyphénols des extraits de
Matricaria pubescens, sept solvants a différentes concentrations ont été utilisés: |’ eau,
I” acétone 50%, |’ acétone 100%, le méthanol 50%, le méhanol 100%, I’ éthanol 50% et
I’ éthanol 100%.

Les résultats du dosage des composés phénoliques des extraits de la matricaire
montrent des différences significatives selon |e solvant utilisé (figure 7). Lateneur laplus
élevée (2,59 g/100g) est obtenue avec e méthanol 50%, suivie par |’ éthanol 50%, |’ eau,
le méthanol 100%, |I’éthanol 100% et |’ acétone 50%, qui ont des teneurs moyennes en
composeés phénoliques égales a 2,49, 2,43, 2,08, 1,13 et 0,96 g/100g, respectivement.
Alors que lateneur la plus faible (0.63 g/100g) est celle de I’ extrait préparé par I’ acétone
100%.

D’ apres ces résultats il est a noter que les teneurs obtenues avec les solvants purs
sont faibles par rapport a celles obtenues avec les solvants dilués, qui pourrait s expliquer

par lafaible solubilité des composés phénoliques de la matricaire dans les solvants purs.
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Figure 6: Effet deladurée d extraction sur lateneur en composés phénoliques
des extraits aqueux de Matricaria pubescens.
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Figure 7 : Effet du solvant d extraction sur la teneur en composes phénoliques des
extraits de Matricaria pubescens.

-Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a<b<c).
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Des teneurs en composés phénoliques allant de 1,94 a 3,74 g/100g de MS de
certaines plantes de la famille des Astéracées (Arctium lappa, Artemisia annua, Artemisia
argyi et Artemisia capillaris) ont éé rapporté par Yizhong et al. (2003), en utilisant le
méthanol comme solvant d’ extraction.

Dans la présente éude I'analyse statistiqgue montre que le meilleur solvant
d extraction des composés phénoliques de Matricaria pubescens est le méthanol a 50%
(v/v). Des résultats similaires ont été obtenus par Ksouri et al. (2008), lors d’une étude
sur les halophytes tunisiens, ils ont constaté que la teneur la plus élevée est obtenue avec le
méthanol avec une valeur de 0,15 g EAG/100g de MS.

Tawaha et al. (2007), ont utilisés I’ eau et le méthanol comme solvant d’ extraction
de certaines plantes de la famille Lamiacée.

Les extraits de la matricaire a |’ acétone 100% ont une faible teneur en composés
phénoliques, cette teneur peut étre expliquée par |a présence de composeés phénoliques de
faible solubilité dans I’ acétone 100% par rapport aux autres solvants utilisés. De plus, les
glucides ne sont pas solubles dans I'acétone 100%, ainsi, les composés phénoliques
glycosylés ne peuvent pas étre extraits (Kouri et al., 2007).

Les acides phénoliques tres polaires (acides benzoiques et cinnamiques) ne
peuvent pas étre extraits compléetement avec des solvants organiques purs ; les mélanges
alcool-eau sont recommandés, et les substances moins polaires (dérivés d acides
phénoliques) ne sont pas isolées quantitativement en utilisant I’ eau pure comme solvant
d extraction (Cazes, 2005).

L’ eau pure comme solvant d’ extraction meéne a un extrait ayant une teneur élevée
en impuretés (acides organiques, glucides, protéines solubles) qui peuvent interférer dans
le dosage des composés phénoliques (Chirinos et al., 2007).

L’ utilisation de I’ eau en combinaison avec des solvants organiques contribue a la
création d'un milieu modérément polaire qui assure I'extraction des composés
phénoliques (Lapornic et al., 2005 ; Liyana-Pathirana et Shahidi, 2005).

Les teneurs et la composition en polyphénols different d’ un auteur a un autre. Cela
est probablement du a différents facteurs comme la complexité de ces composes, |la
variété des plantes (différentes familles), le type et la concentration du solvant, la
différence de la période et la région de récolte. De plus la méthode d’ extraction et du

dosage influence les teneurs en composés phénoliques.
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La solubilité des composés phénoliques est influencée par le type de solvant utilisé
et le degré de leurs polymérisation (Tazao, 2004 ; Naczk et Shahidi, 2004). Cependant,
ces derniers sont le plus souvent combinés a dautres substances (protéines,
polysaccharides, terpenes, chlorophylle, lipides, composeés inorganiques, ...) (Monpon et
al., 1996).

|.2.Lesflavonoides

L’ étude statistique montre gue les teneurs en flavonoides obtenues dans les extraits
préparés apres des durées différentes, présentent des différences significatives (p<0,05)
(figure 8). Lateneur la plus élevée (0,44 g/100g) est obtenue apres 2heures alors que la
plus faible teneur (0.33 g/100g) est obtenue aprés lheure d extraction. Les extraits
obtenus aprés 30minutes, 4heures et 2heures plus une nuit d’ extraction présentent des

teneurs comprises entre (0,34 et 0,36 g/100g).

De nombreux chercheurs rapportent la possibilité d oxydation des composés
phénoligques pendant les extractions a long terme qui peuvent mener aux faibles teneurs
(Naczk et Shahidi, 2004 ; Druzynska et al., 2007).

Les teneurs en flavonoides des extraits varient selon le solvant d’ extraction d’ une
maniere significatives (p<0,05) (figure 9). Le méthanol 100% présente le meilleur solvant
avec une teneur de 1,11g/100g, suivi par I’ acétone 100%, |’ éthanol 50%, I’ éthanol 100%,
le méthanol 50% et I’ acétone 50%, qui ont donné des teneurs moyennes de 0,92, 0,88,
0,82, 0,80 et 0,55 g/100g, respectivement; la plus faible teneur (0,34 g/100g) est obtenue
avec |’ eau.

Selon Ait ouali et Boukhanouf (2011), la meilleur teneur en flavonoides extraits a
partir d’une plante de genre Rubus a été observée lors de I’ utilisation du méthanol a
100%, elle a été estimée a 0,0027 mg équivalent quercétine /g de MS.

Un rapport de 70% de méthanol est utilise généralement dans |’ extraction des
flavonoides (catéchines ou épicatéchines), les acides-phénols et leurs dérivés et plusieurs
autres sous groupes des flavonoides (Al-farsi et Lee, 2007 ; Tabart et al., 2007).
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Figure 8 : Effet deladurée d extraction sur lateneur en flavonoides des extraits

agueux de Matricaria pubescens.
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Figure 9 : Effet du solvant d’ extraction sur lateneur en flavonoides des extraits de

Matricaria pubescens.

-Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a<b<c).
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Des teneurs en flavonoides extraites a partir d’une plante du genre Micromeria
varient de 1,22 a 2,45 mg EQ/g de MS; I'extrait acétonique a permet la meilleure
extraction par rapport a d autres solvants.

La solubilité des flavonoides dépend du nombre, du type et de la position de la

liaison des glucides avec les flavonoides (Lapronik et al., 2005).
|.3.Lestannins
|.3.1.Lestannins condensés

Des différences significatives ont été révélées entre les concentrations en tannins

condenseés des extraits obtenus selon la durée d’ extraction (figure 10).

L’extrait préparé aprés 2heures d extraction présente la teneur en tannins
condenseés la plus éeveée (3,78 g/100g), les extraits obtenus apres 4heures, 2heures plus
une nuit d’incubation et lheure d extraction, ont des teneurs égales a 3,58, 3,46 et
3,219/100g, respectivement ; la plus faible teneur (2,93 g/100g) est obtenue apres 30

minutes d’ extraction.

L’ étude statistique montre que les solvants utilisés pour I’ extraction des tannins
condenseés présentent des différences significatives (p<0,05) (figure 11). L’ extrait au
méthanol 100% présente la teneur la plus élevée (1,70 g/100g), suivi par I’ éthanol 100%
(1,22 ¢/100g) et le méthanol 50% (1,17 ¢/100g). Les teneurs les plus faibles sont
obtenues avec |’ eau (0,35¢g/100g) et I’ éthanol 50% (0,31 g/100g). Les tannins condensés

des extraits acétoniques (100% et 50%) ne sont pas détectés.

L’ efficacité des solvants utilisés pour I’ extraction des tannins condenseés a partir de
la matricaire présente I’ ordre suivant : méthanol 100% > éthanol 100% > méthanol 50%

> eau > éthanol 50%.

Les teneurs en tannins condensés non détectés dans les extraits acétoniques
(100%, 50%), pourrait étre expliquees par la possibilité d interaction de ces composés
avec d'autres substances de nature non phénoliques ayant peut étre entrainées par
I'acétone pendant la macération. Ca pourrait étre di également a la présence d’'impuretés
qui peuvent interférer dans le dosage

Suite a une extraction par I’ acétone 50%, méthanol 100%, éthanol 100%, éthanol

50%, méthanol 50%, |’ eau et acétone, Wei et al. (2010), ont rapporté que le teneur la plus
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élevée en tannins condensés des feuilles de Machilus pauhoi (13.58 g/100g MS) est
constatée dans |’ extrait al’ acétone 50%, tandis que la plus faible (2,203 mg/100g MS) est
obtenues avec |’ acétone pur.

Ait ouali et Boukhanouf (2010), ont trouvé que la meilleur teneur en tannins
condensés obtenue a partir de Rubus ulmifolius a été constatée lors de I’ utilisation du
méthanol a 100% comme solvant d’ extraction, avec une valeur de 0.00028 mg equivalent
acide tannique/g de MS.

Bouzid et al. (2010), lors d'une étude sur | *Aubepine monogyne, révelent que
I”extrait méthanolique est le plus riche en composés phénoliques, en flavonoides et en
tannins.

Bourouf (2008), lors de leur étude sur quelques herbes aromatiques a température
ambiante a trouvé des valeurs en tannins condensés qui varient de 0.126 a0.657 g/100g.

Oszmianski et al. (2005), apres leur étude sur la racine de certaines plantes
appartiennent a la famille des rosacées, ils ont trouve des teneurs en proanthocyanidines
comprises entre (let 8g/100g MS).

Les résultats montrent aussi que les extraits acétoniques présentent des teneurs
non détectés qui peuvent étre du a Nature du solvant et la méthode du dosage.
Ces résultats peuvent étre expliqués par, la possibilité d’ oxydation des tannins condenses
along durée. Le poids moléculaire élevé des tannins condensés de la matricaire les rend

solubles dans | es solvants moins polaires.
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Figure 10 : Effet deladurée d'extraction sur lateneur en tannins condensés des
extraits aqueux de Matricaria pubescens.
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Figure 11 : Effet du solvant d’ extraction sur lateneur en tannins condensés des
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extraits de Matricaria pubescens.

-Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a<b<c).
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[.3.2.Tannins hydrolysables

Les teneurs en tannins hydrolysables présentent des différences significatives

(p<0,05) selon ladurée d extraction (figure 12).

L’ extrait obtenu apres 2heures suivies d une nuit d’'incubation présente la teneur
la plus éevée (0,47 g/100g), les extraits obtenus apres lheure, 2heures et 4heures
présentent des concentrations similaires sans différence significative avec des valeurs
allant de 0,17 a 0,29 g/100g, tandis que la plus faible valeur (0,11 g/100g) est trouvée

apres 30 minutes d’ extraction.

La teneur en tannins hydrolysables augmente considérablement en augmentant la
durée d extraction de 30 minutes & 2 heures plus une nuit d extraction, d une fagon
significative. La prolongation du temps d’ extraction pourrait permettre d’ extraire plus de

COMPOSES.

L’ étude statistique montre que les solvants utilisés pour I’ extraction des tannins
présentent des différences significatives (p<0,05) (figure 13). L’ extrait a |’ acétone 50%
présente la teneur la plus élevée en tannins hydrolysables (0,68 g/100g). Les extraits
préparés par |’ éthanol 100%, |’ acétone 100%, le méthanol 100%, I’ éthanol 50% et I’ eau
présentent des teneurs en tannins hydrolysables comprises entre 0,32 et 0,27¢g/100g. La
teneur laplusfaible (0,23 g/100g) est trouvée dans |’ extrait méthanolique (50%).

L’ efficacité des solvants utilisés pour I’ extraction des tannins hydrol ysables a partir
de la matricaire présente |’ ordre suivant : acétone 50% > éthanol 100% > acétone 100%
> méthanol 100% > éthanol 50% > I’ eau > méthanol 50%.

Metrouh (2008), lors de son étude sur Ceratonia siliqua a 25°C et en utilisant
I"acétone 30%, |'acétone 50% et I'acétone 70%, a trouvé des teneurs en tannins
comprises entre 0,05 et 0,17 g/100g.

Chavan et al. (2001), a signalé que I'acétone aqueux (70%) acidifié ou non était
plus efficace que I'acétone absolue pour le rétablissement d'une quantité maximum

en tannins.

Oszmianski et al. (2005), aprés leur étude sur la racine de certaines plantes
appartiennent a la famille des rosacées, ils ont trouvé 3.3 g d’'acide éllagique /100g et
27.5g d' acide gallique /100g.
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Figure 12 : Effet deladurée d' extraction sur lateneur en tannins hydrolysables des

extraits aqueux de Matricaria pubescens.
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Figure 13 : Effet du solvant d extraction sur lateneur en tannins hydrolysables des

extraits de Matricaria pubescens.

-Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a<b<c).
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Saad et al. (2012), ont rapporté des teneurs allant de 5,04 a4,70 g TAC/g MS) en
tannins hydrolysables de I’ écorce de quatre variétés de grenade.

On constate gque la teneur en tannins hydrolysables augmente avec la durée. La

nature du solvant peut influencer sur lateneur en tannins hydrolysables
[1. Activité antioxydante
[1.1. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est la capacité gu’'a un extrait a donner un électron et a
réduire le fer. De nombreux auteurs considérent la capacité réductrice d’'un composé

comme indicateur significatif de son pouvoir antioxydant (Tepe et al., 2005).

Les pouvoirs réducteurs des extraits préparés a différents temps d extraction
présentent des différences significatives (p<0,05) (figure 14). L’extrait obtenus apres
2heures suivies d' une nuit d’incubation ale pouvoir réducteur le plus fort (0,81 g d’ acide
ascorbique/100g), les extraits obtenus aprés 4 heures et 2 heures ont des pouvoirs
réducteurs semblables égales a 0,73 et 0,70g d acide ascorbique/100g, respectivement.
Les activités réductrices les plus faibles sont présentées par les extraits prépareés apres 30
minutes (0,61 g dacide ascorbique/100g) et 1 heure d'extraction (0,64 g d'acide
ascorbique/100g).

Le pouvoir réducteur des extraits de la matricaire varie significativement selon le
solvant d'extraction (p<0,05) (figure 15). Le plus fort pouvoir réducteur (1,27 d’ acide
ascorbique/100g) est présenté par I’ extrait méthanolique (50%), tandis que le plus faible
(0,25 g d'acide ascorbique/100g) est présenté par I'extrait acétonique (100%). Les
résultats montrent que I’ activité des extraits aqueux est supérieure a celle des extraits

purs.

L'eau dissout plus favorablement les polyphénols polaires avec une activité
antioxydante élevée car la polarité élevée signifie que plus de groupement hydroxyles sur
le cycle des polyphénols (Xie et Dixon, 2005).
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Effet de ladurée d’ extraction sur le pouvoir réducteur des extraits aqueux de
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Figure15:

Effet du solvant d extraction sur le pouvoir réducteur des extraits de

Matricaria pubescens.

-Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a<b<c).
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Les résultats de dosage des composés phénoliges et leurs classes individuelles des
extraits de Matricaria pubescens, aprés différentes durées d extraction (annexes),
révélent I’existence d une bonne corrélation linéaire entre le pouvoir réducteur et les
teneurs en composes phénoliques (r=0,80) et en tannins hydrolysables (r=0,95). Dansle
cas des tannins condensés la corrélation est moyenne (r=0,59), alors gu’une une tres
faible corrélation est obtenue avec les flavonoides (r=0,051). Ceci indique que les
composés phénoliques et les tannins hydrolysables dosés dans la matricaire ont des

bonnes capacités réductrices.

D’ apres les résultats de |I'analyse statistique des extraits préparés par différents
solvant, une bonne corrélation existe entre le pouvoir réducteur et les teneurs en
composes phénoliques (r=0,73), de faibles corrélations sont révélées avec les tannins
condensés (r=0,38), et les tannins hydrolysables (r=0,24). Tandis qu’une corrélation

négligeable a été observée avec les flavonoides (r=0,070) (annexes).

Les capacités réductrices des composés phénoliques et leurs classes individuelles
(flavonoides, tannins hydrolysables et tannins condenses) pourrait étre expliquées par la
nature et/ou la quantité de ses composes dans les différents extraits de la matricaire. Les
interactions de ces composés entres eux et avec d autre substances de nature non

phénolique pourraient modifient le pouvoir antioxydant.
[1. 2. Pouvoir antiradicalaire:

L’ efficacité d’un antioxydant peut étre définie comme sa capacité a fixer des Radicaux
libres, donc a arréter la propagation de la réaction en chaine. Afin d évaluer cette
efficacité, la méthode au diphényl-picryl hydrazyl est utilisée. Le degré de décoloration
indique le potentiel piégeur des antioxydants présents dans les extraits (Molyneux,
2004).

L’ étude statistique révéle que |’ extrait obtenu aprés 2heures suivies d’une nuit
d’incubation présente I’ activité antiradicalaire la plus élevée (85,19%) alors que laplus
faible activité (83,85%) est obtenue apres 30 minutes d’ extraction (figure 18).

L’analyse statistigue montre que les solvants utilisés présentent des différences
Significative (p<0,05) (figure 19). L’extrait a |'éthanol 50% présente I’ activité
antiradicalaire la plus élevée (93,46%), tandis que |’ activité la plus faible (83,88 %) est
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obtenue avec |’ acétone 100%. Les activités antiradicalaires des extraits obtenus avec le
méthanol 100%, |'acétone 50%, le méthanol 50%, I'éhanol 100% et I'eau sont
présentées par des pourcentages d’inhibitions égales a 90,90 ; 89,98 ; 89,81 ; 88,58 et
84,69 %, respectivement.

Des résultats similaires sont indiqués par Ksouri et al. (2007) et Mohsen et al.
(2009), sur des études réalisées sur le mais et I’origan, respectivement, les extraits
éthanoliques sont trés efficaces pour le piégeage des radicaux DPPH grace a leur teneur

€levée en acides phénoliques et flavonoides glycosides (Ksouri et al., 2007).

Ces résultats sont aussi similaires a ceux de Lapornik et al. (2005), qui ont montré
que I’ activité antiradicalaire la plus élevée est celle des extraits d’ éthanol 70%. Ceci peur
s expliguée par le fait que |’ ethanol est efficace dans la dégradation des parois et graines
cellulaires qui ont un caractére non polaire et entraine la libération des anthocyanines et

autres polyphénols a partir des cellules.

Les faibles activités antiradicalaires obtenues avec I’ acétone 100% pourraient étre
expliguées par le fait que ce solvant n’est pas adéquat pour |’ extraction des composés
phénoliques de la matricaire. Ceci signifie que la polarité du solvant affecte sa capacité
a dissoudre certain groupe de composeés antioxydant et influence ainsi I’ estimation de

| activité antioxydante.
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Figure 16 : Effet deladurée d’ extraction sur I’ activité antiradicalaire des extraits aqueux

de Matricaria pubescens.
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Figure 17: effet du solvant d’ extraction sur I’ activité antiradicalaire des extraits de

Matricaria pubescens.

-Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a<b<c).
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Les éudes menées par Gulcin et al. (2003) et Tepe et al. (2005), indiquent que le

solvant d’ extraction a une influence sur I’ activité antioxydante des extraits.

Lavariation dans!’ activité antioxydante pourrait é&tre due alaquantité et /ou ala

nature des substances antioxydantes présentes dans les extraits de |la matricaire.

Pour les extraits préparés apres différentes durées d extraction, une bonne
corrélation linéaire est obtenue entre le pouvoir antiradicalaire et les teneurs en
composés phénoliques (r=0,70) et en tannins hydrolysables (r=0,83), une moyenne
corrélation est obtenue avec les tannins condensés (r=0,59). Une corrélation négligeable
est trouveée avec les flavonoides (r=0,003) (annexes). Ceci indique que les composes
phénoliques et les tannins hydrolysables de ces extraits ont une bonne capacité de réduire

les oxydants, dans le cas des tannins condensés la capacité est moyenne.

En outre les résultats de dosage des antioxydants de la matricaire extraits en
utilisant plusieurs solvants d extraction, révelent |’existence d'une faible corrélation
linéaire entre le pouvoir antiradicalaire et les teneurs en composés phénoliques (r=0,41),
flavonoides (r=0,39) et en tannins condensés (r=0,33), cependant une tres faible
corrélation avec les tannins hydrolysables (r=0,10) (annexes). Ceci indique que les
composeés phénoliques et leurs classes individuelles de ces extraits ont une faible capacité

de piéger les radicaux libres.

La glycosylation des flavonoides réduit leur activité anti-oxydante (Rice-Evans et
al., 1996). Selon Cai et al. (2004), il existe une relation entre le pouvoir anti-oxydant et la
structure des composés phénoliques (nombre et position des groupements hydroxyles sur
le noyau aromatique de la molécule, glycosylation et présence d'autres groupements

donneurs de protons).

Kéhkonen et al. (1999) n'ont constaté aucune corrélation entre la teneur en
polyphénols et I'activité antioxydante des plantes. Selon ces auteurs, la teneur en
polyphénols ne prédit pas I'activité antioxydante du fait que différents composeés
phénoliques répondent différemment au dosage par la méthode de Folin-Ciocalteu, et que

I activité antioxydante d’ un composé phénolique dépend de sa structure.

Il est difficile d' expliquer la relation existant entre les antioxydants et |’ activité

antioxydante d’'un végétal en se basant sur la seule analyse quantitative, du fait qu’il
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existe une relation non seulement avec le taux d’'antioxydants mais aussi de |’ interaction

entre eux et avec d autres constituants (Yoo et al., 2008).

Puisque la composition chimique et les structures des composeés actifs de I’ extrait
sont des facteurs important modulant I’ efficacité des antioxydants naturels, I’ activité
antioxydante ne doit pas étre expliquée seulement en se basant sur leurs teneurs en

composes phénoliques, d' ou il est important de caractériser ces composes (Soufi, 2008).

Les deux activités antioxydantes de la matricaire (pouvoir réducteur et activité
antiradicalaire) (annexes), mesurées dans les extraits préparés apres différentes durées
d extraction, présentent une bonne corrélation linéaire, avec un coefficient de corrélation
de 0,78.Celles mesurées dans les extraits obtenus en utilisant plusieurs solvants révélent
I’existence d'une bonne corrélation avec un coefficient de corréation de r=0,68
(annexes). Ceci indique que les composés phénoliques et leurs classes individuelles de la

matricaire ont une bonne capacité de réduire les oxydants et de piéger les radicaux libres.
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Conclusion

La présente étude est consacrée aux dosages de quelques antioxydants
(polyphénols totaux, flavonoides, tannins condensés et hydrolysables) d'une plante
médicinale de la flore du Sahara algérienne « Matricaria pubescens», apres leur
extraction en utilisant plusieurs solvants et différentes durées, ains qu’ ala determination
de I’ activité antioxydante des extraits obtenus.

Les teneurs en composes phénoligques totaux de la matricaire different selon la
durée d’extraction. La concentration la plus élevée est obtenue apres 4h d’ extraction,
alors gue lateneur laplus faible est obtenue aprées 30 min d’ extraction.

L’ étude statistique montre que les teneurs en flavonoides obtenues dans les extraits
préparés apres des durées différentes présentent des différences significatives (p<0,05).
La teneur la plus élevée est obtenue apres 2heures, tandis que la plus faible teneur est
obtenue aprés 1heure d’ extraction.

Des différences significatives ont été révélées entre les concentrations en tannins
des extraits obtenus selon la durée d'extraction. La teneur la plus élevée en tannins
condensés est obtenue apres 2heures d’extraction, cependant celle des tannins
hydrolysables est constatée apres 2heures suivies d'une nuit d'incubation. Les plus
faibles teneurs de tannins condensés de tannins hydrolysables sont obtenues aprés 30
minutes d’ extraction.

Les résultats du dosage des composés phénoliques et leurs classes individuelles
des extraits de la matricaire montrent des différences significatives selon le solvant
utilisé. Le méthanol 50% est le solvant le plus efficace pour I’ extraction des composés
phénoliques totaux, |e méthanol 100% pour les flavonoides et les tannins condenseés,

concernant les tannins hydrolysables |’ acétone 50% est le plus efficace.

Les pouvoirs antioxydants des extraits préparés a différents temps d’ extraction
présentent des différences significatives. L’ extrait obtenu apres 2heures suivies d une
nuit d’'incubation présente le pouvoir antioxydant le plus fort. Les activités les plus

faibles sont présentées par |es extraits préparés apres 30 minutes.

Les activités antioxydantes des extraits de la matricaire varient significativement

selon le solvant d’extraction. Le plus fort pouvoir réducteur est présenté par |’ extrait
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méthanolique (50%). L’ extrait a I’ éhanol 50% présente I’ activité antiradicalaire la plus

élevée. L’ activité la plus faible est obtenue avec I’ acétone 100%.

L es résultats obtenus révélent I’ existence d’ une bonne corrélation linéaire entre le
pouvoir antioxydant des extraits de la matricaire apres différentes durées d’ extraction et
les teneurs en composés phénoliques et en tannins hydrolysables. Dans le cas des tannins
condenseés la corrélation est moyenne, alors qu’ une une tres faible corrélation est obtenue

avec les flavonoides.

Une bonne corrélation est constatée entre le pouvoir réducteur des extraits
préparés par différents solvant et les teneurs en composés phénoliques, de faibles
corrélations sont révélées avec les flavonoides, les tannins condenses, et les tannins
hydrolysables. Une faible corréation est constatée entre le pouvoir antiradicalaire et les

teneurs en composés phénoliques et leurs classes individuelles.

Les résultats montrent également I’ existence d’une bonne corrélation entre le

pouvoir réducteur et |’ activité antiradicalaire des extraits de la matricaire.
Dans le but de compléter cetravail, il serait intéressant d’ :

* Inclure d'autre parameétre pour I'optimisation de I’ extraction des antioxydants,
d autres variétés, d’ autres régions.

o FEtudier les possibles activités biologiques de ces extraits afin de mettre en
évidence déventuelles activités: anti-inflammatoire, antimicrobienne et
cytotoxique.

» Isoler et doser les fractions responsables de ces activités.

o Cependant, il est nécessaire aujourd hui, d’une mise en profit de cette plante. En
d autre terme, I’ évaluation de leurs molécules actives d une maniere scientifique,

en utilisant pour cela des méthodes adéquates.
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Glossaire

La plupart de définitions des termes on été prise a partir du dictionnaire "Le petit

Larousse” et " Larousse : encyclopédie des plantes médicinales .
Glossaire botanique
Akéne : fruit sec, au péricarpe non soudé alagraine.

Bipennatiséquée : Feuille d'abord pennatiségquée et dont les segments secondaires sont

€galement pennati sequé.

Capitule : Inflorescence a fleurs sessiles ou subesessiles et serrées en téte sur un

réceptacle.
Ecaille : Chacune des lames qui protegent certains organes végétaux.

Hermaphrodite: (grec: Hermaphrodite, nom mythique), se dit d'une fleur portant

androceée et gynécée fonctionnels, ¢’ est-a-dire bisexuée.

Ligule: Petite lame saillante de certaines feuilles.

Oblongue : pluslong que large.

Obtuse : qui manque de finesse ; borné.

Pappus : Touffe de poils au sommet d un akene ou d'un fruit (syn. aigrette).
Pubescente : Garni de poilsfins, mous, courts et peu serrés

Scarieuse : terme qualifiant un organe végétal translucide, membraneux et sec.
Glossaire médicale

Dermatose : maladie de la peau.

Dysmeénorrhée : régles doul oureuses.

Décoction : action de faire bouillir des plantes dans un liquide.

Névralgie : douleur vive, sur letrajet d’ un nerf.

Otite: inflammation de I’ oreille.

Rhumatisme : inflammation des articulations.

Sciatique : affection tres douloureuse du nerf sciatique.
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Préparation des solutions

Tampon phosphate :

-Dissoudre 2,72 g de KH,PO, dans 100 ml d’ eau distillée
-Dissoudre 7,16 g de Na,HPO,4 dans 100 ml d’ eau distillée

-Neutraliser la solution basique par la solution acide jusgu’ a pH 6,6.
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Figure 1 : Courbe d étalonnage de I’ acide gallique pour |e dosage des
polyphénols totaux.
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aborbance a410 nm
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Figure 2 : Courbe d’ étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides
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R?=0,994
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Figure 3 : Courbe d’ étalonnage de la catéchine pour |e dosage des tannins
condensés.
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Figure 4 : Courbe d étalonnage de I’ acide gallique pour |e dosage des tannins
hydrolysables.
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Figure5 : Courbe d’ étalonnage de I’ acide ascorbique pour I’ évaluation du pouvoir
réducteur
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Figure 6 : Corréation entre le pouvoir réducteur et les teneurs en composés phénoliques
(@), flavonoides (b), tannins condensés (c) et tannins hydrolysables (d) des extraits de

Matricaria pubescens en fonction de la durée d’ extraction.
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Figure 7 : Corrélation entre le pouvoir réducteur et les teneurs en composés
phénoliques (a’), flavonoides (b’), tannins condensés (c’), et tannins hydrolysables

(d") des extraits de Matricaria pubescens en fonction du solvant d’ extraction.



Annexes

Composés phénoliques
(9/2100g MS)
& - b

o

85,4
85,2

85
84,8
g
S 4,4

84,2

s (g/100g

Tanninsco
0]
NN

83,8
83,6

r=0,70

e

Flavonoides'g/100g MS)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

pouvoir antiradicalaire (%)

’ r=0,59

o
00

e
~

o
o

o
w

o
>

MS)
o
w

o
)

o

Tannins hydrolysables (g/100g

4
Pouv0|2r antiradicalaire (%)

1,2

0,8
0,6
0,4

0,2

o

r=0,037

¢

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Pouvoir antiradicalaire (%)

r=0,83

@

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Pouvoir antiradicalaire (%)

Figure 8 : Corrélation entre |’ activité antiradicalaire et 1a teneur en composes

phénoliques (a), flavonoides (b), tannins condensés (c) et tannins hydrolysables (d) des

extraits de Matricaria pubescens en fonction de la durée d’ extraction.
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Figure 9 : Corrélation entre |’ activité antiradicalaire et les teneurs en composes

phénoliques (a’), flavonoides (b'), tannins condensés (c¢’), et en tannins hydrolysables (d")

des extraits de Matricaria pubescens en fonction du solvant d’ extraction.
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Figure 10 : Corrélation entre le pouvoir réducteur et I’ activité antiradicalaire des extraits

de Matricaria pubescens en fonction du temps d’ extraction.
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Figure 11: Corrélation entre le pouvoir réducteur et |’ activité antiradicalaire des extraits

de Matricaria pubescens en fonction du solvant d’ extraction.
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