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Résumé

Notre étude est basée sur I’évaluation de I’activité biologique de la partie aérienne de
Matricaria pubescens, une plante médicinale de la pharmacopée traditionnelle de la région
Oued souf. Deux méthode d’extraction le soxhlet et la macération éthanolique. Les tests
phytochimiques ont révélés la présence de principes actifs, en particulier les polyphénols et les
flavonoides. Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides est realisé par la méthode de
Folin-Ciocalteu et les trichlorures d’aluminium AICI; respectivement. Les résultats obtenus
indiguent que I’extrait de soxhlet présente la plus grande teneur de 59.25 + 0.27 ug équivalent
d’acide gallique /mg d’extrait et 12.106 + 1.07 ug équivalent quercétine /mg d’extrait. Tandis
que le faible teneur présent par la macération 41.365 + 1.01 ug équivalent d’acide gallique/mg
d’extrait et 5.380 + 0.085ug équivalant quercétine /mg d’extrait. L’évaluation de I’activité
anti-radicalaire par la méthode de piégeage des radicaux libre (DPPH), montré une forte
activité anti-radicalaire par soxhlet qui est inférieur a celle du BHT avec ICso de 99.861 +
2.364 est 16.415 + 2.461 respectivement par rapport a la macération avec 1Cso: 106.340 +
2.407. L’activité anti-inflammatoire des extraits a été explorée in vitro par le test d’inhibition
de dénaturation des protéines, les extraits ont montré une activité inhibitrice semblable au
diclofénac sodique avec un pourcentage d’inhibition 67.038 + 1.36, 58.038 + 2.551 et 72.435

+ 1.022 Respectivement.

Mots clés : Matricaria pubescens, étude phytochimique, polyphénols, flavonoides, activité

biologique.



Abstract

Our study is based on the evaluation of the biological activities of the aerial part of
Matricaria pubescens, a medicinal plant of the traditional pharmacopoeia of Oued souf region.
Two method of extracting soxhlet and maceration ethanolic. Phytochemical tests have
revealed the presence of active ingredients, especially polyphenols and flavonoids. The Folin
Ciocalteu method and AIClz aluminum trichloride, respectively determine total polyphenols
and flavonoids. The results obtained indicate that the soxhlet extract has the highest content of
59.25 + 0.27 gallic acid equivalent / mg of extract and 12.106 + 1.07 equivalent quercetin / mg
of extract. While the low content present by the maceration 41.365 = 1.01 ug equivalent of
gallic acid / mg of extract and 5.380 £ 0.085 ug equivalent quercetin / mg of extract. The
evaluation of the anti-free radical activities by the free radical scavenging method (DPPH) has
shown strong anti-free radical activities by soxhlet, which is lower than that of the BHT with
IC50 of 99.861 + 2.364 and 16.415 + 2.461 respectively, compared to the maceration with
ICs0: 106.340 * 2.407. The anti-inflammatory activity of the extracts was explored in vitro by
the protein denaturation inhibition the test extracts showed inhibitory activity similar to
dilcofenac sodium with a percentage inhibition 67.038 + 1.36, 58.038 + 2.551 and 72.435 +
1.022 respectively.

Key words: Matricaria pubescens, phytochemical study, determination of polyphenols and

flavonoids, biological activities.
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Introduction

L’inflammation est une réponse de protection naturelle de I’organisme aux lésions
tissulaires provoquées par des traumatismes physiques, agents chimiques ou infectieux.
Elle est caractérisée par des douleurs, rougeur, chaleur, enflure et perturbations des
fonctions physiologiques. Dans la plupart des cas cette réaction est bénéfique pour I’héte
agressé, mais une activation excessive de celle-ci, peut provoquer des altérations
importantes incluant la dénaturation de certaines protéines. Ces dernieres ayant perdu, de
ce fait, leur structure tridimensionnelle, peuvent provoquer I’apparition d’auto-antigénes
transformant ainsi une réaction inflammatoire en une réaction auto-immune (Chandra et
al., 2012). Le traitement de I’inflammation est souvent basé sur I’apport des anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) et des glucocorticoides.

D’autre part, la production non controlée des especes réactives de I’oxygenes et de
nitrogénes provoquent ou maintiennent les processus inflammatoires, conduisant a
plusieurs maladies tels que le cancer, le diabete, I’asthme, le vieillissement précoce, les
maladies cardiovasculaires, neuro-dégénératives et inflammatoires. La neutralisation de ces
especes par les antioxydants, surtout d’origine naturelle, peut limiter I’endommagement
des biomolécules (ADN, protéines, lipides et sucres).

De nombreuses recherches a travers le monde se sont orientées vers la valorisation des
substances naturelles douées d’activités biologiques afin d’établir des régles scientifiques
pour leur usage. Et c’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail qui a pour objectif
principal d’évaluer les propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes des extraits
éthanolique de la plante médicinales Matricaria pubescens couramment utilisees en
médecine traditionnelle pour ses diverses vertus.

Dans cette étude trois volets sont étudiés: Le premier consiste en une synthéese
bibliographique sur la plante et les propriétés pharmacologiques des plantes médicinales en
géneéral. Le deuxiéme est une étude expérimentale comporte les méthodes d’extractions et
les tests biologiques a savoir: criblage phytochimique, dosage des polyphénols, des
flavonoides, I’évaluation de I’activité antioxydante, et anti inflammatoire in vitro des
extraits éthanoliques. Le troisieme représente les résultats et discussion suivie d’une

conclusion générale et perspective.



Synthese
Bibliographique



Partie 01 Synthése Bibliographique

I. Présentation de la plante d’étude

Matricaria pubescens est une petite plante aromatique, Spontanée qui pousse en
abondance dans les régions Saharienne. C’est une espéce endémique avec une odeur trés

agréable. En Algérie, il existe 109 genres et 408 especes.
I.1. Habitat et répartition géographique

Selon les criteres d’Union Internationale pour la Conservation de la Nature. Cette
plante est endémique en Afrique du Nord. Au niveau local ( Sahara Algérien), cette plante
est commune dans tout le Sahara septentrional correspondant au régions de: Biskra,
Figuig, El oued , Touggourt , Béchar , Ghardaia , EI Goléa, Ouargla , Beni Abbes et dans
le Sahara central qui comprend les régions de : Adrar , Tamanghasset ,Djanet , Timimoune
, In Salah.

Matricaria pubescens prospére en conditions de desert avec 100 mm au moyen des
précipitations de Pluit par année. On trouve toujours dans les Oued non-saline dans les sols
sablé et de temps en temps sur les sols caillouteux (Ozenda, 2004).

1.2. Classification

Parmi les milliers de plantes médicinales recensées a ce jour, la famille des Astéracees
dont fait partie Matricaria pubescens, est I'une des plus grandes familles des angiospermes,
avec environ 1100 genres et 25000 espéces qui sont réparties dans pratiqguement toutes les
régions du globe ; Le genre Matricaria, compte environ 700 espéces principalement des
régions tempérées d’Europe, d’Amerique, d’Asie et d’Afrique, dont quelques espéces en
Australie (Hammoud , 2009).

1.3. Systématique

La classification botanique de Matricaria pubescens est décrite comme suit (Ozenda,
2004).
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Régne Plantae
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Monocotylédones
Sous-classe Compositea

Ordre Asterales

Famille Astéracées

Genre Matricaria

Espéces Matricaria Pubescens

1.4.Noms communs

Le nom scientifique du Matricaire, Matricaria pubescens dérive du latin, Matricaria
désignant matrice ; Pubescens signifiant velu.

¢+ En arabe : Guertoufa, Ouazouaza

« En targui : Ainesnis
Elle possede plusieurs noms vernaculaires tels que En anglais : Hairy camomille ; En
francais : Pubescente de camomille (Maiza et al ., 2011)
1.5. Description botanique

Le Matricaria pubescens c’est une plante de 10 a 20 cm de hauteur a racines
pivotantes de 5-15 cm, a tiges nombreuses couchées puis redressées et sous forme de
touffes. Les feuilles découpées et velues sont d’un vert sombre, Involucres a bractées et
ayant une marge membraneuse large, les fleurs toutes en tubes, de coloration jaune, sont
groupées en capitules dont le diametre est de 5 a 7 mm et des pédoncules non épaissis au
sommet, les fruits de petits akénes linéolés blanc (Quezel et Santa., 1963 ; Ozenda,
2004). Floraison : avril-mai (Chahma et Djebar, 2008).
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Figure 01 : Matricaria pubescens (Djellouli et al., 2013).

1.6. Composition chimique

Les matricaires sont des plantes aromatiques présentant globalement les mémes
substances curatives a des proportions différentes. Un grand nombre de plantes du genre
Matricaria ont fait & ce jour I’objet de plusieurs études, telles que des études chimiques et
isolement de nombreux métabolites secondaires, signalant la présence de nombreux types
de métabolites secondaires tels que : les flavonoides, les tanins, les alcaloides, saponines,
terpénoides, stéroides et cardénolides, des coumarines et les huiles essentielles
(Benhammou et al., 2013 ; Metrouh et al., 2015). Cette diversité de composés pourrait

justifier I’utilisation traditionnelle de M. pubescens.
1.7. Utilisation de la plantes

Matricaria pubescens est une plante médicinale bien connue utilisée dans le sud
d'Algérie elle n'est pas rapportée en tant que toxique par les nomades. Trés utilisée dans la
médecine traditionnelle pour traiter I'estomac douloureux, la constipation, le syndrome
d'intestin irritable, les calculs biliaires et les problémes respiratoire (asthme), anti-stress et
les maladies gynécologiques (cherif et al., 2017). Elle peut étre ajoutée au thé et pour
aromatiser les soupes (chorba) (Bellakhdar et al., 1991). les recherches précliniques sur
les animaux montrent que le genre Matricaria a démontré des propriétés anti-
inflammatoire, antimicrobiennes, antioxydants et cytotoxiques en plus d’un effet baissant
le cholestérol et un cicatrisant des plaies (Nayak et al., 2007)
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1.8. Les produits naturels des plantes

Les plantes produisent un grand nombre de composés, lls ont des intéréts multiples
dans I’industrie, en alimentation et en cosmétologie. Ils se sont surtout illustrés en
thérapeutique et dépassent actuellement 100 000 substances identifiées. Les produits
naturels des plantes peuvent étre classés en deux catégories, les métabolites primaires et les

métabolites secondaires (Collins, 2007)
1.8.1 Les métabolites primaires

Les métabolites primaires sont les composés qui ont des roles essentiels liés a la
photosynthése, la respiration, la croissance et le développement. Il s'agit notamment des
phytostérols, des lipides acylés, des nucléotides, des acides aminés et des acides

organiques (Ghazghazi et al., 2013).
1.8.2. Les métabolites secondaires

Le terme métabolite secondaire est utilisé pour décrire une vaste gamme de composés
chimiques dans les plantes. Ils ne sont pas produits directement lors de la photosynthese
mais résultent de réactions chimiques ultérieures, Ils sont des molécules qui ne participent
pas directement au développement des plantes mais plutdt interviennent dans les relations
avec les stress biotiques, abiotiques, microorganismes pathogénes...etc. On congoit donc
que la plante puisse développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les
substances les plus diverses pour se défendre. Ils sont différents dans les différentes
especes, Parmi eux : les terpenes, les flavonoides, les tannins, les alcaloides et les

coumarines (Collin, 2007).
I1. Activités biologiques

L’inflammation d’origine microbienne initiée par les agents microbiens joue un réle
essentiel dans I’efficacité de la réponse de I’héte contre I’infection. Cette inflammation
conduit a la production excessive des radicaux libres (RL) responsable de la génération du
stress oxydant et la libération des facteurs inflammatoires générant des complications telles

que les maladies cardiovasculaires, I’anémie. (Belaich et al., 2015).
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I1.1. L activité antioxydants

Le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par un nouveau concept
celui des antioxydants. Le terme " antioxydant " recouvre un ensemble d'activités diverses
ou plusieurs especes sont habiles a ralentir ou a empécher I’oxydation des substrats
biologiques. Ces molécules, occupent du point de vue biologique une place
impressionnante parmi plusieurs recherches menées depuis une dizaine d’années
(Athamena et al., 2010).

11.1.1. Stress oxydant

L'équilibre entre la production des espéces réactives de I’oxygene et leur neutralisation
est lié a la présence de nombreux systéemes antioxydants. Le stress oxydant est reconnu
comme une altération de I’homéostasie redox cellulaire (Favier, 2003). Il s’agit d’une
perturbation de I’équilibre pro-oxydant/antioxydant en faveur des pro-oxydants, conduisant
a des dommages cellulaires potentiels.

11.1.2. Les radicaux libres

Un radical libre est une entité chimique (atome, molécule, fragment de molécule) qui
possede un ou plusieurs électrons non appariés ou célibataires au niveau de ses orbitales
externes .Il réagit spontanément avec d’autres atomes ou molécules pour former un
nouveau radical provoquant ainsi une réaction en chaine. Les RL sont des especes

instables, tres réactives et qui possedent un temps de demie de vie extrémement court de

107%2 10%econdes.

On peut distinguer les radicaux primaires, qui ont un role physiologique particulier et
les radicaux secondaires, issus de la réaction des radicaux primaires avec des entités
biochimiques cellulaires (lipides, protéines, glucides...) (Favier, 2003 ; Gardés et al .,
2003).

11.1.3. Espéces Réactives de I’Oxygene

Notre organisme a besoin d’énergie pour fonctionner correctement. Les cellules
transforment les nutriments apportés par I’alimentation en énergie et en eau. Cette
transformation génére environ 2% de molécules d’énergie .I’oxygene peut s’avérer délétere
en raison de son caractére oxydant. il est a I’origine de la formation de dérivés plus réactifs

appelés espéce réactive de I’oxygeéne (Ichai et al., 2012).
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Les Espéces Réactives de I’Oxygéne (ERO) sont produits a partir de I'oxygéne
moléculaire lors du métabolisme cellulaire normal. Ces derniéres sont cependant inhibées
par les antioxydants. Les ERO peuvent étre divisés en deux groupes : radicaux libres et
dérivés oxygénés réactifs non radicalaires (Birben, 2012). Les ERO majeurs ayant une
signification physiologique sont L’anion superoxyde (Oze-), le radical hydroxyle (OHe) et
le peroxyde d’hydrogene (H202).Ces espéces, et en particulier les espéces radicalaires,
créent des dommages oxydatifs sur les macromolécules biologiques (ADN, lipides,
protéines), qui peuvent perturber considérablement la machinerie cellulaire (Gardeés et al.,
2003).

Lumiére UV oxydascs
1 I I
U! -+ Dz
Oxygéne singuler Oxygéne Su xyde eroxyde d'hydrogénes
Cycles redox dismutases myéloperoxidase
Arginine
NADFPH ox
mitochondrie
NO”® Lo My HOC]
. Fed+
Monoxyde d'azote Anion superoxyde
ONOO » | OH"
peroxynitrile Radical hydraxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidigue I"ADN
de kinases

Figure 02 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espéces réactive de

L’oxygene impliqué en biologie (Favier, 2003).
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11.1.4. Les antioxydants

Un antioxydant est defini comme toute substance qui, lorsqu’elle est présente a faibles
Concentrations par rapport au substrat oxydable, retarde ou empéche significativement
I’oxydation de ce substrat (Kamal-eldin et al., 2000).Les antioxydants sont divisés en :

11.1.4.1. Les antioxydants primaire

Ils sont fabriqués par notre organisme, il s’agit de facteurs spécifiques comme le
glutathion, I’acide alpha-lipoique, I’acide urique ; c’est aussi des enzymes (catalase,
glutathion réductase, superoxyde dismutase) qui ont besoin pour étre activées de la

présence de minéraux issus des aliments : fer, zinc, cuivre, sélénium (Causse, 1994).
11.1.4.2 Les antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogeénes, c’est des substances qui peuvent agir en tant
gu’antioxydants in vivo parmi lesquelles on trouve la vitamine E, I’acide ascorbique, le B-

carotene, les flavonoides, les composés phénoliques.
11.1.5. les Antioxydants d’origine végétale

L’organisme utilise de nombreuses stratégies antioxydants dont les antioxydants
apporté par I’alimentation comme la vitamine E, la vitamine C, les caroténoides et les

polyphénols.
11.1.5.1.Modes d’action des polyphénols

D’apres Halliwell (1994), les polyphénols exercent leur pouvoir antioxydant selon
divers mecanismes dont les principaux sont : le piégeage direct des ROS, la chélation des
ions métalliques initiateures de la production des ROS et I’inhibition directe des enzymes

impliquées dans le stress oxydant ou sur leur transcription.
11.2 L activité anti-inflammatoire

11.2.1. Inflammation

La réaction inflammatoire est une réaction de défense non spécifique de I’organisme a
une agression bactérienne ou virale, un traumatisme, une brulure, une irradiation ou une
réaction immunitaire (Henrotin et al., 2001). La fonction principale de I’inflammation est
d’éliminer I’agent agresseur et de permettre la réparation des tissus. L’inflammation de

courte durée (aigué) est un phénomene bénéfique pour I’organisme qui vise a restaurer son
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intégrité physiologique. Alors que I’aspect négatif de I’inflammation intervient quand cette
derniére se péerennise et devient chronique (Weill et al., 2003).
11.2.1.1. Inflammation aigué

L’inflammation aigué est caractérisée par quatre signes cliniques cardinaux qui sont la
tuméfaction, I’hyperhémie, I’hyperthermie et la douleur. Elle dure de quelques jours a
guelques semaines. L’inflammation aigué se déroule en plusieurs phases, une phase
vasculaire immédiate caractérisée par des modifications de la microcirculation locale, une
phase cellulaire caractérisée par la mobilisation de nombreuses cellules immunitaires qui
permettra I’élimination des microorganismes pathogénes et des tissus 1ésés, et une phase de
résolution et de cicatrisation qui conduit a la restauration des tissus (Weill et al., 2003).
11.2.1.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique est caractérisée par une durée étalée sur des mois ou des
années et qui peut se prolonger tout au long de la vie de I’individu (Fauve et Hevin, 1998).
A la différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigué, les phases vasculaires et
cellulaires ne se succeédent pas mais coexistent tout au long de [I’évolution de
I’inflammation. Des phénomeénes de destruction tissulaire et de tentatives de réparation
sont également présents (Weill et al., 2003). Les macrophages constituent I’essentiel de
I’infiltrat cellulaire vers le site inflammatoire. Tandis que la présence des polynucléaires
éosinophiles est caractéristique des inflammations chroniques allergiques et parasitaires

(Dombrowicz et Capron , 2001).
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Figure 03 : Reaction inflammatoire (Prin et al ., 2009)

11.2.2. Anti-inflammatoires

Les anti-inflammatoires ciblent les molécules clés dans la physiopathologie de la
réaction : la PLA:, la lipoxygénase, la cyclooxygénase et les cytokines.
11.2.2.1. Anti-Inflammatoire Non Stéroidiens

10
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Les Anti-Inflammatoire Non Stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques
les plus utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires,
antipyrétique et antalgiques ainsi que des effets secondaires gastro-intestinaux et rénaux.
11.2.2.1.1. Mode d’action

L’action des AINS s’explique essentiellement par I’inhibition non spécifique de
I’activité des cyclo oxygénases (COX 1 et COX 2) (Ouédraogo et al., 2012), qui forment
la voie principale du métabolisme de I’acide arachidonique en prostaglandine, une
molécule instable qui est, a son tour, est convertie en de nombreux autres composes
inflammatoires.
11.2.2.2. Anti-inflammatoire stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou les glucocorticoides constituent une vaste
Famille de médicaments dérivés du cortisol synthétisé par les glandes surrénales. Les
glucocorticoides sont capables d’inhiber toutes les phases de la réaction inflammatoire. Par
leur action directe sur les vaisseaux, ils diminuent les phénoménes vasculaires de
I’inflammation (Baud et Gressens, 2009).
11.2.2.2.1. Mode d’action

Les glucocorticoides traversent la membrane cytoplasmique par diffusion simple et se
lient a un récepteur spécifique. Ce complexe récepteur-GC va traverser la membrane
nucléaire et, par interaction avec un site receveur nucléaire, agit sur I’ADN et modifie
I’expression du géne (Muster, 2005) ; En particulier, inhibent la synthése de I’IL1 ; Celle-
ci inhibe la phospholipase A2, laquelle fait libérer de I’acide arachidonique a partir des
phospholipides membranaires. Ils ont des actions suppressives sur la sécrétion d’autres
cytokines pro-inflammatoires, dont le TNFa (Bonnetblanc, 2002).

11.2.2 3.Anti-inflammatoires d’origine vegétale

Les plantes sont tres utilisées en médecine traditionnelle pour soulager les malades
atteints de certaines affections inflammatoires telles que I’arthrite rhumatoide, I’asthme,
I’arthrose, la goutte, la rhinite allergique, les ulcéres gastriques et duodénaux (Setty et
Sigal., 2005 ; Wiart, 2006).

L’activité anti-inflammatoire des plantes revient a leur contenu en métabolites
secondaires bioactifs tels que les polyphénols, les stérols, les alcaloides, les saponines, les
coumarines, les terpenes...etc. Ces substances actives peuvent agir a plusieurs étapes de la
réaction inflammatoire en inhibant le métabolisme de I’acide arachidonique, les

mécanisme de transduction du signal impliqués dans [I’activation des cellules

11
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inflammatoires, la synthése des cytokines pro-inflammatoires, I’expression des molécules

d’adhésion, et la production des espéces oxygénées réactives (Duwiejua et Zeitlin, 1993).

12
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I. Matériel végétal

La plante Matricaria pubescens a été récoltée pendant I’étape de floraison en avril

2017 dans la région d’El Meghaier (wilaya d’Oued souf), au sud-est de I’ Algérie.

Les parties aeriennes (tiges feuilletées et fleurs) ont été nettoyees et séchées a I’ombre
dans un endroit sec et aéré. Elles ont été ensuite réduites en poudre a I’aide d’un broyeur
électrique et récupérées dans des sacs de papier propres jusqu'a son utilisation.

I.1.Méthode d’extraction

Les différents types d’extraits ont été préparés a partir de parties aériennes de
Matricaria pubescens.
I.1.1. Extraction a froid
I.1.1.1.Macération Ethanolique

L’extrait hydro-alcoolique des parties aériennes de la plante de Matricaria pubescens
ont été préparés selon la méthode décrite par Coulibaly et al. (2011). 20 g du matériel
végétal broyé est mise a macérer dans 200 ml d’un mélange éthanol/eau (80/20 : V/V) sous
agitation magnetique et a une température ambiante. Cette macération est répétee 3 fois
successivement avec renouvellement du solvant chaque 24 heure. Le macérat hydro-
alcoolique obtenus est soumis a la double filtration sur papier filtre. Les filtrats sont
concentrés a I’évaporateur rotatif de type (Blichi R 114) a la température de 45°C, I’extrait
obtenu a été nommé EtOH (v et utilisé pour les tests phytochimiques et biologiques.
1.1.2 Extraction a chaud

1.1.2 .1. Extraction par soxhlet

L’extraction au soxhlet est une méthode d’extraction en continue ; I’avantage de ce
type d’extraction est que le solvant condensé, s’accumule dans un réservoir a siphon, ce
qui augmente la durée de contact entre le solvant et le produit a extraire. Quand le solvant
atteint un certain niveau, il amorce le siphon et retourne dans le ballon en entrainant la

substance dissoute (Annexe 02).

Un échantillon de 20 g de la partie aérienne de la plante de Matricaria pubescens est
introduit dans une cartouche en cellulose et soumis a I’extraction par 500 ml d’un mélange
éthanol/eau (80/20 : V/V) au Soxhlet, pendant 6 heures. Les extraits hydro-alcooliques
sont évapores sous vide & une température de 45°C (Feknous et al.,2013).

13
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L’extrait obtenu a été nommé EtOH (s) et utilisé pour les tests phytochimiques et

biologiques.

Le rendement est calculé selon la formule suivante : (Bimakr et al.,2011).
EX
R=2-x100
pMS
Ou:
v' R=rendement.
v' pEX= poids de I’Extrait Sec.

v' pMS= poids de la Matiere Séche

1.1.2 .2. Infusion

L’extrait aqueux de la plante de Matricaria pubescens est préparé par I’infusion de
20g dans 200 ml de I’eau distillée bouillante pendant 15 min, et laisser refroidir, puis filtré
sous pression réduite et conservé au réfrigérateur a 4°C (Guimardes et al., 2013).

L’extrait aqueux a était utilisé pour les tests chimiques préliminaires.
I1. Etude phytochimique

Cette étude permet de mettre en évidence la présence de quelques groupes des

métabolites secondaires dans la plante.

I1.1. Screening phytochimique

L'analyse phytochimique a été réalisée sur I’extrait obtenu par I’infusion, soxhlet et
maceration en utilisant des procédures chimiques pour identifier les différents constituants
comme décrit par (Sheikh et al., 2013).

La revélation de certaines familles chimiques de la plante a été réalisée grace aux tests
de détection chimique telle que : les alcaloides (test de Mayer et Wagner), les composés
phénoliques et les tanins (réaction au chlorure ferrique), les flavonoides (réaction a la
cyanidine), les saponines (indice de mousse), les stérols et triterpenes (réaction de
Liebermann Buchard), coumarines (test de confirmation). L’analyse qualitative de I’extrait

est basée sur des réactions de coloration et/ou de précipitation.
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11.1.1.Polyphénol

Leur détection consiste a introduire 2ml de I’extrait aqueux dans un tube a essai, puis
02 goutte de Fecls a 2% .I’apparition de coloration bleu-noiratre ou vert ou noir foncée fut
le signe de la présence de polyphénol (Yap et al., 2009).
11.1.2.Flavonoides

Quelque goutte d’acide chlorhydrique concentré et quelques milligrammes de
tournures de magnésium sont ajoutés a 0.5 ml d’extrait. La coloration rose-rouge ou jaune
indique la présence des flavonoides (Hadouchi et al., 2016).
11.1.3.Les alcaloides

Pour s’assurer de la fiabilité des résultats, deux types de réactifs de test d’alcaloides ont
été utilisés en parallele Mayer et Wagner. Pour le premier test, un volume de 0, 5 ml du
réactif de Mayer a été mis en contact avec 0, 5 ml de chaque extrait. Pour le deuxiéme test
un volume de
0, 5 ml de chaque extrait a été mélangé avec 0.5 ml de réactif de Wagner. La formation
d’un précipité blanc ou brun, dans les deux essais, indique la présence des alcaloides (Paris
et Moyse, 1969).
11.1.4. Tannins

La présence des tannins est mise en évidence en ajoutant & 1 ml de chaque extrait, 1 ml
d’eau et 1 a 2 gouttes de solution de Fecls diluée a 1%. L’apparition d’une coloration verte
foncee ou bleue verte indique la présence des tanins.
L’ apparition d’une coloration verte foncée indique la présence des tanins catéchiques.
L’apparition d’une coloration bleue verte indique la présence des tanins galliques
(Hadouchi et al., 2016).

11.1.5.Coumarines

Dans un tube 5 ml d’extrait, puis 2 ml d’eau chaude est ajoutée au résidu. La solution
est partagée entre 2 tubes a essais. Au contenu de I’'un des tubes, 0,5 ml est ajouté de
NH4OH a 25%. La fluorescence est observée sous U.V a 366 nm. Une fluorescence intense
dans le tube ou il a été ajouté de I’ammoniaque indique la présence de coumarines (Niare
,2006).

11.1.6.Substance quinoniques

Les substances quinoniques libres ou combinées sont mises en évidence en utilisant le
réactif de Borntraegen. Pratiqguement 2 ml de I’infusat sont évaporés a sec. Le résidu est
trituré sans 5 ml d’acide chlorhydrique a la 1/5 puis placé dans un bain marie pendant
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30min .Apres refroidissement, les quinones sont extraites par 20 ml de chloroforme. Un
volume de 0.5 ml d’ammoniaque dilué au demi est ajouté a la solution chloroformique.
Une coloration rouge ou violette est un signe positif de la présence des quinones (Békro et
al., 2007).

11.1.7.Composés réducteurs

Leur détection consiste a introduire 2ml de I’extrait aqueux dans un tube a essai, puis
2ml de la liqueur de Fehling sont ajoutés. Ensuite, I'ensemble est porté au bain-marie
bouillant durant 8 min. L’obtention d’un précipité rouge brique indique la présence des

composés réducteurs (Bentab et Lasgaa, 2015).

11.1.8.Les stérols et polyterpenes

Les stérols et les polyterpenes ont été mis en évidence par la réaction de Liebermann-
Buchard. 1ml d’infusé est mélange a chaud avec 1ml de chloroforme, dans un tube a essai
dans lequel sont coulés lentement 0,5 ml une solution concentrée de I'acide sulfurique pour
former une couche. L’apparition d’anneau rouge indique une réaction positive.(Joshi et al.,
2011).
11.1.9.Saponines

La mise en évidence des saponines dans un extrait vegetal est basée sur la capacité
d’une solution aqueuse de I’extrait a donner une mousse, apres agitation. Cette propriéte
est a la base de la méthode permettant d’apprécier la richesse d’un extrait en saponosides :
mesure de I’indice de mousse.

Pour mettre en évidence les saponines, nous avons introduit 10 ml d’extrait aqueux
dans un tube a essai. Le tube est agité quelque secondes puis laissé au repos pendant 15
min. Une hauteur de mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la présence de

saponosides (Tamilselvi et al., 2012).

11.2. Séparation chromatographique de I’extrait sur couche mince CCM

Les différents composés chimiques dans les extraits s’est faite par chromatographie sur
couche mince (CCM) selon la méthode utilisée par Kouadio et al (2015). Cette méthode
permet la mise en évidence de plusieurs groupes de meétabolites secondaires par des
colorations spécifiques, soit dans le visible ou a une longueur d’onde donnée (N’gaman et
al., 2009).
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Le principe de la CCM consiste en une séparation des substances chimiques en
fonction de leur affinité par rapport & deux phases : une phase stationnaire solide et une
phase mobile liquide (éluant) constituée par un mélange de solvants (Djeridane et
al.,2006). Sur une méme plaque chromatographique sont appliqués des depotes : de
I’extrait, des étalons (Quercétine « Q », Acide Gallique « AG »). Les plaques sont séchées
a I’air ambiant et placées dans les cuves de migration saturées par la phases mobile en
testant chaque fois un systeme solvant (Mansar-Benhamza et al., 2013) :

e Acétate d'éthyl / Méthanol / Eau. Acétate « AME » ; (35/7.5/7.5)
e Acétate d'ethyl /AC acétique / Eau. « AAE » ;( 40/5/5)
e Acétate d'éthyl /Acide formique / Eau « AFE » ;( 40/5/5)

Aprés migration, les plaques sont observées sous lampe UV a 254 nm et 366 nm. Les
substances phénoliques sont des molécules UV actives et absorbent UV a 366 nm. Le
rapport frontal (Re) pour chaque tache a été calculé selon la formule suivante (Djeridane
et al.,2006).

__ Distance parcourue par la substance

Rg=

Distance parcourue par le solvant

Tableau 01 : Composés phénoliques identifiés par CCM (Markham, 1982)

Couleurs sous UV 366 nm

Classes de polyphénols possible

Mauve Anthocyanidine-3-glycosides
Violet Flavones

Bleu Ac Phénolique

Bleu vif Ac Phénolique

Bleu jaunatre
Bleu blanc fluorescent

/
Flavonols,  Flavones, Isoflavones

Bleu pale Flavanones

Vert Ac Phénolique

Jaune Flavonols, Flavonones et Aurones
Jaune grisatre Flavonols

Jaune pale /

Orange Flavonols

Rouge Anthocyanidine-3-glycoside

Gris Anthocyanidine-3-glycoside

Gris sombre /

Bleu sombre /

et
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11.3. Analyse quantitative d’extrait de la plante de Matricaria pubescens
11.3.1.dosage des polyphénols totaux

Principe :

Le contenu des phénols totaux a été déterminé a I’aide de réactif Folin-Ciocalteu, en
utilisant l'acide galligue comme standard. Cette méthode est basée sur la réduction en
milieu alcalin de la mixture phosphotungistique et phosphomolibdique du réactif Folin-
Ciocalteu par les groupements des composés phénoliques conduisant a la formation de
produits de réduction de couleur bleu qui présentent un maximum d’absorption a 760 nm et
dont Pintensité est proportionnelle a la quantité de polyphénols présentent dans
I’échantillon.(Hadouchi et al.,2016).

Mode opératoire :

100 pl de P’extrait est melange avec 500 pl du réactif de Folin-Ciocalteu (10%), apres
04 min, 400 pl de carbonate de sodium (7,5%) est ajouté, I’ensemble est incubé a

température ambiante pendant 02 heures. Toutes les expériences ont été réalisées en triple.

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique et elle est exprimée en
pug d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait)
(Hadouchi et al., 2016).

11.3.2. Dosage des flavonoides
Principe :

Les flavonoides contenus dans I’extrait sont estimé par la méthode de trichlorure
d’aluminium (AICls). Elle est basée sur la formation d’un complexe flavonoide -
aluminium. La quantification des flavonoides a éte faite a I’aide d’une courbe d’étalonnage
réalisé par un standard (la quercétine) a différentes concentration (0-25 pg/ml) dans les
mémes conditions que I’échantillon. Les résultat sont exprimés en pg d’équivalent de

quercétine par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait) (Talbi et al .,2015).
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Mode opératoire

Iml d’AlCl3 (2%) est ajouté a 1ml de I’échantillon contenant différentes concentration.
Le mélange est laissé réagir pendant 15 min a température ambiante et a I’abri de la
lumiére. Toutes les expériences ont été réalisées en triple. La lecture est faite a 430 nm
(Talbi et al ., 2015).

I11. Evaluation des activités biologiques

Présente étude, s’intéresse particulierement a [I’activité antioxydante et anti-

inflammatoire in vitro des extraits éthanolique de Matricaria pubescens.

I11.1. Evaluation de I’activité antioxydante

Des nombreuses méthodes sont utilisées pour I’évaluation de I’activité antioxydante
des extraits. La plupart de ces méthodes sont basées sur la coloration ou la decoloration
d’un réactif dans le milieu réactionnel. Dans notre étude nous avons utilisé le test chimique
a savoir : I’effet (scavenger) d’un antioxydant sur le radical 2,2diphényl1-1-picrylhydrazyl
(DPPH).

111.1.1. Test au DPPH
Principe :

La méthode au DPPHe (diphénylpicryl-hydrazyl) est basée sur la réduction de I’espéce
radicalaire stable DPPHe en présence d’un antioxydant donneur d’hydrogene (AH), qui
aboutit a la formation d’une forme non-radicalaire, le DPPH.H (diphényl Picryl-
hydrazine). En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH" de couleur violette se
réduit en DPPH.H de couleur jaune. La réduction du radical libre DPPH peut étre suivie
par spectrometrie UV visible, en mesurant la diminution de I’absorbance a 517 nm
(Athamena et al., 2010).

Mode opératoire :

Un volume de 750 pl de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a 250ul
de la solution méthanolique du DPPH fraichement préparée. Aprés incubation a I’obscurité
pendant 30 min et a la température ambiante la lecture des absorbances est effectuée a 517
nm a I’aide d’un spectrophotometre. Le BHT (butylated hydroxytoluene) est utilisé comme
contrble positif dans les mémes conditions opératoires (Bouhlali et al., 2016). Le

pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :
I % = ((Ac-At)/Ac) x 100.
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Ou:

» Ac : absorbance du contrble négatif.
» At : absorbance du test effectué.

L’1Cso ou concentration inhibitrice de 50 % est la concentration de I’échantillon testé
nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH. ICsq est calculé graphiquement par les
régressions linéaires de I’activité de piégeage (en %) tracé en fonction de différentes
concentrations des fractions testees (Mahmoudi et al., 2009).

111.2. Activité anti-inflammatoire in vitro
Méthode de dénaturation de I’albumine

Le test a été réalisé en adoptant la méthode décrite par Kumari et al. (2015). Un
récipient de réaction pour chaque mélange a été préparé constitué de 200 ul d'albumine
d'ceuf, de 1400 ul de solution saline tamponnée au phosphate et de 1000 ul de I'extrait
d’essai (a différents concentrations : (100, 300,1000 mg/ml). De l'eau distillée au lieu
d'extrait a été utilisée comme témoin négatif. Ensuite, les mélanges ont été incubés a 37 °
C pendant 15 minutes puis chauffés a 70 °© C pendant 5 minutes. Apres refroidissement,
I’absorbance a été mesurées a 660 nm (Nurullzzati et al., 2016).

Le diclofénac sodique est utilisé comme contréle positif dans les mémes conditions
opératoires. L’experience a été réalisée en triple. Le pourcentage d’inhibition de la

dénaturation des protéines a été calculé comme suit :
Las . . D
% Inhibition de la dénaturation= (1- E) x 100
Ou :

v D : Est la lecture de I'absorbance de I'échantillon d'essai

v C: Est la lecture de I'absorbance sans échantillon d'essai (contrdle négatif).

Analyses statistique

Toutes les déterminations ont été réalisées en triple exemplaire et les données ont été
analysees par ANOVA suivie d’une multiple comparaison de Tukey, tester les différences
significatives en utilisant graph pad. Les valeurs ont été considéreées significatives
a p<0,05.
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|. Teneur en substances extractibles

Afin d’évaluer la meilleure technique d’extraction de polyphénols totaux, de
flavonoides ont a utilisé deux méthodes d’extraction des parties aériennes de plante,
Matricaria pubescens a s’avoir la macération de la poudre végétale a froid et le soxhlet a
chaude avec un solvant hydro-alcoolique (éthanol/eau).

L'extraction est I'étape principale dans la récupération et I'isolement des composes
phytochimiques bioactifs. Elle est influencée par le procédé d'extraction utilisé, la taille des
particules I’échantillon, ainsi que la présence de substances interférentes (Stalikas, 2007).

Les extraits éthanolique (EtOH s); EtOH(w)) obtenus ont I’aspect visqueux de couleur
marron et vert foncé. L'utilisation combinée d'eau et de I’éthanol peut faciliter I'extraction

des substances solubles dans I'eau et / ou I’éthanol.

En fait, I’utilisation d’un matériel sec pour I’extraction des polyphénols est
recommandée car les flavonoides peuvent subir une dégradation enzymatique quand le
matériel végétal est frais ou non séché (Marston et Hostettmann, 2006). Les
fermentations microbiennes causées par I’humidité peuvent aussi étre la cause de cette
dégradation (Seidel, 2005). Le seéchage a I’obscurité prévient les transformations
chimiques telles que I’isomérisation et la dégradation causées par les radiations UV de la
lumiere solaire (Jones et Kinghorn, 2005). L’utilisation de la poudre améliore I’extraction
car la surface de contact entre I’échantillon et le solvant est plus grande, et la pénétration a

I’intérieur des cellules non détruites apreés le broyage est plus facile.

Les meilleurs rendements d’extraction sont enregistrés par la macération soit une

moyenne de 24.38 % par rapport au 15.160% pour soxhlet. (Tableau 02).

Le rendement calculé par Metrouh et al., (2015) ; Bouziane et al., (2016) a partir d’un
extrait hydro-alcoolique de Matricaria pubescens récolté de Ouargla est de 23.22% et
34.68% respectivement. Ces rendements sont supérieurs par rapport a ceux que nous avant
trouvés.  Cette variabilité de rendement dépend de plusieurs paramétres tels que: le
solvant, le PH, la température, le temps et la méthode d’extraction ainsi que le lieu et la
période de la récolte de I’échantillon.
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Les extraits méthanoliques de 4 plantes originaires de la chine et appartenant a la
famille Astéracées (Artimisia annua.L, Artimisia argyi, Artimisia capillary et Arctium
lappa.L) étudiés par Yishong et ces collaborateurs (2003) ont donné des rendements qui
varient entre le 1.94 a 3.74%" .Cette variations des rendements peuvent étre liées a
I’origine géographique de la plante, aux conditions et a la durée de stockage et de la récolte
(Athamena, 2010).

Tableau 02 : Rendement en extractibles de la partie aérienne de Matricaria pubescens.

Parametre Type d’extraction | Masse (g) Durée | Teneur %

Soxhlet 3.032+1.70 | 6h 15.160 + 1,38
Substance extractibles

Par solvant organique
Macération 4,876 + 1.35 | 24h 24.38+1.68

I1. Analyses qualitatives et quantitatives des extraits

I1.1. Tests phytochimiques

Aprés obtention des extractibles, nous avons réalisé un criblage phytochimique de
I’extrait afin d’identifier qualitativement les différentes familles de composés présentes.
Selon la famille de molécules recherchée, le test a éte réalisé directement soit par I’extrait
soit apres infusion. Les résultats de ce screening permettent d’avoir une idée sur les
activités biologiques probables. Ces tests colorimétriques sont basés sur I’interaction de

certaines fonctions avec les réactifs utilisés.

Les résultats ont permis de mettre en évidence la présence de polyphénols, de
flavonoides, de tanins cathéchique, de saponines, de polytherpénes, de coumarines et des

alcaloides. (Tableau 3).

Le test de mise en évidence des polyphénols a donné une coloration bleu noiréatre
intense montrant la richesse de la partie aérienne de la plante en polyphénols. De sa part, le
test des flavonoides s’est révélé positif avec I’apparition de la coloration jaune.
L’ apparition d’une coloration vert foncé intense indique la présence des tanins

cathéchiques.
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La formation de mousse apres agitation de l'infusat et sa persistance aprés 15 min de
repos avec une hauteur de 2 cm montre la richesse relative de la partie aérienne en
saponines. Par ailleurs, les tests de révélation des tanins gallique, et des composés

réducteurs s’est avéré négatif.

La présence des terpénes et des coumarines a été aussi démontrée mais ils sont moins
abondants que les autres familles chimiques révélées. La reaction de mises en évidences
des substances quinoniques a donné un résultat négatif. Ceci en accord avec les résultats de
Makhloufi, (2008) ; cherif et al., (2017).

Les résultats de cette caractérisation phytochimiques primaire typiquement qualitative
montrent que les parties aériennes de M.pubescens possédent une quantité appréciable de
polyphénols, de tanin et de flavonoides (Annexe 03).

Les travaux de Mohammed et al., (2013) sur les parties aeriennes de Matricaria
pubescens récoltée de la région du sud-ouest de I’Algérie, ont montré la présence des
mémes familles de composés, exception faite pour les alcaloides et les terpénes qui étaient
plus abondants par rapport au notre. En plus, il a noté la présence des cardénolides, les
stéroides. Nos résultats vont en concordance avec ceux de Djellouli et al (2013) ; Metrouh
et al., (2015). Qui ont constaté I’absence de tanins galliques et la présence de tanins

cathéchiques les trapénoides, stéroide.
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Tableau 03 : Résultats des tests phytochimiques

Composes recherchés | Réactifs Partie Indicateur | Résultat
d’identification | utilisee
Polyphénols Chlorure Extrait Coloration | +++
ferrique FeCI3 bleu
(2%) noiratre ou
vert ou noir
foncée
Flavonoides d’acide Extrait ++
chlorhydrique, La
tournures de coloration
magnésium rose-rouge
ou jaune
Mayer Infusét +
Alcaloide
précipité
Wagner Infusat blanc ou +-
brun
Tanin solution de Extrait ++
Fecls diluée a vert foncee
1% (tanins

catéchiques)

bleu-vert -
(tanins
galliques)
Coumarine NHsOH a 25%. | Extrait +
fluoresces
Substance quinoniques | Réactif de Infusat -
Borntraegen Coloration
rouge ou
violette
Composés réducteurs | liqueur de Extrait -
Fehling précipite
rouge
Stérol et Reéactif de Extrait brique +
Polyterpenes Liebermann
Anneau
Saponoside Indice de Infusat rouge ++
mousse
Mousse

persistante

+++ : réaction fortement positive et ++ : réaction moyennement positive, +: une

réaction faiblement positive et - : une réaction négative
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11.2.Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince (CCM) est une méthode qualitative qui nous a
permis de confirmer les résultats des réactions de caractérisations en tubes. Les extraits ont
été séparés en utilisant plusieurs systemes de solvant specifiques. L’identification des
composés a été basée sur I’observation de la couleur des spots résultants de la séparation
aprés la révélation par le réactif de Godin sous lampe UV a 366 nm d’une part, et par la
comparaison des Rrdes échantillons a ceux des étalons utilisés d’une autre part (Quercétine
et acide gallique).L’ensemble des résultats de cette analyse sont consignés dans le
tableau4.

Tableau 04 : la chromatographie sur couche mince de I’extrait éthanolique (EtOHs),

EtOHw)).
Extrait/ Témoin | Systéme Nombre des UV a 366 nm R
taches
Quercétine Jaune 0.85
Ac gallique Bleu 0.71

AME (35/7.5/7.5) | Deux taches Jaune pale (avec Q) | 0.85

Marron 0.33
EtOH(s)
AAE (50/5/5) Quiatre taches Jaune pale (avec Q) | 0.87
Bleue (avec AG) 0.71
Gris 0.48
Vert 0.22
AFE (50/5/5) Deux taches Jaune pale (avec Q) | 0.80
Bleu (avec AG) 0.57
Jaune pale (avec Q) | 0.88
EtOHwm) AME (35/7.5/7.5) | Trois taches
Bleu (avec AG) 0.76
Jaune grisatre 0.38

La tache de couleur grise nous orientent vers la présence de tanin. Les couleurs jaunes
obtenue au R¢: 0.85, 0.87, 0.80, 0.88 peuvent étre celle des flavonoides (Mamyrbekova
Bekro et al., 2012). Par calcul des rapports frontaux des extraits et leur comparaison avec
ceux des témoins, les composés suivant ont été identifiés : I’acide gallique et la quercétine
dans les deux extraits (EtOHs) ; EtOHqw)).
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L’observation de plague CCM sous UV a 366 nm a donnée des taches de différentes
couleurs (jaune pale, bleu, jaune grisatre, gris, marron, vert), qui correspondent a
différentes classes de métabolites secondaires telle que : Flavonols et I’acide phénolique
(tableau 1)

Cette séparation par les trois systemes de I’éluant est obtenue grace a la présence de
I’eau qui augmente la solubilité des flavonoides. Cette solubilité est en fonction de nombre
de groupement hydroxyle, du poids moléculaire et de la longueur de la chaine carboneée. La
majorité des polyphénols ne sont pas hydrosolubles et I’ajout des solvants organique
(méthanol, d’Acétate d’éthyl, Acide formique et acide acétique) a favorisé la séparation
des polyphénols (Cowan, 1999 ; Macheix et al., 2005).

11.3.Analyse quantitative

11.3.1. Dosage des polyphénols totaux

L’éthanol et I’eau ainsi que leur mélange sont les plus utilisés pour une bonne
récupération de composes phénoliques de certaines plantes de la famille des astéracées
(Yizhong et al., 2003) et I’obtention d’une meilleure activité antioxydante (Barros et al.,
2010).

Le contenu phénolique total des extraits exprimés en équivalent d’acide gallique par
milligramme d’extrait (EAG/mg E). Apres I’addition de la solution de monohydrate
carbonate de sodium et le reactif Folin-Ciocalteu a I’extrait de Matricaria pubescens une
couleur bleu a été obtenue, cette coloration varie en fonction de la concentration de deux
extraits. Une courbe d’étalonnage a été tracée avec I’acide gallique a différents
concentration (0-200ug/ml) ; des mesures de la densité optique pour chaque extrait ont été

réalisées a 760 nm. Les teneurs en polyphénols ont été déterminées selon I’équation y=

0.0093X + 0.0343 et R?=0.9994.
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Figure 04 : Courbe d'étalonnage de I'Acide Gallique.

L’etude statistique des teneurs en polyphénols totaux obtenus par les différentes
méthodes d’extraction (Fig.4, Tab.5), révéle une différence non significative (p< 0,05)
pour les deux extraits éthanolique qui équivaut a 59.25 + 0.27ugEAG /mg d’extrait par
soxhlet par rapport 41.365 + 1.01 ug EAG/mg d’extrait par macération.

L’étude realisée par Metrouh-Amir et al. (2015), concernant I’effet de solvant
d’extraction sur la teneur en composés phénoliques de Matricaria pubescens, montre que
la meilleure teneur en polyphénols est obtenue en utilisant les solvants organiques dilués a

savoir ; le méthanol aqueux, I’éthanol aqueux et I’acétone aqueux.

Selon les résultats de khacheba et al., (2014) les teneurs en polyphénols des extraits
méthanolique est 3.16 ug EAG/mg d’extrait. Cependant Harbourne et al., (2009) ont
trouvé dans une plante de méme genre une valeur de 13ugeAG/mg d’extrait. Ces valeurs

sont largement inférieures a la notre.

Plusieurs auteurs signalent qu'il y a une différence significative des teneurs phénoliques
au sein d’une méme espece en fonction de son origine et son habitat, ceci a été confirmé

par Sanchez-Rodriguez et al., (2011).
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Cette variabilité est probablement liée aux conditions environnementales séveres telles
que, le type du sol, la salinité, les faibles précipitations et le stress hydrique ce qui peut
induire la synthese de composés phénoliques comme une réponse au stress oxydatif

géneérée par la formation d'especes reéactives de I'oxygene.

L’ors de études réalisé par Djeridane et al., (2006) sur des plantes algériennes de la
méme famille ; Artemisia herba-hara, Artemisia campestris et Anthemisa arvensis, des
teneurs en polyphénols et inferieur a celles trouvées dans M. pubescens ont été obtenues en
utilisant I’éthanol aqueux (70%) pour I’extraction, cependant les teneurs obtenues sont
comprise entre 1,31 et 3,23g EAG/100g d’extrait.

11.3.2. Dosage des flavonoides

Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandue
dans le regne végétal. lls constituent la classe polyphénoliques la plus importante qui
compte a elle seule plusieurs milliers de molécules réparties entre plus de 10 classes avec
plus de 5000 composés (Gomez-Caravaca et al., 2006). Dans ce travail les flavonoides en
été déterminés par la méthode de trichlorure d’aluminium. Aprés I’addition d’AlCls et
apres incubation une couleur jaunatre a été obtenue dont I’intensité est proportionnelle a la
concentration des deux I’extrait, ce qui confirme la présence des flavonoides dans I’extrait
de la partie aérienne de Matricaria pubescens. Une courbe d’étalonnage a été tracée avec
un extrait de quercétine a différentes concentrations ; des mesures de la densité optique

pour chaque extrait ont été realisees a 430 nm. Les teneurs en flavonoides ont éte

déterminées par I’équation : Y=0.04411X + 0.009 avec R?= 0.9995.
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Figure 05 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

L’étude statistique des teneurs en flavonoides totaux obtenus par les différentes
méthodes d’extraction (Fig.5, Tab.5), révéle une différence non significative (p< 0,05)
pour les deux extraits éthanolique qui équivaut al2.106+ 0.27 ug EQ/mg d’extrait par
soxhlet par rapport 5.380+ 0.085 ugeQ/mg d’extrait par macération.

Au vu des données de la littérature, nous notons que la teneur en flavonoides totaux
varie pour la méme plante en fonction de la région de provenance, du solvant et de la
méthode d’extraction utilisée. Dans ce contexte, Khechba et al., (2014) ; Laouini et al.,
(2016) ont constaté que I’extrait aqueux et méthanolique trouvé par soxhlet et par
macération de la partie aérienne de M. pubescens récolé de la région d’El oued et de
Laghouat, renferment des proportions différentes en flavonoides et qui sont
respectivement 9.76 et 1.04 mg EQ/g MS. De méme Bouziane, (2016) a montré la
richesse remarquable de I’extrait hydro-acétonique de la plante récolté de la région de
Biskra en flavonoides 526.3 mg EAG/g d’extrait. Ces résultats sont plus supérieurs a ceux
obtenue par nos extraits.

Cette variabilité est aussi constaté pour les especes de méme genre, en effet
Harbourne et al .,(2009) ont montre la richesse de matricaria camomilla (24.5 mg EQ/mg
EX) en flavonoides par rapport aux plantes de mémé famille telle que : Artimisia hera
alba, Artimisia compastiris et Artimisia arvensis qui contient entre 0.75 et 1.31 g ER/100G
Ms utilisant éthanol aqueux (70%) comme solvant (Djeridane et al.,2006).
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Tableau 05 : Teneur en polyphénols totaux et flavonoides des extraits hydro-alcoolique de
soxhlet et de la macération.

Extrait Polyphénols Flavonoides
(ug d’équivalent d’AC gallique | (ug d’équivalent de quercétine
/mg d’extrait) /mg d’extrait)

EtOH(s) 59.25 + 0.27 12.106+ 1.07

EtOHw) 41.365 +1.01 5.380 + 0.085

Les valeurs représentent la moyenne de 3 a 4 essais + SD

Les valeurs de probabilité P < 0,05 ont été considérées comme peu significatives. Les
résultats sont exprimes sous forme de moyenne £ SD (n = 3).

Les résultats obtenus montrent que les composes polyphénoliques sont abondants dans la
partie aérienne de cette plante, cette abondance selon Djeridane et al., (2006) est une
caractéristique de la famille des astéracées. Cela pourrait étre lié aux conditions
climatiques des endroits ou elles poussent qui stimulent la biosynthése des métabolites

secondaires comme les polyphénols (Falleh et al., 2008).
I11. Evaluation des activités biologiques

I11.1. Activité antioxydante

111.1.1. Test au DPPH

Les profils de I’activité anti radicalaire obtenus ont été testés par la méthode du DPPH,
c’est un radical organique stable réagit avec le polyphénol par transfert d'électrons et
d’atome d’hydrogéne. Les antioxydants réagissent avec le DPPH et neutralisent le radical.
La couleur du mélange réactionnel change du violet au jaune. L'intensité de la décoloration
mesure la potentialité d’activité du piégeage des antioxydants (Vladimir-Knezevi¢ et al.,
2011). Les valeurs ICso a été obtenues a partir du graphe tracé en fonction de pourcentage
de I’inhibition de piégeage de DPPH et la concentration d'échantillon, cette valeur est
nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH. La majorité des extraits de la plante
présentent des activités anti radicalaire nettement inférieure a celle du produit de référence

(BHT). Les résultats sont reportes dans le tableau 06 et la figure 06.
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Tableau 06 : Valeurs des ICso, des extraits Matricaria pubescens et du BHT

Echantillon EtOHs) EtOHuw) BHT

ICsoug/ml 99.861+2.364 106.340 + 2.407 16.415+2.461

Les valeurs représentent la moyenne de trois essais £ SD

Valeur ICso: Concentration qui inhibe 50% des radicaux DPPH et OH ;Les valeurs de
probabilitt P < 0,05 ont été considérees comme significatives. ns : non
significative(EtOHs) et EtOHw)), peu significative(EtOHw) et BHT)
significative(EtOHs) et BHT).Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne
+SD(n=3)

1004
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Figure 06 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration du BHT,
EtOH(s) et EtOHw).

Les extraits hydro-éthanolique obtenus par les deux méthodes d’extraction (soxhlet
/macération) de la partie aérienne de Matricaria pubescens ont une activité anti-radicalaire
concentration dépendant ces extrait possédent des effets piégeurs remarquable vis-a-vis du
radical DPPH (Figure 06).

En effet les valeurs d’ICsp obtenus avec ces extraits sont faibles de I’ordre de 99.861 et
106.340 ug/ml respectivement comparent aux BHT utilisé comme antioxydant de référence
qui a un ICso de 16.415 ug/ml. L’activité des deux extraits est probablement due a la
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présence des composés phénoliques qui sont connue comme des substances ayant la
capacité de piéger des espeéces radicalaire et les formes réactives de I’oxygéne (Hannebelle
et al., 2004).

Puisque I’extrait soxhlet est plus riche en polyphénols que I’extrait de macération, sa
capacité de piéger de radical DPPH est plus élevé. Makhloufi, (2008), ont trouvé que
I’extrait éthanolique de Matricaria pubescens ont des effets piegeurs de radical DPPH de
81.45 ug/ml. D’apres des études realisee par Bouziane et al., (2016),I’extrait hydro-
acétonique et méthanolique de la plante posséde une pouvoir d’inhibition équivalent a
43.95% et 75% respectivement.

111.1.2. Corrélation entre les composés polyphénoliques, les flavonoides et les activités

antioxydantes

Les corrélations ont été analysées par le test de Pearson. Plusieurs études ont rapporté
sur la relation entre les composés phytochimiques et activité antioxydante. Certains auteurs
ont trouvés une forte corrélation entre contenu phénolique et l'activité antioxydante (Selles
et al.,, 2012.; Kumar et al, 2014; Bensghaier et al., 2018). D'autres n'ont rien trouve
(Ghasemi et al., 2009). Dans cette étude, les résultats de corrélation positive ont été

trouvés entre les valeurs de polyphénols, les flavonoides et ICso de DPPH, (tableau 07).

Tableau.07 : Correlation entre polyphénols, flavonoides, des extraits et leur activité
antioxydante.

Correlation R?

Essais Polyphénols | Flavonoides

DPPH 1 1

L'activité antioxydante des différents extraits testés pourrait étre attribuée a leur
richesse en molécules a haut potentiel anti-radical telles que les polyphénols, les
flavonoides, les tanins. Cette hypothése est confirmée par plusieurs auteurs qui attribuent
I'activité anti-radicalaire des extraits de plantes a ces molécules. (El Hajaji et al., 2011).

111.2.Activité anti inflammatoire in vitro

Lors de notre étude, I’action anti-inflammatoire de la plante a été évaluée in vitro par le
test d’inhibition de la dénaturation des proteines (I'aloumine d'ceuf) induite par un

traitement thermique. Ce test a été fait comme un essai préliminaire pour verifier la
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présence de propriétés anti-inflammatoires. Les pourcentages maximaux d'inhibition de la

dénaturation des protéines par I’extrait (EtOM (s) et EtOH (w)) et le controle positif

(diclofenac sodique) sont presentés dans le tableau 08 et la figure 07.

Tableau 08 : Activité anti- dénaturation des protéines (I'albumine d'ceuf) des extraits de M.

pubescens et le Diclofénac sodique.

% d’inhibition

Les inhibiteurs

100 ug/ml

300 ug/ml

1000 ug/ml

Diclofénac sodique

29.621 +2.878

39.261 + 3.038

72.435+ 1.022

EtOM¢s)

25.269 +£2.24

31.276 £ 2.616

67.038 £1.36

EtOHwm)

23.005 + 2.658

29.207 + 3.037

58.105 + 2.551

Les valeurs représentent la moyenne de trois essais £ SD

801

60 ]

40

20

pourcentage d'nibition (%)

concentration (pg/ml)

- Diclo
Bl c0H(S)

Bl EtoH(M)

Figure 07 : Effet des extraits éthanolique de Matricaria pubescens et le diclofénac sodique

sur la dénaturation des protéines (I'albumine d'ceuf).

Les différentes concentrations de I’extrait hydro-alcoolique (EtOH(s) et EtOHu) de la

plante de Matricaria pubescens ont données des pourcentages d’inhibition de la
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dénaturation des protéines non significative (p< 0.05) allant de : 25.26 % et 67.04 % pour
EtOM(s) et 23%, 58.105 % pour EtOHw).

Le diclofénac a été utilisé comme standard pour comparer son activité anti
inflammatoire a notre extrait, il a été trouvé un pourcentage 72.43 % proche a I’extrait a
étudié.

La production d'auto-antigéne dans certaines maladies arthritiques peut étre due a la
dénaturation protéines, a la lyse membranaire et a I'action de la protéinase (Al Noman et
al., 2016).

L'activité anti-inflammatoire des extraits éthanoliques de Matricaria pubescens peut
étre due a un constituant ou a I'effet synergique de plusieurs constituants phytochimiques
tels que les flavonoides et les tanins qui y sont présents. Certains flavonoides possedent
une activité inhibitrice puissante contre une variété d’enzymes telles que la protéine kinase
C, la protéine tyrosine kinase et la phospholipase A2 (Parvin et al., 2015).

L'enzyme phospholipase A2 est connue pour étre responsable de la formation des
médiateurs inflammatoires comme les prostaglandines et les leucotriénes qui, en attirant
des leucocytes au site d'inflammation entrainerait des dommages aux tissus probablement
par la libération de radicaux libres. La phospholipase A2 hydrolyse les phospholipides
dans la membrane cellulaire en acide arachidonique, qui est tres rapidement métabolisé par
la cyclo-oxygénase en prostaglandines qui sont des composants majeurs responsables de
I”inflammation de la douleur (Shirwaikar et al., 2011; Ramadevi et al., 2014 ). D’apres la
littérature les radicaux libres peuvent nuire aux tissus environnants, initiant une
peroxydation lipidique qui entraine la destruction de la membrane. Les tissus endommagés
provoquent une réponse inflammatoire par la production de mediateurs. Les agents
piégeurs des radicaux libres peuvent étre bénéfiques dans le traitement des troubles
inflammatoires (Sen et al., 2010).

La dénaturation est un processus dans lequel les protéines perdent leur structure
tertiaire et leur structure secondaire par application d'un stress externe ou d'un composé
chimique comme un acide ou une base forte, un sel inorganique concentre, un solvant
organique ou de la chaleur. La plupart des protéines perdent leur fonction biologique
lorsqu'elles sont dénaturées. La dénaturation des protéines tissulaires est l'une des causes
des maladies inflammatoires. Le mécanisme de dénaturation implique probablement une
altération électrostatique d'hydrogene et du pont disulfure (Mishra et al., 2011). Le

diclofénac sodique (médicament anti- inflammatoire) et I’extrait hydro alcoolique ont
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montré une capacité dépendant de la dose pour inhiber la dénaturation protéique induite
thermiquement.

Ces résultats expérimentaux soutiennent l'utilisation traditionnelle de cette plante pour
le traitement de diverses affections, en particulier contre I’inflammation.

A notre connaissance, aucun résultat sur I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire
in vitro par le test d’inhibition de la dénaturation des protéines n’a été rapporté par
d’autres auteurs sur Matricaria pubescens pour pouvoir comparer nos résultats, mais de
nombreuses études ont signalé I'effet anti-inflammatoire et antalgiques des alcaloides et
des huiles essentielles de Matricaria pubescens (Metrouh-Amir, Amir 2018 ;
Boutaghane et al ., 2011).
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Conclusion

L’objectif de ce travail etait d’adopter des bases scientifiques pour la validation de
certaines propriétés biologiques attribuées a cette plante, choisie sur la base de son usage
traditionnel.

Le mélange hydro-éthanolique s’est avérée comme solvant idéal d’extraction des
composés phénoliques, grace a sa capacité d’extraire les molécules polaires et apolaires ce
qui s’est traduit par les bons rendements obtenues avec ce solvant.

L analyse phytochimique a montré que les extraits éthanoliques sont riches en polyphénols
et flavonoides. D’autre part, tous les extraits possedent une activité antioxydante en
piégeant les radicaux libres, et protégeant les macromolécules contre I’oxydation.

Nos différents extraits ont révélé une inhibition efficace de la dénaturation thermique de
I’albumine comparent au diclofénac ils sont donc dotés d’une activité anti-inflammatoire.

La plante médicinale est une source prometteuse d’agents antioxydants et anti
inflammatoire ce qui est expliqué par la nature des composes présents dans cette plante
Notre étude a montré que la plante présente une bonne activité antioxydante et anti-
inflammatoire, ce qui justifie son utilisation dans la médecine complémentaire
(traditionnelle).

A I’essor de la présente étude, il serait intéressant de mener une étude plus approfondie
pour :

— Isoler, purifier et identifier les molécules responsables des activités précédentes

— Evaluer leurs activités anti-inflammatoires in vivo en étudiant la toxicité.

— Etudier les mécanismes d’action sur les médiateurs inflammatoires, les enzymes

impliquées dans la production des ROS et sur les systemes antioxydants in vivo.
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Annexes



Annexe 01 : Matérielles et Verrerie utilisées

Matérielles utilisées :

Balance de preécision
Balance de paillasse
Chauffe ballon 1L

Cryostat
Cuve CCM

Bain marie
Etuve.
Lampe UV

Micropipettes 100ul, 1000ul

Plaque chauffante
Rotavapor (Buchi461)

Soxhlet
Spectrophotometre UV-1601
Vortex

Verreries utilisées :

Ballon a fond rend 1L

Béchers : 50 ml, 100 ml, 500 ml
Boites de pétri en verre.

Cartouches



Eprouvettes 5 ml, 10 ml, 200 ml ,2000 ml
Erlenmeyer 100 ml, 250 ml, 1000 ml
Pinces

Pipettes Pasteurs

Spatule inox

Tubes a essai en verre 5ml, 25ml

Verres de montre

Annexe 02 : Appareil d’extraction

Dispositif Soxhlet



Annexe 03 : Tests préliminaires

% Screening phytochimique :
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255 phytochimique < Laay) ceids 8y JY) Jlexiuls soxhlet dapha s cadill 4yl cpialie oy shy GadAiWY) A
Folin- Gk ce 2 suddall Cls jay J it gl Jlaal (e Ao ja a3 o5 flavonoidess Jsiil pll Lald o ddadill il Sall
Slel e s iy soxhlet palitue o) (M lgle J goanll o3 ) iliil) juls | Ml Je (AICIS) psive oY1 Sl <5 Ciocalteu
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iLaly) «flavonoidess polyphénols s & «phytochimique 4wl» <Matricaria pubescens :dabidall cialsl
Ao sl sall

Résumé

Notre étude est basée sur I’évaluation de I’activité biologique de la partie aérienne de Matricaria
pubescens, une plante médicinale de la pharmacopée traditionnelle de la région Oued souf. Deux méthode
d’extraction le soxhlet et la macération éthanolique. Les tests phytochimiques ont révélés la présence de
principes actifs, en particulier les polyphénols et les flavonoides. Le dosage des polyphénols totaux et des
flavonoides est réalisé par la méthode de Folin Ciocalteu et les chlorures d’aluminium AICI; respectivement.
Les résultats obtenus indiquent que I’extrait de soxhlet présente la plus grande teneur de 59.25 + 0.27 ug
équivalent d’acide gallique /mg d’extrait et 12.106 + 1.07 ug équivalent quercétine /mg d’extrait. Tandis que
le faible teneur présent par la macération 41.365 + 1.01 ug équivalent d’acide gallique/mg d’extrait et 5.380 +
0.085 ug équivalant quercétine/mg d’extrait. L’évaluation de I’activité anti-radicalaire par la méthode de
piégeage des radicaux libre (DPPH) a montré une forte activité anti-radicalaire par soxhlet qui est inférieur a
celle du BHT avec ICso de 99.861 + 2.364 Est 16.415 + 2.461 respectivement par rapport a la macération
avec 1Cs0106.340 + 2.407. L’activité anti-inflammatoire des extraits a été explorée in vitro par le test
d’inhibition de dénaturation des protéines les extraits a montré une activité inhibitrice semblable au
diclofénac sodique avec un pourcentage d’inhibition 67.038 + 1.36, 58.038 + 2.551et 72.435 + 1.022
Respectivement.

Mots clés : Matricaria pubescens, étude phytochimique, polyphénols, flavonoides, activité biologique.
Abstract

Our study is based on the evaluation of the biological activities of the aerial part of Matricaria
pubescens, a medicinal plant of the traditional pharmacopoeia of Oued souf region. Two method of
extracting soxhlet and maceration ethanolic. Phytochemical tests have revealed the presence of active
ingredients, especially polyphenols and flavonoids. Total polyphenols and flavonoids are determined by the
Folin Ciocalteu method and AICI; aluminum trichlorides, respectively. The results obtained indicate that the
soxhlet extract has the highest content of 59.25 + 0.27 gallic acid equivalent / mg of extract and 12.106 +
1.07 equivalent quercetin / mg of extract. While the low content present by the maceration 41.365 + 1.01ug
equivalent of gallic acid / mg of extract and 5.380 + 0.085 ug equivalent quercetin / mg of extract. The
evaluation of the anti-free radical activities by the free radical scavenging method (DPPH) has shown a
strong anti-free radical activity by soxhlet, which is lower than that of the BHT with I1Cso of 99.861 + 2.364
And 16.415 + 2.461 respectively compared to the maceration with 1Cs 106.340 + 2.407. The anti-
inflammatory activity of the extracts was explored in vitro by the protein denaturation inhibition test the
extracts showed a inhibitory activity similar to sodium diclofenac with a percentage inhibition 67.038 +
1.36, 58.038 + 2.551 And 72.435 + 1.022 Respectively.

Key words: Matricaria pubescens, phytochemical study, determination of polyphenols and flavonoids,
biological activities.



