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Introduction

Les plantes médicinales sont des végétaux connus pour leurs pouvoirs bénéfiques.
En d’autres termes, les plantes médicinales sont utilisées pour prévenir, soigner ou

soulager diverses maladies [1].

Le thé est le deuxieme liquide le plus souvent bu sur terre aprés l'eau. Il est
consommeé socialement et habituellement par les gens depuis 3000 av J.C. Le thé était un
remede médicinal, il est devenu boisson. Entré dans le monde de la poésie chinoise du
Vllle siécle en tant que divertissement de politesse, il fut anobli au XVe siecle par le

Japon, parmi ces propriétés il est un puissant antioxydant [2].

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance
entre les prooxydants et les antioxydants, ce qui conduit a des dégats
cellulairesirréversibles [3]. Le réle antioxydant du thé vert, est connu pour sa richesse en
polyphénols et piégeurs de radicaux libres[4]. Les antioxydants arrétent les radicaux libres
et ralentissent par conséquent les maladies dégenératives. Le pouvoir antioxydant selon les
niveaux d'activités des flavonoides et d'autres polyphénols dans le thé sont trés différent.
Les effets positifs sur le systeme immunitaire du thé sont dus aux quantités considérables
de polyphénols qu’il contient. Quatre tasses de thé vert peuvent donner une valeur

diététique recommandée des polyphénols. [5]

Dans ce travail, on va effectuer une étude phytochimique de I’extrait d’une plante

tres connue dans le monde qui est Camellia sinensisou thé vert,

v Le premier chapitre présente une description générale de la plante utilisé et ses
constituants chimiques.

v Dans le second chapitre on parle des méthodes chromatographiques

v' Dans la partie expérimentale on a fait le screening phytochimique de 1’extrait
aqueux, une étude chromatographique, et une estimation de I’effet antioxydant.

v/ On atermine par une conclusion générale.
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Chapitre I : La plante étudiée Camellia sinensis

1. Description botanique

A T’état sauvage, le théier (Camellia sinensis) est un arbuste de cing a dix métres de
haut, mais dans la plupart des plantations,il est taillé a environ 1,20 m pour faciliter la
cueillette des feuilles. Les jeunes feuilles a I’extrémité des branches donnent les meilleurs
thés, alors que les quatre ou cing feuilles suivantes servent a la production courante. Les
facteurs environnementaux comme le climat, le type de sol et 1’altitude contribuent a la

teneur en tanins (responsable de la couleur et de la saveur) et en théine (la caféine du thé)

[71.

Figure 1: Théier

2. Systématique

Régne :Plantae

Division :Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre :Theales

Famille : Theaceae
Genre :Camellia

Espece : sinensis[6]



Chapitre I : La plante étudiée Camellia sinensis

Figure 2 :la fleur de Camellia sinensis Figure 3 :les feuilles de Camellia sinensis

3. Fabrication et consommation du thé

Le thé est manufacturé de la feuille et du bourgeon du Camellia sinensis, il existe trois
catégories de thé dans le commerce : le thé vert (20% de la production mondiale en 2005),
le thé noir (78% de la production mondiale en 2005) et le thé semi fermentés ou oolong
(2%). Ces trois catégories de thé se distinguent par leurs procédés de fabrication par leurs
godts et par leurs compositions chimiques [8]. La production entre 2009 et 2010, a 31 464
tonnes, 2011 devrait enregistrer une augmentation de 10,6 % pour atteindre 35 000 tonnes
une augmentation supplémentaire de 2,9 %, soit 36 000 tonnes en 2012[9].

Le thé vert est préparé a partir de feuilles non fermentées par rapport aux feuilles de thé
oolong qui sont partiellement fermentées et de thé noir qui sont entierement fermentés. Le
thé vert est riche en variétés de produits chimiques bénéfiques avec des effets positifs

maximum sur les étres humains [10].

Le thé noir est obtenu en entreposant les jeunes feuilles de thé fraiche dans des pieces
ventilées, afin qu’elles flétrissent. Ces feuilles deviennent alors souples, voire flasques ;
elles sont roulées (phase malaxage), ce qui engendre 1’exsudation d’une partie du contenu
cellulaire. La destruction partielle du tissu de la feuille et la mise en contact des enzymes
avec le suc cellulaire. Lors de la fermentation qui consiste I’étape suivante, les catéchines
sont transformées par des oxydases en phlobaphénes et certains polyphénols en
proanthocyanidines oligomeéres (theéarubigenes), et les principes aromatique se développent
simultanément, avec odeur : faiblement aromatique et saveur : astringente, amere [11].il y

a autres catégories de thé, Blanc, Jaune, Bleu-Vert et Sombre(Figure 4).
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Blanc Vert Bleu-vert Noir Sombre

Figure 4 : les six couleurs de thé

Feuilles fraichement cueillies

I
| 1

Torefaction Flerisage
| l
Roulage Roulage
| |
Oxydati
Dessication ydaton
la 3a
2h | 4h
| |
Torréfaction Torréfaction
Tamisage | |
Tamisage Tamisage
I |
Thé vert Thé oolong Thé noire

Figure 5: Les principales étapes du traitement des feuilles de théiers apres récolte [12]
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4. Thé, les constituants chimiques

Le thé (Camellia sinensis L.), une plante a feuilles persistantes cultivée, est originaire
de Chine, plus tard répandu en Inde et au Japon, puis en Europe et en Russie, arrivant dans
le Nouveau Monde a la fin du 17éme siécle. Le thé vert, le thé oolong et le thé noir sont
tous fabriqués a partir de la méme espece végétale, C. sinensisL, mais différant par leur
aspect, leur godt organoleptique, leur contenu chimique ainsi que leur saveur due a leur
processus de fermentation respectif, les composants chimiques des feuilles de thé
comprennent les polyphénols (catéchines et flavonoides), Les polyphénols constituent de
30 a 42% du poids sec.[13] Les principaux composés phénoliques du thé vert sont les
flavonoides et plus particulierement les catéchines du groupe des flavan-3-ols. [14]

Les alcaloides (caféine, théobromine, ophylline, etc.), les huiles volatiles, les
polysaccharides, les acides aminés, les lipides, les vitamines (vitamine C), les éléments
inorganiques. Cependant, les polyphénols sont principalement responsables des propriétés
bénéfiques pour la santé du thé. Les flavonoides ont des propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires, antiallergiques et des effets anti-microbiens. Le thé vert contient six
composés de catéchine primaire, a savoir la catéchine, la gallocatéchine, I'épicatéchine,
I'épigallocatéchine, le gallate d'épicatéchine et le gallate d'épigallocatéchine (EGCG). I
existe des hydrogenes hydroxylés actifs dans la structure moléculaire des polyphénols du
thé vert qui peuvent mettre fin a la réaction en chaine des radicaux libres excessifs qui,
entrainent des changements pathologiques dans le corps humain. Le mécanisme anti-
cancérogene comprend a la fois la fonction immunitaire cellulaire et I'inhibition de la

croissance tumorale [15].
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o
NH,

N-ethyl-L-glutamine
Chemical Formula: C;H 4,N,03
Exact Mass: 174.10
Molecular Weight: 174.20
m/z: 174.10 (100.0%), 175.10 (7.6%)
Elemental Analysis: C, 48.26; H, 8.10; N,
16.08; 0, 27.55

Figure 6 : structure de Theanine.

e

2-phenyl-4H-chromen-4-one
Chemical Formula: C;5H;,0,
Exact Mass: 222.07
Molecular Weight: 222.24
m/z: 222.07 (100.0%), 223.07 (16.2%),
224.07 (1.2%)
Elemental Analysis: C, 81.07; H, 4.54; O,
14.40

x

Figure 8 : structure de Flavones.

HO

u, "y

«1llOH

HO

OH
(2R,3R)-2-(3,4,5-trihydroxyphenyl)chromane-
3,5,7-triol
Chemical Formula: CsH 4,0,
Exact Mass: 306.07
Molecular Weight: 306.27
m/z: 306.07 (100.0%), 307.08 (16.2%), 308.08
(1.4%), 308.08 (1.2%)
Elemental Analysis: C, 58.83; H, 4.61; O, 36.57

Figure 10 : structure formule Epigallocatechin

La plante étudiée Camellia sinensis

WnlOH

(2S,3R)-2-phenylchroman-3-ol
Chemical Formula: CsH;,0,
Exact Mass: 226.10
Molecular Weight: 226.28
m/z: 226.10 (100.0%), 227.10 (16.2%),
228.11 (1.2%)

Elemental Analysis: C, 79.62; H, 6.24; O,
14.14

Figure 7 : structure de Flavan-3-ols.

OH

3-hydroxy-2-phenyl-4H-chromen-4-one
Chemical Formula: C;sH;(O5
Exact Mass: 238.06
Molecular Weight: 238.24
m/z: 238.06 (100.0%), 239.07 (16.2%),
240.07 (1.2%)
Elemental Analysis: C, 75.62; H, 4.23; O,
20.15

Figure 9 : structure de Flavonols

(2aR 2bR,4aR 4bR.6aR.6bR,8aR.31R,32aR 32b8,3
2cR.3245.32¢8.32f5,32¢5,32hR 34a8)-31-
pentadecyloctacosahydrocyclobuta[7",8"Jbipheny
leno[1",2":3'4']cyclobuta[1',2':7.8]biphenyleno[2,

1-
6,7.8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,1
ldocosaoxacyclohexacosine

wi[l,2

Chemical Formula: C3H700n,
Exact Mass: 938.44
Molecular Weight: 939.01
m/z: 938.44 (100.0%), 939.44 (46.5%). 940.44
(10.6%), 940.44 (- 941.44 (2.1%)
Elemental Analysis: C, 55.00; H, 7.51; 0, 37.48

Figure 11 : structure de Thearubigins.
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Chapitre I : La plante étudiée Camellia sinensis

(1aR,1a'S,3aR)-2-
butyltetrahydro-4,5-dioxa-
1,3,5a,6-tetraaza-1,2,3-
(epimethanetriyl)cyclobuta[cd]

pentalene
Chemical Formula: CgH{,N,0O,
Exact Mass: 196.10
Molecular Weight: 196.21
m/z: 196.10 (100.0%), 197.10
(8.7%), 197.09 (1.1%)
Elemental Analysis: C, 48.97;
H, 6.16; N, 28.56; O, 16.31

Figure 12 : structure formule de Caféine.
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HO OH
HO OH OH
S
o s
“nlOH
HO
wlllOH
HO
OH
oH (2R,3R)-2-(3,4,5-trihydroxyphenyl)chromane-
(28,3R)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)chromane- 3,5,7-triol
3,5,7-triol Chemical Formula: C;5H;,0,
Chemical Formula: C;sH404 Exact Mass: 306.07
Exact Mass: 230.08 Molecular Weight: 306.27
Molecular Weight: 290.27 . o o
m/z: 290.08 (100.0%), 291.08 (16.2%), 292.08 m/z:306.07 (102'0 %), 307.08 (16'2 %), 308.08
(1.2%), 292.09 (1.2%) (1.4%), 308.08 (1.2%)
Elemental Analysis: C, 62.07; H, 4.86; 0, 33.07 Elemental Analysis: C, 58.83; H, 4.61; O, 36.57
(+)-catechin (-)-Epigallocatechin

HQ OH

OH

1, "y

o] \ OH
OH

o
o

OH OH
(2R,3R)-5,7-dihydroxy-2-(3,4,5-trihydroxyphenyl)chroman-3-
yl 3,4,5-trihydroxybenzoate
Chemical Formula: C,,H ;304

OH OH
(28,3R)-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxychroman-3-yl
3,4,5-trihydroxybenzoate
Chemical Formula: C,,H g0,

Exact Mass: 458.08 Exact Mass: 442.09
Molecular Weight: 458.38 Molecular Weight: 442.38
m/z: 458.08 (100.0%), 459.09 (23.8%), 460.09 (2.7%), 460.09 m/z: 442.09 (100.0%), 443.09 (23.8%), 444.10 (2.7%), 444.09
(2.3%) (2.1%)
Elemental Analysis: C, 57.65; H, 3.96; O, 38.39 Elemental Analysis: C, 59.73; H, 4.10; O, 36.17
-(-)epigallocatechin gallate (-)-Epicatechin gallate

Figure 13 : formules chimiques des quatre catéchines du thé.
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5. Autres composants

La feuille de théier contient aussi d’autres constituants faiblement extraits lors de
I’infusion: environ 25 a 30% de glucides, dont un 1/3 sont des fibres de cellulose [16], 4 a
16,5% des lipides [17]. 10 a 15% de matiéres minérales (potassium, calcium, phosphore,

manganese, cuivre, sodium et en grande quantité le fluor)[18].

6. Avantages pour la santé de la consommation de thé chez les &tres humains

Thé en général et le thé vert en particulier a longtemps été apprécié par les étres
humains a travers le monde pour ses propriétés médicinales. Un bon nombre d'études
animales et cliniques suggérent que les composants chimiques du thé jouent un role
important dans la santé globale de I'nhomme [19].

L'American Médicale Association montre que le thé vert peut abaisser le taux de
cholestérol, I'nypertension artérielle et réduire le risque d'AVC (accident vasculaire
cérébral) surtout chez les hommes. L'Institut national du cancer rapporte qu'en raison des
antioxydants tres efficaces dans le thé vert, il peut prévenir différents types de cancer. Il y a
beaucoup de valeurs thérapeutiques en thé vert, y compris, facilitant la digestion, la
purification du sang, assurant la régularité, abaissant la température corporelle, renforcant
les dents et les os, stimulant le systtme immunitaire, améliorant la fonction cardiaque,
supprimant le vieillissement, empoisonnant les aliments, combattant le virus et abaissant la
glycémie. Depuis des temps immémoriaux, le thé est considéré comme une boisson saine.
‘LostProperty Of MedicinalHerbs', un livre ancien de la dynastie Chang de Chine a noté
que bien que divers remedes soient le remede de différentes maladies, «le thé vert est le
remede a tous». Cette revue présente un apercu des propriétés médicinales et des

potentialités thérapeutiques du thé [15].

6.1. Agit comme antioxydant

Le thé vert est une source puissante d'antioxydants benéfiques, comme ceux que I'on
trouve dans les fruits et les légumes. Le thé est particulierement riche en polyphénols,
notamment les catéchines, les théaflavines et les thearubigines, qui contribuent aux
bienfaits du thé sur la santé.Les études animales offrent une occasion unique d'évaluer la
contribution des propriétés antioxydantes du thé et des polyphénols du thé aux effets

physiologiques de I'administration du thé dans différents modéles de stress oxydatif [20].
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6.2. Lutte contre les formes variables de cancer

Les principales boissons chaudes sont le thé (généralement le thé noir mais aussi lethé vert)
contenant divers antioxydants et composes phénoliques, dont certains ont des propriétés
anticancéreuses en laboratoire [15]. Plusieurs études basées sur la population confirment
les effets protecteurs du cancer du theé[21]. Les polyphénols présents dans le thé étant des
antioxydants puissants, peuvent jouer un réle important dans la prévention du cancer en
réduisant les dommages de I'ADN dans la cellule et activation du cancer menant a la
malignité.Des études nutritionnelles effectuées dans les régions du Japon ou le thé vert
estparticuliérement populaire ont révélé que 1’incidence de cancers de I’estomac, du foie,
dupancréas, du sein, du poumon, de 1’cesophage et de la peau est plus faible chez les
personnesqui consomment du thé vert.Le thé vert pourrait prévenir le cancer de quatre
facons:

1) en neutralisant les agents cancérigenes;

2) en protégeant les cellules contre les mutations provoquées par les agents cancérigenes;
3) en protégeant 1’organisme des dommages des radicaux libres;

4) en protégeant les cellules des dommages des radiations ionisantes [22].

6.3. Corrige les troubles de la peau

Le thé est utilisé comme reméde maison ancestral pour les brilures, les plaies et les
enflures. Un cataplasme de thé vert soulage les démangeaisons et I'inflammation des
pigdres d'insectes, tandis qu'une compresse dégage des saignements. Tanins et flavonoides
de thé ont avec les propriétés antiseptiques. Les premiers ont également des effets anti-
inflammatoires. Le thé vert a également certains avantages pour le corps s'il est utilisé a
I'extérieur. Il peut étre utilisé pour arréter ou ralentir le saignement, et peut soulager les
démangeaisons et les pigdres d'insectes. En outre, de nombreux produits de soins des
cheveux et de la peau utilisent I'nuile d'arbre a thé pour ajouter de la brillance et se
régenerer [15]. La poudre de thé est utilisee comme cicatrisant dans la plaie ouverte, dans
les affections oculaires [23].

6.4. L’activité antimicrobienne

Les propriétés antimicrobiennes du thé vert sont efficaces contre a variété de
microbes, qui incluent Helicobacterpylori(malignité gastrique), Staphylococcusaureus,
Streptocoques oraux (carie dentaire), Mycobacteriumtuberculosis (tuberculose), bacille
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cierge (intoxication alimentaire), Escherichiacoli (échec grave de diarrhée et de rein), de
Legionellapneumophila (pneumonie), Candida albicans (candidiase), et
Chlamydiatrachomatis (chlamydia). Ses propriétés antivirales sont efficaces contre HIV,
grippe, Epstein-Barr, herpes, hépatite B et C, et T-cellule humaine type 1 lymphotropic de
virus (Htlv-1 ; méne a la leucémie de T-cellule d'adulte). Puisque I'utilisation des drogues
antivirales peut causer I'apparition des contraintes virales résistant a la drogue, I'adoption
culturelle de la consommation verte de thé semble étre un agent efficace potentiel d'anti-
infection avec des conséquences négatives minimales [24]. Les extraits de Camellia
sinensisontdémontrédes activités antimicrobiennes et de bonnes pénétrations et
conservation de la peau. L'amélioration, particulierement, des cheveux et préparations et

perfectionnement de peau dans les produits cosmétiques [25].

6.5. L'activité antivirale

Les substances actives principales du le thé vert sont les composés polyphénoliques,
les activités antivirales des polyphénols sont associés a de diverses étapes dans cycle de vie
de virus de grippe. L'effet antiviral différentiel de la catéchine. Parmi les composés, les
EGCG et les ECG étaient trouvé pour étre inhibiteurs efficaces de croissance de virus de
grippe, et ce effectués observés dans tous les sous-types de virus examineés, incluant Virus
d'’A/HIN1, d'A/H3N2 [26].

6.6. Lactivité anti- inflammatoire et cytotoxigue

Le thé vert possede des propriétés anti-inflammatoires, il a été étudié pour son réle
dans le traitement des maladies provoquées par une inflammation.Les dérivés de
théaflavine ont été employés pour évaluer 1’activité anti-inflammatoire. La plupart des
composés dérivés dehéaflavine uneplus grande inhibition que EGCG, la catéchine
principale composé dans le thé vert.quoique le thé vert ait une plus haute catéchine [27].

7. Eévaluation des risques liésauxsubstances chimiques de thé

Dansdes extraits aqueux ou hydro alcooliques secs, I’absorption de poudre de thé par le
biais de compléments alimentaires revient a absorber potentiellement tous les composés
qui sont résorbables, y compris les plus lipophiles. Un nombre considérable d’étudesa éte
mené sur les extraits de the vert. llestextrémement difficile de faire une synthése de

I’ensembledes résultats tant ils sont disparates, voire contradictoires, enraison d’approches
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méthodologiques, trés souvent différentes. Sur lesmodéles in vitro/in vivo, la
toxicitéhépatique peut étre considérée comme assez faible mais plus marquée chez lasouris
que chez le rat. Les cas cliniques, signalés au dispositifdenutri-vigilance, imputes aux
extraits de thé vert sont raresau regard du nombre de consommateurs de produits a base de
thé vert. Il ne s’agit donc probablement pas d’une toxicité hépatique(hépatite virale,
hépatite auto-immune, prise concomitante d’autres substances connues pour leur

hépatotoxicite) liéeala présence d’une catéchine particuliére ou de métabolites réactifs[28].
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Chapitre Il La chromatographie

1. GENERALITES SUR LA CHROMATOGRAPHIE

La chromatographie est un procédé physico-chimique de séparation, au méme titre
que la distillation, la cristallisation ou I’extraction fractionnée, des constituants d’un
mélange homogéne liquide ou gazeux. Les applications de ce procédé sont donc
potentiellement trés nombreuses, d’autant plus que beaucoup de mélanges hétérogénes ou
sous forme solide peuvent étre mis en solution par emploi d’un solvant (celui-Ci
apparaissant comme un composé  supplémentaire).Principes des  méthodes

chromatographiques [29].

2. Historigue :

Les méthodes chromatographiques sont des méthodes de séparation mettant en jeu
différents processus physicochimique.historiquement I'application de ces techniques
remonte a 1903, date a laquelle le botaniste russe M. Tswett a réalisé la séparation de
pigments végétaux de la chlorophylle sur une colonne remplie de carbonate de calcium
avec de I’éther de pétrole. La séparation du mélange en différentes bandes colorées adonné
son nom a la méthode chromatographique.

Alors que cette premiére séparation était basé sur les différentes d’adsorptions des
pigments, les méthodes chromatographiques actuelles mettent a profit différentes
phénomenes applicables a des substances colorées ou non. Des évaluations ont suivi la

premiere expérience de Tswett. Citons parmi les plus importantes, L application de :

1938 : la chromatographie sur couche mince (Ismailov et Sharaiber) ;

1939 : la chromatographie par échanges des ions (Samuelsos) ;

1941 : la chromatographie de partage liquide-liquide (Martin et Synge) ;

1952 : la chromatographie en phase gazeuse sue colonne remplies (James et Martin) ;
1959 : la chromatographie en phase colonne capillaires (Golay) ;

1962 : la chromatographie en phase supercritique (Klesper) ;

N o ok~ w b

1968 : la chromatographie en phase liquide haute performance (Giddings et Kirkland)
[30].

13



Chapitre Il La chromatographie

3. Principe :

Le principe repose sur I'équilibre de concentrations des composés présents entre
deux phases en contact : la phase stationnaire et la phase mobile (gaz ou liquide) qui se
déplace. La seéparation est basée sur I'entrainement différentiel des constituants du
mélange. Ces derniers parcourent la phase stationnaire avec des temps proportionnels a
leurs propriétés intrinséques (taille, structure, ...) ou a leur affinité avec la phase
stationnaire (polarité, ...).

A phase mobile <= A phase stationnaire

K =CS/CM
K : Coefficient de distribution CS : Concentration de 1’analyse A dans la phase stationnaire
CM : Concentration de I’analyse A dans la phase mobile [31].

4. Classification des méthodes chromatographiques

a-Selon la nature des phases

La phase fixe (ou phase stationnaire) peut étre soit un solide ayant des propriétés
absorbantes, soit un liquide. La phase mobile est un liquide. On distingue ainsi :

La chromatographie liquide-solide (CLS)

La chromatographie liquide-gel (CLG)

La chromatographie sur phases greffées

b-Selon la nature des phénoménes mis en jeu dans la séparation. On distingue :

La chromatographie d’adsorption : la phase stationnaire est un solide adsorbant (CLS),
généralement un gel de silice et la séparation est fondée sur les différences d’interactions

specifiques des solutés avec les sites actifs du solide.

La chromatographie de partage: elle met en ceuvre des gels de silice greffés de
molécules variées ou des polymeéres (gel). La séparation est fondée sur les différences de la
solvatation (au sens large) des solutés par la phase liquide qui imprégneles greffons ou les

polymeres.

La chromatographie d’échanges des ions : la phase stationnaire est un solide ayant des

propriétés particulaires que 1’on appelle un « échanges des ions ». Ce solide généralement
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poreux et comporte des groupements fonctionnels fixes ionisés ou ionisables. Les ions
assurent I’¢électronateuralité de la structure sont mobiles et échangeables avec ceux de la
phase mobile en contact avec I’échangeur. Leséchangeurs d’ions les plus importants sont

des hauts polymeres ayant une structure de gel (CLG) et des silices échanges d’ion [32].

5. Chromatographies en phase gazeuse (CPG)

Elle s'applique principalement aux composés gazeux ou susceptibles d'étre
vaporisés par chauffage sans décomposition. Le mélange a analyser est vaporisé a I'entrée
d'une colonne, qui renferme une substance active solide ou liquide appelée phase
stationnaire, puis il est transporté a travers celle-ci a l'aide d'un gaz porteur ou gaz vecteur
(phase mobile).. Les différentes molécules du mélange vont se séparer et sortir de la
colonne les unes apreés les autres apres un certain laps de temps qui est fonction de I'affinité
de la phase stationnaire avec ces molécules, Il n’y a pas d’interaction entre 1’analyteet la
phase mobile en CPG[33].
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Figure 14 :Schéma de principede la CG

6. Chromatographie liguide haute performance (HPLC)

Est une forme moderne des meéthodes chromatographie dont les institués sont
rassemblés sous le vocable général de chromatographie liquide sur colonne, la différence
est que la phase mobile est poussée sous haute pression.La HPLC en phase normal : les
colonnes dont la phase stationnaire est polaire, la phase mobile est apolaire. Et en phase
inverse : la phase stationnaire est apolaire et la phase mobile est polaire [34].
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HPLC Column
Packing Materas

Chromatogram

W————
Injoctor i A
AutoSampler
Sample Manager L

i ]

Computer Data Station

e

Sample

Pump Detector
Solvent Manager
Solvent Delivery System

Solvent
{Mobide Phase)
Reservoir

aste

Figure 15 : Schéma de principe de la HPLC

7. La chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie est une technique de séparation trés puissante, mais aussi
considérablement complexe[3536], elle est utilisée aussi bien dans les services de
recherches et le développement que dans le domaine de contrble. Son champ d’activité
couvre les organismes d’état et les industries de la chimie la biochimie, la pharmacie et la
para- chimie (agrochimique, cosmétique, polymeéres) [36]. Les séparations par
chromatographie mettent en ceuvre des techniques basées sur des propriétés physiques

générales des molécules. Ces propriétés sont :

- latendance d’une molécule a se dissoudre dans un liquide (solubilité).
- latendance d’une molécule a se lier a un solide finement divise (adsorption).

- latendance d’une molécule a passer a I’état vapeur ou a s’évaporer (volatilité)
[37].

7.1. Généralités

La chromatographie d’adsorption comme une chromatographie solide-liquide car

elle est basée sur une séparation des solutés au moyen de 2 forces opposees:

- Larétention par adsorption sur la phase stationnaire.

- L'entrainement par le courant de I'éluant sur la phase mobile.
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Figure 16 : principe d’adsorption.

L'adsorption est un phénoméne de surface lié a la polarit¢ des molécules.
Lors du passage du soluté, des interractionspolaires s'effectuent entre celui-ci et la

silice tandis que I'éther de pétrole (apolaire) passe sans éluer la molécule du soluté. [35]

7.2. Définition

L’apparition de la chromatographie sur couche mince remonte a 1938 (Ismailor et
Shraiber) [38]. La CCM ( en anglais TLC pour Thin layer chromatography) est une
méthode de choix pour suivre 1’évolution d’un milieu réactionnel ou de tester la pureté de
composés organiques, cette  méthodes repose principalement sur des phénoméne
d’absorption : la phase mobile (est n’importe quel mélange de solvants de développement)
qui progresse le long dans une phase stationnaire est constituée d’une poudre, il y a quatre
substances les plus utilisées: gel de silice (acide silique), alumine (oxyde d’aluminium),
kieselguhr (terre d’infusoire) et cellulose , fixée sur une plaque de verre ou une feuille
semi-rigide de maticre plastique ou d’aluminium. Aprés que 1’échantillon ait été déposé sur
la phase stationnaire,les substances migrant a une vitesse qui depend de leur et de celle du
solvant [36-39].
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7.3. Principe de la technique

La CCM est basée sur une interaction de type électrostatique / liaison hydrogene. Le
principe du "qui se ressemble s'assemble”, souvent rencontré en chimie permet encore
d'expliquer ici la nature des phénomeénes impliqueés.Le principe de la Chromatographie sur
Couche Mince (CCM ou TLC dans la terminologie anglo-saxonne) est, comme pour toutes
les méthodes de chromatographie, un procédé de partage multi-étapes. Ce procédé

nécessite :

- Un adsorbant (la phase stationnaire) adapté, déposé en une couche mince sur un support
approprié (plaquede verre, feuille de polyester ou d’aluminium).
- Un solvant ou un mélange de solvants (la phase mobile, ou €luant).

-Lemélange a sépare [40].

Le principe de la chromatographie sur couche mince est connu depuis plus de 100
ans [4041]. Son réel essor en tant que méthode analytique a été pris il y a seulement 50 ans,
graice Aujourd’hui la CCM a regagné du terrain en tant que méthode de séparation
analytique, probablement grice au perfectionnement de I’instrumentalisation et a
I’automatisation de la technique de séparation[42]. Parallelement, les domaines
d’application de la CCM se sont largis grace au développement de nouveaux adsorbants et
supports. Aujourd’hui, MACHEREY-NAGEL propose une large palette de plaques,

résultat de presque 50 ans de recherche et de développement.

Le succés de la CCM comme méthode de séparation micro-analytique ultra-
efficace, repose sur de nombreuses propriétés :
e Possibilité d’analyser un grand nombre d’échantillons en trés peu de temps.
e Sauvegarde de I’information de séparation a long terme (la plaque se conserve
pour longtemps).
e Optimisation rapide et économique de la séparation par le changement facile
des phases mobiles et stationnaires[42].
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7.4. Préparation de plagues CCM :

Les couche minces ont été préparées avec de la cellulose Macherey-Nagel MN 300
HR (cellulose extra-pure) en délayant 15 g de poudre dans 90 ml d’eau bidistillée, pour 5
plaques 200 * 200 mm. Cette proportion donne des couches d’une épaisseur d’environ
0.25mm. Le mélange ainsi obtenu est homogénéisé a 1’aide d’un mixer a une vitesse de
20.000 tours /min. la pate est déposée sur les plaques, puis séchée horizontalement a
I’étuve ¢ 105° pendant 1 h [43].

7.5. Gel de silice :

Le terme « silice » est utilisé pour désigner le dioxyde de silicium sous toutes ses
formes : cristalline, amorphe, hydratée, hydroxylée. En chromatographie on préfére le
terme « gel de silice » qui désigne une silice hydroxylée et plus ou moins hydratée que

I’on peut représenter schématiquement par :

[SiO2 x2(OH)w( H20)p] [44]

Groupe silanol _
Groupe siloxane

5| 3 3 3
b= dNd
BESSSRERI

Figure 17: représentation du gel de silice.

7.6. Principaux éléments utilisés de la CCM :

Pour réaliser ce type d’analyse, il nous faut : [45]
— une cuve chromatographique : un récipient habituellement en verre, de forme variable,
fermé par un couvercle étanche.
— la phase stationnaire : une couche d’environ 0,25 mm de gel de silice ou d’un autre
adsorbant, fixée sur une plaque de verre, de plastique ou d’aluminium, a 1’aide d’un liant

comme le sulfate de calcium hydraté (platre de Paris), I’amidon ou un polymere organique.
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Il est important de préciser que 1’on n’emploie pas le méme type de phase stationnaire pour
tous les produits. Par exemple, la silice étant légérement acide, les produits sensibles
(acétals par exemple) pourraient se décomposer. On préfere alors I'emploi d'alumine
neutre. Certaines plaques sont traitées par une substance fluorescente qui permet la

révélation aux UV.

— I’échantillon : environ un microlitre de solution diluée (de 2 a 5 %) du mélange a
analyser, déposé en un point repere situé au-dessus de la surface de [’éluant.
— I’éluant (phase mobile) : un solvant pur ou un mélangede solvants qui migre lentement
le long de la plaque en entrainant les composants de 1’échantillon.

Le principe de la chromatographie est schématisé sur la figure suivante :[46]

[ M - Cuverture

<——— Support fixe

PSP Y Ligne des dépots

B I Flunt

Figure 18 : Chromatographie sur couche mince.

--Le dépdt :L’application est une étape déterminante pour la qualité du résultat
chromatographique etnécessite donc de la rigueur et des conditions opératoires bien

définies. Elle peut se fairemanuellement ou automatiquement [29].
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Papier absorbant
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CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE

Figur 19 : principe de la chromatographie sur couche mince.

7.7. la révélation:

La révélation s’effectue tout d’abord par des techniques non destructives :

- al’aide d’une lampe UV, en tracant les conteurs des taches au crayon. Cela ne rével
que le produits absorbant la lumiere UV a la langueur d’onde utilisée, 254 nm le
plus souvent. Ceci exclut un grand nombre de molécules non aromatiques.

- Il existe un grand nombre de révélateurs colorés que I’on utilise en fagon de la
nature de composés que 1’on veut révéler commele dichromate de potassium / acide

sulfurique, I’acide phosphomolybdique, la solution de vanilline, le réactif de
Dragendorft... [34]
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7.8. Rapport frontal :

Pour I’évaluation qualitative, le parameétre le plus utilisé est le rapport au front
Rs(distance parcoure de migration) ou encoure sa valeur multipliée par 100, notée h Rt. la
valeur de Ry définie par la relation :

Rs= Hauteur de migration / Hauteur du front de solvant

Les valeurs de Rfsont donc comprises entre 0 et 1 de préférence entre 0.1 et 0.8 (h
R entre 10 et 80). Un R¢= 0.3 est un bon rapport pour adapter la polarité de 1’éluant de la
CCM a une colonne[34].

| M - Cuverture

Front du solvant

«—— Support fixe

........ S S Ligne des dépots
E I Cluant

Figure 20 : La migration du solvant.

7.9. Application de la CCM :

e Utiliser pour I’isolement et la purification des composes obtenus apres réaction par
synthese.
e Suivi de I’évolution d’une réaction chimique.

e Vérification de la pureté des produits de départ st des produits finaux.

La chromatographie sur couche mince est bien adapte au contrdle des
colorantsd’origine naturelle. Elle permet tout d’abord aux fabricants de ces substances
desuivre les processus de préparation et notamment de poursuivre 1’alimentation

desmolécules colorantes voisines de celles qui les intéressent jusqu'a obtention d’un
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produit suffisamment pur. Aux utilisateurs que sont les industriels de la pharmacie et de
I‘alimentation, elle procure les moyens de s’assurer de I’identité et de la qualité
commerciale de leurs mat&es premieres, ainsi que de contréler la composition des produits
prépares. Enfin, en cas de doute d propos d’une denrée alimentaire, elle permet I’expert de

confirmer ou non la conformité a la composition annoncée [47].
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Partie expérimentale Matériel et méthodes

1. Le matériel:
Plaque chauffante
Plaques CCM
Les béchers

Les tubes a essai
Pipettes Pasteur

Butanol
Acide Acétique
Eau

Toluene
Acétate d’ethyle

Chloroforme
Méthanol

2. Matériel végétal:

Le matériel végétal utilisé au cours de cette étude est le thé vert (Camellia sinensis)

commercialisé.

Figure 21 : le thé vert (Camellia sinensis)

3. Préparation Pextrait:

La décoction convient pour 1’exaction de matiere végétale dure ou trés dure. On
prépare la décoction selon un dosage suivant : 5g de la plante séche et mis dans 125ml

d’eau jusqu’a I’ébullition (100°C), filtrer le mélange et récuperer le filtrat. [48]
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Figure 22 : les étapes pour préparer 1’extrait de Camellia sinensis.

4. Screening Phytochimique:

Le screening phytochimiques en évidence la présence des familles de molécules
actives, c’est une étude qualitative utilisée pour connaitre la composition chimique globale

des extraits [39].
a) Saponosides

Leur présence est déterminée par la présence ou non de mousse persistante. Deux
millilitres de I’extrait sont mis dans un tube a essai fermé, ensuite bien agiter verticalement

pendant30sec et laisser reposer 15min [50].

b) Coumarine

Les tubes des extraits sont recouverts avec du papier imbibé de NaOH dilué et sont
portés a ébullition. Toute fluorescence jaune témoigne de la présence de coumarines apres

examen sous UV [50].

¢) Tanins (hydrolysables)

L’ajout de quelques gouttes de FeCl3 1 % permet de détecter la présence ou non de
tanins. La couleur vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun verdatre en

présence de tanins catéchiques[51].

d) Proanthocyanidols (tanins condensés)
A 2 ml d’infusé sont additionnés 2 ml d’acide chlorhydrique concentré; le tout est
laissé pendant cing minutes dans un bain-marie bouillant; 1’apparition d’une coloration

rouge indique une réaction positive [52].
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e) Flavonoides
Quelques gouttes d’HCI concentré en présence de trois ou quatre tournures de
magnésium. Le changement de coloration est observé: virage au rouge (flavones), virage

au rouge pourpre (flavonols), rouge violacée (flavanones et flavanols) [51].

f)Triterpenes et Stéroides

-Test de Salkowski: incliner le tube a 45° et ajouter 1 & 2ml de H2SO4, le changement
de coloration est noté immédiatement. Agiter le mélange légérement et noter le
changement graduel de coloration : une coloration rouge indique la présence de stérols
insatures.

-Test de Libermann-Burschard: additionner trois gouttes d'anhydride acétique puis
agiter légérement. Ajouter une goutte de H2SO4 concentré. Le changement de coloration
estobservé pendant une heure: une coloration bleu-vert indique la présence de stéroides

tandis que rouge-violet a rose dénote la présence de triterpénes[51].

g)Anthocyanes

Deux millilitres d’infusé sont ajoutés a 2 ml d’acide chlorhydriqgue 2 N.
L’apparition d’une coloration rose-rouge qui vire au bleu-violacé par addition d’ammoniac

indique la présence d’anthocyanes [52].

h)Amidon

Quelques gouttes de I’iode (12) sont rajoutées a la décoction contenue dans un tube
a essai, et on observe le changement de la couleur vers le bleu, ce qui indique la présence
d’amidon [52].
i) Acides Organiques

Mettre quelques gouttes du phénol phataléinedans un tube a essai contenant 2ml

de la décoction; si la couleur ne change pas, I’extrait contient des acides organiques [5152].

JAlcaloides

Mettre quelques gouttes du réactif de Dragendorff dans un tube a essai contenant 1’extrait;

si la couleur change au marron foncé ¢a prouve ’existence des alcaloides [52].
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5. Indice de mousse

On prépare 1’extrait avec 1g de plante dans 100ml eau, puis on répartit 1I’extrait dans 10
tubes suivant le tableau 1, et on agiter pendant 15 sec et on laisse reposer 15min, puis on
mesure la hauteur de la mousse de tous les tubes. Le tube ou la hauteur de la mousse est
lcm est pris pour le calcul de I’indice de mousse comme suit : 1000/a, ou a est le numéro

du tube concerné[53].

Tableau 1: les tubes préparés pour test de I’indice de mousse

Extrait (ml) Eau (ml)
Tube
1 1 9
2 2 8
3 3 7
4 4 6
5 5 5
6 6 4
7 7 3
8 8 2
9 9 1
10 10 0
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6. Les plagues CCM

On a utilisé plusieurs types de mélange de solvants qui sont généralement employé
dans la séparation des polyphénols.

Tableau 2 : les systemes préparés pour les plagues CCM.

Les systemes (ml)

1 Acétate d’éthyle ; Méthanol ; Eau
(100 ; 13.5 ; 10)

2 Butanol ; Acide Acétique ; Eau
(40 ; 7 ;32)

3 Acétate d’éthyle ; Méthanol ; Eau
(10;1;1)

4 Chloroforme ; Méthanol ; Eau
(5;3:2)

5 Toluéne ; Acétate d’ethyle
(95;5)

6 Butanol ; Acide Acétique ; Eau
(60 ;15 ; 35)

7 Butanol ; Acide Acétique ; Eau
(40;10; 10)

Figure 23 : dépot de I’échantillon
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7. Dosage des acides organiques

On réalise un dosage acido-basique,1 ml de I’extrait avec 9 ml I’eau distillée dans un
bécher avec quelque guttes de phénol phtaléine et dans la burette on met de la soude
(NaOHa0.1mol/L).A 1’équivalence on doit obtenir une couleur rose pale qui signifie la fin

du dosage, le volume du NaOH est mesurer.

Figure 24 : Dosage des acides organiquespour Camellia sinensis.

8. Dosage des moléculesréductrices

On réalise un dosage oxydoréduction avec le permanganate de potassium(KMnOs)
en milieu acide, 1 ml de ’extrait et 9 ml d’eau, avec 20 ml de H2SO4 dans un bécheret le
KMnO4 (0.2N) dans la burette.

Figure 25 : dosage oxydoréduction avec le (KMnO4) en milieu acide pour

Camellia Sinensis.
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9. L’expérience de la corrosion

C’est I’action d’un oxydant sur un métal, et nous allons voir I’effet de notre extrait
quicontient des molécules anti-oxydantes s’il peut inhiber la corrosion (oxydation).

Clous de fer et d’aluminium et ’extrait de la plante Camellia sinensis.
L’expérience de la corrosion avec HCI :
On a réalisé les dilutions suivantes (HCI 1/30) :

Tableau 3 : les tubes préparés pour 1’expérience de la corrosion

Tubes 1 2 3 4 5 6

Lemélange: | 5mlde 4 ml de 3mlde 2 ml de 1 mldeHCI 5ml de

HCI HCI+1ml | HCI+2ml | HCI + 3 ml + 4 ml I’extrait

Extrait+ HCI i ) ) )
d’extrait d’extrait d’extrait d’extrait
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1. Screening phytochimique

Les résultats sont mentionnés dans le tableau ci- dessous :

Tableau 4 : Le screening phytochimique de la plante Camellia sinensis :

Substances chimiques Teste Résultats
Saponine Agitation 15 s ++ (1.6 cm)
Repose 15 minutes
Flavonoide H CI- Mg +
Anthocyanes HCl et Na OH -
Tanins FeCls ++
Coumarines NaOH sous UV +
Alcaloides Dragandroff +
Acide organique Ph Ph + (8ml)
Amidon lode +
Stérol Acide Sulfurique +-

Triterpénes/Stéroides

Acide Sulfurique et
anhydride acétique

(+): présence, (-): absence, (z): faible, ND: Non Déterminé.

31




Partie expérimentale Résultat et discussion

L’extrait pure Coumarines(366nm) Acide organique
|I| (& L
Tanins Alcaloides Stérol Flavonoide

Amidon Saponine Anthocyanes Triterpénes/Stéroides

Figure 26 : testes de screening pour Camellia sinensis.
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2. Indice de mousse

Le tube qui contient la mousse mesurant 1cm est le n° 2, alors :
IM=1000/2
IM= 500

Qui est une bonne quantité de mousse, par rapport a d’autres plantes.

Figure 27 : test de I’indice de mousse pour Camellia sinensis.

3. Les plagues CCM

Selon les résultats obtenus certains systemes ont donné une séparation des
constituants de I’extrait alors que d’autresn’ont pas permis de séparer ces constituants. Les

systemes efficaces sont :
Butanol ; Acide Acétique ; Eau (40 ; 7 ;32)

Acétate d’éthyle ; Méthanol ; Eau (10 ;1 ;1)
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Tableau 5: résultats des testes CCM.

Systemes UV (KW366nm) UV (LW254nm)

Acétate d’éthyle ; Méthanol ;
Eau
(100 : 135 : 10)

Butanol ; Acide Acétique ; Eau
(40 ; 7 ;32)

Acétate d’éthyle ; Méthanol ;
Eau
(10;1;1)

Chloroforme ; Méthanol ; Eau
5:3;2)

g s =
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Toluéne ; Acétate d’ethyle
(95;5)

Butanol ; Acide Acétique ; Eau
(60; 15; 35)

Butanol ; Acide Acétique ; Eau
(40 ; 10 ; 10)

4. Dosage de molécules réductrices

A T’équivalence on a obtenu une coloration rose pale qui signifie la fin du dosage
et on a mesuré le volume du KMnOaqui est 5.9ml de I’extrait dilué, ce qui veut dire que le
volume du KMnOs pour I’extrait brut est 59ml, et ¢’est une bonne quantité qui signifie une

grande présence des molécules anti-oxydantes.
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5. L’expérience de la corrosion

Apres 48h les tubes qui contient I’HCI et 1’extrait ont subis une corrosion mais le

tube qui contient I’extrait seul il n’y pas eu de corrosion, ¢’est-a-dire que 1’extrait possede

un effet antioxydant mais n’inhibe pas la corrosion d’un corrosif qui est ’HCI.

Tableau 6 : test de la corrosion pour Camellia sinensis.

5ml de 4 ml de 3 ml de 2 ml de 1 mldeHCI 5ml de
I’HCI HCl+ 1ml | HCI +2ml | HCI + 3 ml + 4 ml I’extrait
extrait extrait extrait extrait
Premier Couleur Couleur Couleur Aucun Aucun Aucun
jour noir moins moins | changement | changement | changement
apres 6 intense intense
min
24h Couleur Couleur Couleur Couleur Couleur Aucun
noir noir noir moins moins changement
intense intense
48h Couleur Couleur Couleur Couleur Couleur Aucun
noir moins moins moins moins changement
intense intense intense intense

Figure 28: test de la corrosion pour Camellia sinensis.
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6. Le spectre UV-Vis

5
Ahbs 05 |}
0.4 -
0.2 H
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Figure 29 : Spectre d’absorption du Camellia sinensis
(=270 nm, A= 0.556)

Le longueur d’onde maximale de 1’extrait est A=270 nm, cette valeur prouve encore
que ce mélange contiennent desmolécules phénoliques qui absorbent dans ce domaine. La
spectroscopie UV-Visible est souvent utilisée pour identifier les composés phénoliques
isolés, mais le spectre d’absorptiondes extraits des polyphénols totaux peut étre utilisé pour

identifier la présence des groupesprédominants des polyphénols [54].
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Conclusion Générale

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a re¢u un grand intérét dans la

recherche des molécules thérapeutiques ces derniéres décennies.

L’étude du screening phytochimique, chromatographique et 1’effet antioxydant et

anticorrosif de la décoction de Camellia sinensisa donné des résultats trés intéressants.

Le screening phytochimique de la décoction du thé vert a montré une variété de métabolites:
des flavonoides, des acides organiques, une grande quantité de tannins et saponines, des
coumarines, des alcaloides. Le spectre d’absorption dans 1’UV-vis prouve encore la présence des
polyphénols.

Alors que I’étude chromatographique a permis de vérifier divers systeémes de séparation et
de trouver que le mélange Butanol -Acide acétique-Eau et celui d'Acétate d’éthyle-Méthanol-Eau, a
différents pourcentages, était les plus adéquats pour séparer les constituants qui sont surtout

polaires.

L’¢tude de I’effet inhibiteur de 1’extrait sur la corrosion des clous (qui est une oxydation)
dans ces conditions de concentration est satisfaisant et on a pu montrer ’activité antioxydante de la

décoction tres connue dans la bibliographie.

Ces résultats sont encourageants mais nécessitent des études supplémentaires pour connaitre
la composition chimique exacte en utilisant des méthodes plus performantes comme I’HPLC et GC-

MS. Ainsi que d’autres études pour bien estimer 1’activité antioxydante et anticorrosive.
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Résumé

L’extrait aqueux (décoction) de Camellia sinensis a été soumis a une analyse
phytochimique qui a montre le plus une présence de plusieurs composées surtout les
saponines et les tanins. On a effectué aussi méthode chromatographique pour connaitre le
meilleur systéme de séparation.L’évaluation de 1’effet anticorrosif et antioxydant est trés
satisfaisante puisqu'on a obtenu une bonne quantité de molécules antioxydantes mais sans

effet inhibiteur sur la corrosion des clous.

Mots clés : Camellia sinensis, décoction, screening phytochimique, effet antioxydant.

Abstract

The aqueousextract (decoction) of Camellia sinensiswassubmittedunder phytochemical
analysiswhichdemonstrate the presence of several components especiallysaponins and
tannins. The chromatographic analysis was used to find the best system of separation. The
anticorrosive and antioxidant effect were very satisfying since we obtained a good quantity

of antioxidant molecules but without inhibition of corrosion.

Keywords: Camelliasinensis, phytochemical screening, decoction, antioxydant effect.



