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Introduction

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production des radicaux

libres et leur élimination par des mécanismes protecteurs, appelés systèmes antioxydants. Ce

déséquilibre entraîne des dommages aux biomolécules (L’ADN, les lipides, les glucides, et les

protéines) et aux organes importants avec un impact potentiel sur l'ensemble de l'organisme.

Les antioxydants constituent une famille de substances capables de neutraliser les radicaux

libres et aussi d’empêcher la survenue des maladies liées au stress oxydant (Duracková,

2009).

Ces dernières années, plusieurs recherches scientifiques ont été développées pour

l’extraction, l’identification et la quantification des antioxydants naturels à partir des

substances naturelles à savoir, les plantes médicinales et les produits agroalimentaires (Fadili

et al., 2015). Les polyphénols représentent une famille importante d’antioxydants présents

dans les végétaux, ce sont d’excellents piégeurs des ERO et de très bons chélateurs des

métaux de transition comme le fer et le cuivre (Haleng et al., 2007). L’extraction des

principes actifs est une étape essentielle dans leur isolement, et leur identification. La qualité

thérapeutique d’un extrait naturel est liée à l’efficacité et à la sélectivité de la méthode

utilisée pour l’extraction (Gouegoui Bohui et al., 2019). La solubilité des composés

phénoliques dépend de leur nature chimique dans la plante, et la polarité du solvant utilisé.

Par conséquent, il est très difficile de développer un procédé d'extraction approprié à

l'extraction de tous les composés phénoliques de la plante (Mahmoudi et al., 2013).

Au cours des dernières décennies, il y a eu un intérêt croissant pour l'étude des plantes

médicinales et leur utilisation traditionnelle dans différentes régions du monde. Matricaria

pubescens Desf est une plante endémique d'Afrique du Nord et qui pousse en abondance dans

le Sahara Algérien, elle regroupe 1500 espèces dont beaucoup sont utilisées en pharmacie

grâce à leurs propriétés antioxydantes. Elle est plus commune dans l’Ahaggar, les oueds

sableux, caillouteux et visqueux, la steppe et les pâturages désertiques (Cherif, 2017). M.

pubescens Desf est fréquemment utilisé en médecine traditionnelle contre les douleurs

rhumatismales et musculaires, les douleurs osseuses et articulaires, la toux, les allergies, les

affections oculaires, la dysménorrhée, les piqûres de scorpion, la déshydratation et les maux

de dents (Maiza et al., 1995).

L’objectif de ce travail est d’étudier l’effet de quatre paramètres (nature et

concentration du solvant, durée et le rapport solide/ liquide) et de la méthode d’extraction

(macération et extraction assistée par ultrasons) sur la teneur en composés phénoliques et
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l’activité « scavenger » du radical DPPH et le pouvoir réducteur du fer de Matricaria

pubescens.

Le présent mémoire est composé de deux parties principales ; la première partie est

une synthèse bibliographique permettant de cerner l’essentiel du sujet, alors que la deuxième

partie est une étude expérimentale incluant les différentes méthodologies utilisées dans le but

d’atteindre l’objectif fixé pour ce mémoire.
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I. Stress oxydant, radicaux libres et antioxydants

I.1. Stress oxydant

Le stress oxydant représente l’incapacité de l’organisme à se défendre contre

l’agression des espèces réactive de l’oxygène (ERO), due à un déséquilibre lié à une

production accrue d’ERO ou bien à une diminution de la capacité antioxydante. Ce

déséquilibre peut survenir par des sources de production d’ERO (la pollution, le tabagisme,

une consommation excessive d’alcool…) (Defraigne et Pincemail, 2008).

I.2. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des molécules ou atomes ayant un ou plusieurs électrons non

appariés sur leur couche externe. La présence d’électrons non appariés confère une instabilité

énergétique et cinétique (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

a) Espèces réactives de l’oxygène (ERO)

Les ERO peuvent être produites à partir des substances de source endogène et exogène.

Les sources endogènes comprennent les mitochondries, le métabolisme du cytochrome P450,

les peroxysomes et l’activation des cellules inflammatoires. Puisque les mitochondries sont le

principal site des radicaux libres, ils sont fortement enrichis en antioxydants y compris les

enzymes, comme la superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase (GPx) (Valko

et al., 2006).

b) Espèces réactives de l’azote (ERA)

La surproduction d'espèces azotées réactives est appelée stress nitrosatif. Cela peut se

produire lorsque la génération d'espèces azotées réactives dans un système dépasse la capacité

du système à les neutraliser et à les éliminer. L’oxyde nitrique (NO•) est un radical réactif

abondant qui agit comme une importante molécule de signalisation biologique oxydative dans

une grande variété de processus physiologiques divers, y compris la neurotransmission, la

régulation de la pression artérielle, les mécanismes de défense, la relaxation des muscles lisses

et la régulation immunitaire (Valko, et al., 2007).

I.3. Dommages oxydatifs des radicaux libres

Les ERO non détoxiquées par le système antioxydant, et l’efflux continu des ERO

provenant de sources endogènes et exogènes entraînent des dommages oxydatifs continus et

cumulatifs sur les composants cellulaires et modifient de nombreuses fonctions cellulaires

(Koechlin-Ramonatxo, 2006). Les cibles biologiques les plus vulnérables aux dommages
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oxydatifs sont les enzymes protéiques, les membranes lipidiques et l’ADN (kohen et Nyska,

2002).

I.4. Antioxydants et systèmes de défense

L'exposition aux radicaux libres de diverses sources a conduit les organismes à

développer une série de mécanismes de défense impliquant : des mécanismes de prévention,

des mécanismes de réparation, des défenses physiques et des défenses antioxydantes. Les

défenses antioxydantes enzymatiques comprennent la superoxyde dismutase (SOD), la

glutathion peroxydase (GPx), et la catalase (CAT). Les antioxydants non enzymatiques sont

représentés par l'acide ascorbique (Vitamine C), le α-tocophérol (Vitamine E), le glutathion,

les caroténoïdes, les flavonoïdes et d’autres antioxydants. Dans des conditions normales, il

existe un équilibre entre les activités et les niveaux intracellulaires de ces antioxydants. Cet

équilibre est essentiel à la survie des organismes et à leur santé (Valko, et al., 2007).

II. Généralités sur les composés phénoliques

II.1. Définition

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires caractérisés par la

présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles. Ils sont présents dans

toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits,

graines et bois) (Boizot et Charpentier, 2006). Ils jouent un rôle important dans les

mécanismes de défense de la plante contre des champignons et des prédateurs, comme les

insectes et les oiseaux. Actuellement il est reconnu que les composés phénoliques sont une

source majeure d’antioxydants naturels permettant de lutter contre le vieillissement cellulaire

(Khady Ba et al., 2010).

II.2. Voies de synthèse des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont synthétisés à partir des hydrates de carbone par la voie

de l’acide shikimique (conduisant après transamination et désamination aux acides

cinnamiques et à leurs dérivés) et par la voie de l’acétate (conduisant aux poly-cetoesters ou

polyacetates). La structure des composés phénoliques va du simple noyau aromatique de

faible poids moléculaire jusqu’aux tanins complexes de très haut poids moléculaire (Chira et

al., 2008).
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II.3. Principales classes des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent être regroupés en plusieurs classes. Les premiers

critères de distinction entre ces classes sont le nombre d’atomes de carbone constitutifs et la

structure de base du squelette carbone (Tableau I) (Macheix, 1996).

Tableau I : Les principales classes des composés phénoliques (Macheix, 1996).

a) Acides phénoliques et leurs dérivés

 Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoïques ont une structure de C6-C1, composée d’un noyau

benzénique sur lequel vient s’attacher une chaine aliphatique à un carbone. Dans cette classe

se trouve l’acide vanillique, l’acide syringique, l’acide gentisique et l’acide gallique (Chira et

al., 2008) (Figure 1).

 Acides hydroxycinnamiques

L’acide cinnamique est un composé de C6-C3 produit par une désamination de la

phénylalanine catalysée par la phénylalanine amonia-lyase. Leur squelette de base est un

Nombre
d’atomes

de
carbone

Squelette
de base

Classe Exemple
Plante

alimentaire
(exemple)

6 C6 Phénols simples Catechol /

7 C6-C1 Acides hydroxybenzoiques p-Hydroxybenzoique Epices,

fraise

9 C6-C3 Acides hydroxycinnamiques
Coumarines

Acide caféique
Scopoline

Pomme
de terre,
Citrus

10 C6-C4 Naphthoquinones Juglone Noix

13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine Mangue

15 C6-C3-C6
Flavonoids

Isoflavonoides
Quercetol, cyanidol

Daidzeine

Fruits,
légumes

Soja, pois

N (C6-C3) n Lignines /
Fruits

A noyau

N (C15) n Tannins /
Raisin

rouge, Kaki
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noyau benzénique avec une chaine aliphatique à 3 carbones, avec un ou plusieurs

groupements hydroxyles souvent estérifies en ester d’alcool aliphatique. Les acides

hydroxycinnamiques communs sont les acides caféique, p-coumarique, ferulique et sinapique

(Chira et al., 2008) (Figure 1).

Figure 1 : Structures chimiques des acides hydroxybenzoïques et hydroxycinnamiques

(Chira et al., 2008).

b) Flavonoïdes

Les flavonoïdes sont des composés possédant un squelette de base à quinze atomes de

carbone, constitués de deux noyaux aromatiques et d'un hétérocycle central de type pyranne

(Figure 2), formant une structure C6-C3-C6 (De Souza et De Giovani, 2004). Ce sont les

composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques. Il existe plusieurs classes

de flavonoïdes, dont les principales sont les flavones, les flavonols, les flavan-3-ols, les

isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines (Afanas’ev et al., 2000).

Figure 2 : Squelette de base des flavonoïdes (Atmani et al., 2009).
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c) Tanins

Les tanins sont des polyphénols possédant la propriété de précipiter les protéines. Ils

Sont classiquement subdivisés en tanins hydrolysables, dérivés de l'acide gallique et en tanins

condensés, formés à partir des flavanols et des flavanes-3,4-diols (Macheix, 1996).

II.4. Propriétés biologiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques ont la capacité à promouvoir des avantages pour la santé

humaine tels que la réduction de l'incidence de certaines maladies dégénératives comme le

cancer, le diabète, la réduction des facteurs de risque de maladies cardiovasculaires, aussi ils

ont des activités anti-inflammatoires, antioxydantes, antimutagènes et antimicrobiennes

(Dahmoune et al., 2015).

Les polyphénols exercent une activité antioxydante via plusieurs mécanismes, dont le

piégeage direct des espèces réactives de l’oxygène (ERO), l’inhibition des enzymes

génératrices d’ERO, et l’induction de la biosynthèse d’enzymes antioxydantes (Halliwell,

1994).

III. Méthodes d’extraction des composés phénoliques

III.1. Définition

Des solvants comme l'eau, les alcools (principalement l'éthanol et le méthanol) sont

utilisés pour extraire les polyphénols. Dans les méthodes traditionnelles, un équipement

simple est utilisé tels que; la macération, l'extraction par Soxhlet, etc., où souvent la qualité, la

quantité et le temps d'extraction sont discutables. Au fil du temps, ces méthodes ont été

améliorées pour augmenter l'efficacité et réduire le temps d'extraction. De nombreuses

techniques d'extraction modernes telle que l’extraction assistée par ultrasons (EAU), ont été

développées pour une extraction rapide et sélective avec moins de solvant (Palash, 2018).

III.2. Méthodes conventionnelles

III.2.1 Infusion

Elle convient pour la préparation de tisane à base d'herbes délicates ou finement

hachées (feuilles, fleurs, graines, écorce, et racines). La préparation faite en versant de l'eau

bouillante sur une quantité requise d'herbes, fraîches ou séchées, puis couvrir et laisser infuser

10 à 15 minutes, puis filtrer. (Kraft et Hobbs, 2004).

III.2.2. Décoction

La décoction est une méthode d’extraction des principes actifs d’un végétal par

dissolution dans un liquide maintenu bouillant (Gouegoui Bohui et al., 2019).
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III.2.3. Macération

La macération est un procédé qui consiste à laisser séjourner une plante dans un

solvant à froid pour en extraire les principes actifs. Elle est également utilisée pour empêcher

l'extraction de constituants indésirables qui se dissolvent dans l'eau chaude. (Kraft et Hobbs,

2004).

III.2.4. Extraction par Soxhlet

L’extraction par Soxhlet est une technique utilisée pendant longtemps, et la référence

principale pour évaluer la performance d’autres méthodes d’extraction solide-liquide (Nguyen

Van, 2010). Dans l’appareil de Soxhlet, l'échantillon est placé dans une cartouche en papier-

filtre épais et pendant l'opération est progressivement rempli de solvant frais condensé

provenant de tube de distillation. Lorsque le liquide atteint un niveau de débordement, un

siphon aspire tout le contenu de la cartouche et le refoule dans la distillation, transportant les

extraits dans le liquide en vrac. Cette opération est répétée jusqu'à la fin de l’extraction.

Soxhlet est une technique très simple. Cette simplicité rend les procédures pour différents

échantillons très similaires (Luque de Castro et Garcea Ayuso, 2000).

Figure 3: Schéma d’un extracteur Soxhlet (Nguyen Van, 2010).
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III.3. Méthodes vertes

III.3.1. Extraction assistée par ultrasons (EAU)

 Définition

L’utilisation des ultrasons est de plus en plus employée comme méthode alternative

par rapport à l'extraction traditionnelle des produits naturels car ils raccourcissent les temps de

traitement et de séjour et accélèrent le transfert de chaleur et de masse, respectueux de

l'environnement (Dahmoune et al., 2015). Les ondes sonores génèrent des vibrations

mécaniques supérieures de 20 kHz dans un liquide, un solide, ou un gaz. Elles peuvent se

propager dans une matière et impliquent des cycles d’expansion et de compression (Luque-

García et Luque de Castro, 2004). Il existe deux conceptions générales des extracteurs

assistés par ultrason : les bains ultrasoniques ou les extracteurs fermés équipés d’un capteur

ultrasonique (Mason et al., 1996).

(A) (B)

Figure 4 : (A) représente une photographie d’un sonificateur à ultrasons, et (B) représente

une photo d’un bain à ultrasons (1, 2).

 Principe d’extraction assistée par ultrasons

Le principe est basé sur la génération des bulles de cavitation à l'intérieur du milieu ;

en s'effondrant, des millions de ces bulles microscopiques libèrent de l'énergie, créant des

zones localisées de haute pression et de température. Le mécanisme est connu sous le nom

d'effet de cavitation. Le mécanisme peut être décrit en 4 étapes (Chemat et al., 2011) (Figure

5) :

 Dans la première étape, des bulles de cavitation sont générées près de la surface de la

matrice végétale lors de l'application d'ondes ultrasonores ;

 Dans la deuxième étape, les bulles sont effondrées, libérant un micro-jet avec une

pression et une température vers la surface ;
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 Dans la troisième étape, la surface de la matrice est rompue et un contact direct est

établi entre les ingrédients actifs à l'intérieur de la cellule et le solvant extérieur ;

 Enfin, les composants actifs sont libérés et transportés vers le solvant.

Figure 5 : Mécanisme de libération des composants actifs des cellules à l'aide d'ondes

ultrasonores (Palash, 2018).

 Avantages de l’extraction assistée par les ultrasons

Les EAU présentent de multiples avantages (Palash, 2018).

 C’est un moyen écologique et efficace d'augmenter le transfert de masse ;

 Il nécessite moins de solvant et il est compatible avec n'importe quel solvant

(toutefois, l'affinité des solvants pour les composants actifs doit être prise en compte) ;

 Tous ces facteurs réduisent le coût de l'extraction par ultrasons ;

 Les applications des EAU sont variées, notamment des extractions d'huiles essentielles

ou polyphénols.

IV. Présentation de « Matricaria pubescens »

IV.1. Description botanique et répartition géographique

Matricaria pubescens Desf est une espèce appartenant à la famille des Astéracées, elle

pousse en abondance dans les régions sahariennes, et elle est endémique d'Afrique du Nord

(Cherif, 2017).

M. pubescens Desf est une petite plante annuelle de 10 à 20 cm de haut, atteignant

rarement 40 cm, avec de nombreuses tiges rostrées, qui deviennent dressées. Les fines tiges

vertes foncées ne sont que très peu ramifiées. Les feuilles profondément disséquées, dont

chaque lobe se termine par une pointe blanche, sont légèrement charnues et mesurent entre 10

et 20 mm de long. Les fleurs tubulaires jaunes sont regroupées en têtes discoïdes

hémisphériques. Les capitules mesurent environ 5 à 8 mm de diamètre et sont fixés aux

extrémités des tiges. Les fruits sont des akènes à petite membrane pappus pour aider à la
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dispersion. Toute la plante a un parfum très agréable. La floraison a lieu au printemps dans le

nord du Sahara algérien, et à tout moment après la pluie dans le centre du Sahara algérien

(Makhloufi et al., 2012).

Figure 6 : Photographe de Matricaria pubescens Desf. (Makhloufi et al., 2012).

IV.2. Classification botanique

La dénomination de l'espèce Matricaria pubescens diffère d'une région à l'autre,

appelée Guertoufa à El Goléa et Ouargla, Ainasnis au Tassili  et à Béchar Ouazouaza et

Guertoufa Khadra (Maiza et al., 1993). La classification botanique de la plante Matricaria

pubescens est représentée dans le tableau II.

Tableau II : Classification botanique de Matricaria pubescens (Bouden, 2018).

Embranchement Spermaphytes

S/embranchement Angiospermes

Classe Monocotyledones

Sous classe Compositea

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Matricaria

Espèce Matricaria pubescens Desf.
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IV.3. Composition chimique

L'analyse phytochimique de M. pubescens a révélé la présence d'un certain nombre de

composés chimiques tels que les composés phénoliques, les flavonoïdes, les tanins (Metrouh-

Amir et al., 2015), les alcaloïdes, les saponines, les terpénoïdes, les stéroïdes et les

cardénolides (Djellouli et al., 2013).

IV.4. Utilisation pharmacologique et traditionnelle

Matricaria pubescens est fréquemment utilisée en médecine traditionnelle contre les

douleurs rhumatismales et musculaires, les douleurs osseuses et articulaires, la toux, les

allergies, les affections oculaires, la dysménorrhée, les piqûres de scorpion, la déshydratation

et les maux de dents (Maiza et al., 1995). Les tiges et les feuilles broyées sont utilisées

comme filtre pour le beurre de chèvre, donnant un bel arôme au beurre et aidant à sa

conservation (Laouini et al., 2016).

Matricaria pubescens est une plante utilisée pour préparer l’une des tisanes à

ingrédient unique les plus couramment consommées par la population du M'Zab (Sahara

septentrional algérien), et qui est également utilisée comme condiment dans le "couscous" ou

"chorba" ou un arôme de boisson lactée (Boutaghane et al., 2010). M. pubescens est

relativement abondante et largement utilisée en médecine populaire comme anti-

inflammatoire, analgésique et antiseptique (Bellakhdar et al., 1987; Bellakhdar, 1997).
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I. Matériel et Méthodes

I.1. Préparation du matériel végétal

La plante entière Matricaria pubescens, a été récoltée d’une manière aléatoire en

Mars 2022 à la Wilaya de Bechar (Algérie). Après la récolte, la plante a été nettoyée des

poussières et de toutes autres impuretés, puis séchée à une température ambiante dans un

endroit aéré et à l’abri de la lumière. Le matériel végétal séché a été broyé puis tamisé. Les

fractions dont le diamètre est inférieur à 250 µm ont été retenues pour l’extraction.

I.2. Extraction des composés phénoliques

Dans la présente étude, l’extraction des composés phénoliques à partir du M

.pubescens, a été réalisée en testant l’effet de la nature et la concentration du solvant, la durée

d’extraction et le rapport solide/liquide, tout en appliquant deux techniques d’extraction

a savoirs ; extraction par macération et extraction assistée par ultrasons.

I.2.1. Effet de la nature du solvant d’extraction

Afin d’étudier l’effet de la nature du solvant d’extraction, les composés phénoliques

totaux de M. pubescens ont  été extraits par  macération pendant 1 heure 30 min et  par

ultrasons pendant 30 min, en utilisant comme solvants l’eau distillée, l’acétone 50%, le

méthanol 50% et l’éthanol 50%.

Une quantité de 0,1 g de la poudre de M. pubescens a été mélangée avec 20 mL du

solvant d’extraction. Après 1 heure 30 min de macération ou 30 min d’extraction assistée par

ultrasons, les mélanges obtenus ont été filtrés et conservés pour le dosage des composés

phénoliques et les flavonoïdes et l’évaluation de l’activité antioxydante.

I.2.2. Effet de la concentration du solvant d’extraction

Pour étudier l’effet  de la concentration du  solvant, l’extraction a été réalisée en

utilisant le solvant qui a donné le meilleur rendement en composés phénoliques à différentes

concentrations : 30%, 50%, 70% et 90%.

Une quantité de 0,1 g de la poudre a été mélangée avec 20 mL du solvant d’extraction.

Après 1 heure 30 min de macération ou 30 min d’extraction par ultrasons, les mélanges

obtenus ont été filtrés et conservés.

I.2.3. Effet de la durée d’extraction

L’effet de la durée d’extraction sur la teneur en composés phénoliques, en

flavonoïdes et sur l’activité antioxydante de M. pubescens a été étudié en réalisant des
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extractions par macération pendant : 1 heure 30 min, 2 heures, 2 heures 30 min et 3 heures, et

par ultrasons pendant 10 min, 20 min, 30 min et 40 min, en mélangeant 0,1 g de la poudre

avec 20 mL du solvant qui a donné les meilleurs résultats précédemment.

I.2.4. Effet du rapport solide-liquide

Pour les deux techniques d’extraction étudiée, l’effet du rapport solide/liquide a été

évalué en testant quatre rapport solide/liquide à savoirs : 0,05/20 ; 0,1/20 ; 0,2/20

et 0,4/20 (g/mL).

L’extraction a été réalisée en sélectionnant les meilleures conditions déterminées

précédemment. Une quantité de 0,05 ; 0,1 ; 0,2 ou 0,4 g de la poudre a été mélangée

avec 20 mL d’acétone (50%). Après 1 heure 30 min de macération, ou 30 min d’extraction

par ultrasons, les mélanges obtenus ont été filtrés et conservés.

I.3. Détermination de la teneur en antioxydants

I.3.1. Dosage des composés phénoliques

 Principe

Le principe est basé sur la réduction en milieu alcalin de l’acide phosphotungstique

(H3PW12O40) et phosphomolybdique (H3PMo12O40) du réactif de Folin-Ciocalteu en un

mélange d’oxydes bleus de tungstène (W8O23) et de molybdène (Mo8O28), lors de l’oxydation

des polyphénols. L’absorbance est proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans

l’échantillon (Ribéreau-Gayon et al., 1982).

 Mode opératoire

La teneur en composés phénoliques est estimée selon la méthode de Kähkonen et al.

(1999). Un volume de 0,5 mL du réactif de Folin-Ciocalteu est ajouté à 100 uL d’extrait.

Après 3 minutes, 0,4 mL de la solution de carbonate de sodium (7,5%) sont ajoutés. Après 1

heure d’incubation, l’absorbance est mesurée à 740 nm. La concentration en composés

phénoliques des extraits, exprimée en gramme équivalent de l’acide gallique (EAG) par 100 g

de matière sèche (Poudre), est déterminée en se référant à la droite d’étalonnage (Annexe

N°1).
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I.3.2. Dosage des flavonoïdes

 Principe

Les flavonoïdes forment des complexes jaunâtres avec l’aluminium sous forme d’ions

Al+3 après décomposition de chlorure d’aluminium (AlCl3). Les complexes formés sont

responsables de l’absorption de la lumière dans le visible (Ribéreau-Gayon, 1968).

 Mode opératoire

Les teneurs en flavonoïdes des extraits obtenus sont déterminées par la méthode de

Lamaison et Carnet, (1990). Une quantité de 0,5 mL de chaque extrait a été ajoutée à un

volume égal de chlorure d’aluminium (2%). L’absorbance a été lue à 430 nm après 20 min

d’incubation. Les résultats sont exprimés en gramme équivalent quercétine (EQ) par 100 g de

matière sèche à partir de la droite d’étalonnage (Annexe N°2).

I.4. Evaluation de l’activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits de M. pubescens a été déterminée en utilisant deux

tests différents à savoir : l’activité « scavenger » du radical DPPH et le pouvoir réducteur du

fer.

I.4.1. Activité « scavenger » du radical DPPH

 Principe

Un antioxydant a la capacité de donner un hydrogène au radical synthétique DPPH

(2,2-diphenyl-1-picryl hydrazyl) de coloration violette (forme oxydée) pour le réduire en

DPPH-H (2,2-diphenyl-1-picryl hydrazine) de coloration jaune-verte (Molyneux, 2004).

 Mode opératoire

L’effet « scavenger » du DPPH est déterminé par la méthode de Kroyer et Hegedus,

(2001), 100 uL d’extrait sont ajoutés à 900 µL de DPPH (60 μM). Après 1 heure d’incubation

à l’obscurité, l’absorbance a été lue à 517 nm. L’activité « scavenger » du DPPH est exprimée

en gramme équivalent acide ascorbique (EAA) par 100 grammes de matière sèche à partir de

la droite d’étalonnage (Annexe N°3).

I.4.2.Pouvoir réducteur du fer

 Principe

L’analyse du pouvoir réducteur est basée sur la réduction du fer ferrique (Fe3+) du

complexe ferricyanure-Fe3+ en fer ferreux (Fe2+), en présence d’antioxydants réducteurs
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(Bijoy et al., 2008). La forme réduite donne une couleur verte qui est proportionnelle au

pouvoir réducteur de l’extrait (Gülçin et al., 2003).

 Mode opératoire

Le pouvoir réducteur est estimé par la méthode de Yildirim et al. (2001) ; 1 mL

d’extrait est additionné à 2,5 mL de tampon phosphate (0,2 M, pH 6,6) et 2,5 mL de

ferricyanure de potassium (1%). Après incubation à 50°C pendant 20 min, 2,5 mL d’acide

trichloracétique (10%) sont ajoutés au mélange. Après centrifugation à 3000 g pendant 10

min, 2,5 mL du surnageant sont mélangés avec 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL de chlorure

ferrique (0,1%). L’absorbance est mesurée à 700 nm, les résultats sont exprimés en gramme

équivalent acide ascorbique (EAA) par 100 grammes de matière sèche à partir de la droite

d’étalonnage (Annexe N°4).

I.5. Etude statistique

L’analyse statistique des résultats a été effectuée avec l’ANOVA univariée (test

Tukey-Kramer, logiciel JMP14) et la comparaison des résultats est prise à la probabilité

(P<0,05). Toutes les données représentent la moyenne de trois essais ± écart type.
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II. Résultats et discussion

La présente étude a été consacrée à la détermination de l’effet de la technique

d’extraction (macération et ultrasons) et de plusieurs paramètres à savoir : la nature et la

concentration du solvant, la durée et le rapport solide/liquide d’extraction sur la teneur en

polyphénols totaux, en flavonoïdes et l’activité antioxydante de M. pubescens.

II.1. Effet de la nature du solvant d’extraction

Pour les deux  techniques d’extraction testées, l’effet de la nature du  solvant

d’extraction sur la teneur en polyphénols, en flavonoïdes, et sur l’activité antioxydante de M.

pubescens, a été évalué par l’eau distillée, le méthanol 50%, l’éthanol 50% et l’acétone 50%.

L’extraction par macération a été réalisée pendant 1 heure 30 min, et l’extraction assistée par

ultrasons pendant 30 min.

 Sur la teneur en composés phénoliques

L’analyse statistique des teneurs en  composés phénoliques  des extraits du M.

pubescens a révélé des différences significatives en fonction du solvant utilisé pour les deux

techniques suivies pour l’extraction (p˂0,05) (Figure 7).

Cette étude a révélé que pour les deux techniques d’extractions testées, les meilleures

teneurs en composés phénoliques de M. pubescens ont été obtenues en utilisant l’acétone

aqueux (50%) comme solvant d’extraction, avec des valeurs de 4,09 g EAG/100 g MS par

ultrasons et 3,86 g EAG/100 g MS par macération. Tandis que les plus faibles teneurs ont été

trouvées par macération dans l’extrait éthanolique (50%) et par ultrasons dans l’extrait aqueux

avec des valeurs de 2,44 g EAG/100 g MS et 2,15 g EAG/100 g MS, respectivement.

La solubilité des composés phénoliques dépend de leur nature chimique et elle est

affectée par la polarité du solvant utilisé.

L’étude menée par AL-Farsi et Lee, (2008) a montré que l’acétone diluée à 50%

est le meilleur solvant d’extraction des composés phénoliques à partir des graines de datte. De

plus, Farhoosh, (2009) a rapporté que l’acétone diluée à 50% est le solvant le plus

efficace pour l’extraction des polyphénols dans sa recherche et cela est dû à sa meilleure

sélectivité et sa faible viscosité, du coup cette optimisation est similaire aux résultats obtenus.

Pour mieux extraire les composés phénoliques il est préférable d’utiliser le solvant

acétonique plutôt que le méthanol ou l’éthanol, car il a l’avantage de précipiter les protéines

est d’extraire faiblement les sucres (Boizot et Charpentier, 2006).
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Figure 7 : Effet de la nature du solvant et de la technique d’extraction sur la teneur en

composés phénoliques du M. pubescens.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

 Sur la teneur en flavonoïdes

Les teneurs en flavonoïdes des extraits de M. pubescens varient d’une façon

significative selon la nature du solvant et la technique d’extraction utilisés (Figure 8).

Figure 8 : Effet de la nature du solvant et de la technique d’extraction sur la teneur en

flavonoïdes du M. pubescens.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

Les résultats obtenus ont montré que les meilleures teneurs en flavonoïdes sont

enregistrées dans les extraits acétoniques (50%) avec une teneur de 0,76 g EQ/100 g MS
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obtenue par macération et une  teneur de 0,62 g EQ/100 g  MS obtenue  par ultrasons,

alors que la teneur la plus faible a été trouvée dans l’extrait aqueux pour les deux techniques

testées avec des valeurs de 0,25 g EQ/100 g MS (macération) et 0,23 g EQ/100 g MS

(ultrasons).

D’après Boulekbache-Makhlouf et al. (2013), l’acétone (70%) est le meilleur

solvant pour l’extraction des composés phénoliques et des flavonoïdes de l’aubergine pelée

par rapport à l’éthanol (70%) et le méthanol (70%). Ce qui pourrait soutenir les résultats

trouvés.

 Sur l’activité « scavenger » du radical DPPH

L’analyse statistique a montré une différence significative entre les activités anti-

radicalaire (DPPH) des extraits obtenus selon la technique et le solvant utilisés (p<0,05)

(Figure 9).

Figure 9 : Effet de la nature du solvant et de la technique d’extraction sur l’activité

« scavenger » du radical DPPH du M. pubescens.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

Dans la présente étude, tous les extraits ont présenté une activité anti-radicalaire

(DPPH). Les résultats ont montré que le meilleur pouvoir anti-radicalaire (DPPH) (0,195 g

EAA/100 g MS) a été obtenu en utilisant la technique de macération et l’acétone dilué à 50%

pour l’extraction, suivi par les extraits ethanolique (50%) et méthanolique (50%) de valeur

0,193 g EAA/100 g MS.
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La technique d’extraction assistée par ultrasons a permis de donner le meilleur

pouvoir anti-radicalaire (DPPH) dans l’ extraits acétonique (50%) et éthanolique (50%)

avec la même valeur qui est de 0,19 g EAA/100 g MS, suivi par l’extrait méthanolique

(50%) avec une valeur de 0,189 g EAA/100 g MS.

Tandis que les faibles activités «scavenger» du radical DPPH ont été trouvées dans

les extraits préparés avec l’eau distillée pour les deux techniques d’extractions avec la même

valeur (0,187 g EAA/100 g MS).

Les solvants utilisés pour l’extraction des polyphénols ont des effets significatifs sur la

détermination de la capacité de piégeage du radical DPPH pour l’aubergine pelée

(Boulekbache-Makhlouf et al., 2013). Ce qui confirme les résultats de ce travail.

 Sur le pouvoir réducteur du fer

L’analyse statistique des résultats du pouvoir réducteur du fer a révélé des différences

significatives en fonction du solvant utilisé et de la technique suivie pour l’extraction

(p˂0,05) (Figure 10).

Figure 10 : Effet de la nature du solvant et de la technique d’extraction sur le pouvoir

réducteur du fer de M. pubescens.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

Les résultats obtenus ont montré que les meilleurs pouvoirs réducteurs du fer ont été
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éthanolique obtenus par macération ont enregistrés les pouvoirs réducteurs les plus faibles

avec des valeurs de 0,52, 1,21, et 1,22 g EAA/100 g MS, respectivement.

Settharaksa et al. (2014) ont révélé que l’extrait aqueux de Syzygium gratum a

un pouvoir réducteur du fer plus élevé que les extraits méthanolique et ethanolique. Ce qui

confirme les résultats de ce travail.

L’analyse globale des résultats a montré que le meilleur solvant d’extraction des

composés phénoliques est l’acétone. Concernant la méthode appliquée pour l’extraction,

l’étude a révélé que la meilleure teneur en composés phénoliques a été obtenue par la

technique d’extraction assistée par ultrasons, tandis que la teneur la plus élevée en

flavonoïdes  et les meilleures activités antioxydantes ont été obtenues par macération.

D’après Quiroz-Reyes et al. (2013), les teneurs en composés phénoliques des

extraits de cacao obtenus par ultrasons sont plus élevées que celles des extraits obtenus par

macération. Les effets mécaniques de la sonication permettent une plus grande pénétration

du solvant dans les cellules, améliorent le transfert de masse et permettent l’extraction de

teneurs en composés phénoliques plus élevées par rapport à la teneur extraite par macération.

II.2. Effet de la concentration du solvant d’extraction

Pour déterminer l’effet de la concentration du solvant d’extraction sur la teneur en

polyphénols, en flavonoïdes et sur l’activité antioxydante de M. pubescens, l’extraction a été

réalisée par macération pendant 1 heure 30 min et par ultrasons pendant 30 min en

utilisant quatre concentrations de l’acétone (30%, 50%, 70% et 90%).

 Sur la teneur en composés phénoliques

L’analyse statistique des teneurs en composés phénoliques des extraits du M.

pubescens a révélé des différences significatives en fonction de la concentration du solvant

utilisé et de la technique suivie pour l’extraction (p˂0,05) (Figure11).

Cette étude a révélé que pour les deux techniques d’extractions testées, les meilleures

teneurs en composés phénoliques de M. pubescens ont été obtenues en utilisant l’acétone

(50%), avec des valeurs de 4,09 g EAG/100 g MS obtenue par ultrasons et 3,86 g EAG/100 g

MS obtenue par macération. Suivi par  l’acétone  (30%),  avec  des  valeurs  de  3,62 g

EAG/100 g MS obtenue par ultrasons, et 2,71 g EAG/100 g MS obtenue par macération.

Tandis que les plus faibles teneurs, ont été obtenues en utilisant l’acétone (90%) avec des

valeurs de 2,88 g EAG/100 g MS par ultrasons, et de 1,68 g EAG/100 g MS par macération.
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Figure 11 : Effet de la concentration du solvant et de la technique d’extraction sur la

teneur en composés phénolique de M. pubescens.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

L’analyse de ces résultats révèle que la teneur en composés phénoliques des extraits

de M. pubescens a augmenté avec l'augmentation de la concentration d'acétone de 30 à 50%.

A partir de la concentration en acétone de 50%, cette teneur a été diminuée.

L’étude menée par Uma et al. (2010) a montré que la teneur en composés

phénoliques des extraits des feuilles de henné a augmenté avec l'augmentation de la

concentration d'acétone de 20 à 60%. A partir de la concentration en acétone de 60%, cette

teneur a été diminuée.

 Sur la teneur en flavonoïdes

Les teneurs en flavonoïdes des extraits de M. pubescens varient d’une

manière significative selon la concentration du solvant et la technique d’extraction testée

(Figure 12).

L’analyse statistique a montré que la teneur en flavonoïde a augmenté d’une façon

proportionnelle avec la concentration du solvant d’extraction.

Dans la présente étude, les meilleures teneurs en flavonoïdes ont été trouvées dans les

extraits acétoniques (90%) pour les deux techniques d’extraction avec des valeurs de 1,2 g

EQ/100 g MS (par ultrasons) et de 1,07 g EQ/100 g MS (par macération). Tandis que les plus

faibles teneurs ont été trouvées dans les extraits acétoniques dilués à 30%.
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Figure 12 : Effet de la concentration du solvant et de la technique d’extraction sur la teneur

en flavonoïdes de M. pubescens.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

 Sur l’activité « scavenger » du radical DPPH

L’étude statistique a montré une différence significative entre les activités anti-

radicalaire (DPPH) des extraits obtenus selon la concentration du solvant et la technique

utilisée (p<0,05) (Figure 13).

Figure 13 : Effet de la concentration du solvant et de la technique d’extraction sur l’activité

«scavenger » du radical DPPH de M. pubescens.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).
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Dans la présente étude, tous les extraits ont exercé une activité anti-radicalaire

(DPPH). Les résultats obtenus ont montré que les extraits acétoniques (50%) de M.

pubescens ont exercé le meilleur pouvoir anti-radicalaire (DPPH), pour les deux techniques

avec des valeurs de 0,195 g EAA/100 g MS (par macération) et 0,19 g EAA/100 g MS (par

ultrasons), suivi par les extraits acétoniques dilués à 30 et à 70%, avec des valeurs de 0,19 g

EAA/100 g MS (par macération) et 0,188 g EAA/100 g MS (par ultrasons).

Tandis que les plus faibles activités « scavenger » du radical DPPH ont été trouvées

dans les extraits acétoniques dilués à 90%, pour les deux techniques d’extractions, avec des

valeurs de 0,188 g EAA/100 g MS (par macération) et 0,187 g EAA/100 g MS (par ultrasons).

Chirinos et al. (2007) ont montré que l’eau en combinaison avec le solvant contribue

à la création d’un solvant modérément polaire qui assure à la fois l'extraction des composés

phénoliques et la préservation de leur activité antioxydante.

 Sur le pouvoir réducteur du fer

Pour les deux techniques d’extraction (macération et ultrason), l’étude statistique

de l’effet de la concentration du solvant sur le pouvoir réducteur du fer a montré une

différence significative entre les activités antioxydantes obtenues selon la concentration du

solvant et la technique d’extraction (p˂0,05) (Figure 14).

Figure 14 : Effet de la concentration du solvant et de la technique d’extraction sur le

pouvoir réducteur du fer de M. pubescens.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).
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Dans la présente  étude, les  extraits acétoniques dilués à 50% de M. pubescens

ont exercé le meilleur pouvoir réducteur du fer pour les deux techniques d’extraction. Tandis

que les faibles pouvoirs réducteurs ont été observés dans les extraits acétoniques dilués à

30% obtenus par ultrasons et les extraits acétoniques dilués à 90% obtenus par

macération, avec les valeurs 0,90 g EAA/100 g MS et 0,97g EAA/100 g MS,

respectivement.

Le changement de la polarité du solvant modifie sa capacité à dissoudre un groupe

sélectionné de composés antioxydants et influence l’estimation de l’activité antioxydante

(Turkmen et al., 2006).

L’analyse des résultats obtenus a montré que la meilleure concentration de l’acétone

pour l’extraction des composés phénoliques est 50%, et pour l’extraction des flavonoïdes

est 90%.

Pour la technique d’extraction la plus efficace, dans cette étude les meilleurs teneurs

en composés phénoliques et en flavonoïdes ont été obtenues par la technique d’extraction

assistée par ultrasons. Alors que les plus fortes activités antioxydantes ont été obtenues par

macération.

L’étude menée par Javanovic et al. (2017), a montré que la teneur la plus

élevée en polyphénols totaux des extraits d’herbe de Thymus serpillum est obtenue par

ultrason. Saini et al. (2019) ont trouvé que l’extraction par ultrasons a donné la teneur la

plus élevée en flavonoïdes. Ce qui concorde avec les résultats de la présente étude.

II.3. Effet de la durée d’extraction

Pour déterminer l’effet de la durée d’extraction en utilisant l’acétone 50% comme

solvant sur la teneur en polyphénols et en flavonoïdes et sur l’activité antioxydante de M.

pubescens, quatre durées ont été utilisées 1 heure 30 min, 2 heures, 2 heures 30 min, et 3

heures par macération, et 10 min, 20 min, 30 min, et 40 min par ultrasons.

 Sur la teneur en composés phénoliques

L’analyse statistique des teneurs en composés phénoliques des extraits de M.

pubescens obtenus par les deux techniques a révélé des différences significatives en fonction

de la durée d’extraction utilisée (p˂0,05) (Figure15).
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(a) (b)

Figure 15 : Effet de la durée d’extraction sur la teneur en composés phénoliques de M.

pubescens, (a) extraction par macération, (b) extraction assistée par les ultrasons.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

Cette étude a révélé que la meilleure teneur en composés phénoliques (3,86 g

EAG/100 g MS) de M. pubescens a été trouvée dans l’extrait obtenu après 1 heure 30 min de

macération, suivie par les teneurs (2,56 et 2,29 g EAG/100 g MS) des extraits obtenus après 2

heures et 2 heures 30 min, respectivement. Tandis que la plus faible teneur (1,93 g EAG/100

g MS) a été trouvée dans l’extrait obtenu après 3 heures.

Cependant la meilleure teneur en composés phénoliques de M. pubescens trouvée

par la technique d’extraction assistée par ultrasons a été révélée dans l’extrait obtenu après 30

min d’extraction, avec une valeur de 4,09 g EAG/100 g MS. Tandis que la plus faible teneur a

été trouvée dans l’extrait obtenu après 40 min avec une valeur de 3,16 g EAG/100 g MS.

Le temps pendant lequel le solvant et le matériel végétal sont mis en contact peut

influencer la libération progressive de soluté à partir de la matrice végétale vers le solvant, et

par conséquent l’efficacité de l’extraction (Michiels et al., 2012). En revanche, un temps de

contact prolongé n’améliore pas toujours l’efficacité de l’extraction en favorisant l’oxydation

des composés phénoliques (Santos-Buelga et al., 2012).

Les résultats de la présente étude révèlent que les teneurs en composés phénoliques ont

été affectées par la durée d’extraction. Ce qui a été confirmé par l’étude réalisée par

Cavuldak, (2021), sur l’extraction des polyphénols de Arbutus unido L. et celle de Fu et

al. (2016) sur l’extraction des  polyphénols des algues marines : Sargassum polycystum,
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Kappaphycus alvarezzi variance Buaya, Kappaphycus alvarezzi variance Giant et Eucheuma

denticulatum.

Weng et Weller, (2006) ont rapporté que le rendement d’extraction par les ultrasons

est affecté par le temps d’extraction. Chemat et al. (2011) rapportent que l’utilisation des

ultrasons permet d’effectuer des extractions pendant une courte durée avec une

reproductibilité élevée, ce qui simplifier l’opération et donne  une plus grande pureté au

produit final, ceci permet de justifier l’obtention d’un rendement élevé en polyphénols en

utilisant les ultrasons dans la présente étude.

 Sur la teneur en flavonoïdes

Les résultats obtenus ont montré une différence significative sur les teneurs en

flavonoïdes. Cependant, aucune différence significative n’a été observée à un temps

d’extraction de 2 heures à 3 heures par macération, et de 20 min à 40 min par ultrason (Figure

16).

(a) (b)

Figure 16 : Effet de la durée d’extraction sur la teneur flavonoïdes de M. pubescens. (a)

Extraction par macération, (b) Extraction assistée par les ultrasons.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

Cette étude a révélé que pour la technique de macération la meilleure teneur en

flavonoïdes (0,76 g EQ /100 g MS) a été trouvée dans l’extrait obtenu après 1 heure 30 min,

cependant à partir de 2 heures d’extraction les teneurs en flavonoïde obtenues n’ont pas

présentées aucune différence significative.
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Les résultats des teneurs en flavonoïdes obtenues par la technique d’extraction

assisté par ultrasons ont montré que la durée de 20 min est suffisante pour obtenir la teneur la

plus élevé en flavonoïdes (0,65 g EQ/100 g MS). L’extrait obtenu après 10 min a montré la

teneur la plus faible en flavonoïdes (0,54 g EQ/100 g MS).

 Sur l’activité « scavenger » du radical DPPH

L’étude statistique a montré une différence significative entre les activités anti-

radicalaire (DPPH) des extraits obtenus par les deux techniques selon la durée d’extraction

(p<0,05) (Figure 17).

(a) (b)

Figure 17 : Effet de la durée d’extraction sur l’activité « scavenger » du radical DPPH de

M. pubescens. (a) Extraction par macération, (b) Extraction assistée par les ultrasons.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

Les résultats obtenus ont montré que le meilleur pouvoir anti-radicalaire (DPPH)

(0,195 g EAA/100 g MS) a été trouvé dans l’extrait obtenu par macération après 1 heure 30

min, et dans l’extrait obtenu par ultrasons après 40 min (0,191 g EAA/100 g MS).

Tandis que les faibles activités « scavenger » du radical DPPH ont été trouvée dans les

extraits obtenus après 2 heures 30 min et 3 heures de macération avec une valeur de 0,190 g

EAA/100 g MS, et dans l’extrait obtenu après 30 min par ultrasons avec une valeur de 0,189 g

EAA/100 g MS.
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 Sur le pouvoir réducteur du fer

L’analyse des données a montré une différence significative entre les pouvoirs

réducteurs du fer des extraits obtenus par les deux techniques selon la durée

d’extraction (p<0,05) (Figure 18).

(a)                                                                       (b)

Figure 18 : Effet de la durée d’extraction sur le pouvoir réducteur du fer de M.pubescens.

(a) Extraction par macération, (b) Extraction assistée par les ultrasons.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

La présente étude a montré que le pouvoir réducteur du fer exprimé par les extraits

obtenus par macération est inversement proportionnel à la durée d’extraction. Le meilleur

pouvoir réducteur a été obtenu après 1 heure 30 min de macération (1,48 g EAA/100 g MS).

Tandis que le plus faible a été obtenu après 3 heures de macération (0,77 g EAA/100 g MS).

Concernant la technique d’extraction assisté par ultrasons, les résultats de la

détermination du pouvoir réducteur ont montré que l’extraction pendant 20 min s’est révélée

la meilleure durée avec un pouvoir réducteur estimé à 1,18 g EAA/100 g MS. Tandis que

l’extrait obtenu après 10 min a montré le plus faible pouvoir réducteur avec une valeur

de 0,94 g EAA/100 g MS.

L’analyse des résultats a montré que la meilleure durée  d’extraction des composés

phénoliques et des flavonoïdes par macération est 1 heure 30 min. Tandis que la meilleure

durée d’extraction par ultrasons est 30 min pour les composés phénoliques, 20 min pour les

flavonoïdes.
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Comparant entre les deux techniques d’extraction testées, l’étude a révélé que la

meilleure teneur  en composés phénoliques a  été obtenue par la technique d’extraction

assistée par ultrasons, cependant que la teneur la plus élevé en flavonoïdes, et les meilleures

activités antioxydantes ont été obtenues par macération.

II.4. Effet du rapport solide/liquide

Pour déterminer l’effet du rapport solide/liquide des extraits obtenus par macération

pendant 1 heure 30 min et par ultrasons pendant 30 min, on utilisant l’acétone 50% comme

solvant, sur la teneur en polyphénols et en flavonoïdes et sur l’activité antioxydante de

M. pubescens, quatre rapports ont été utilisés ; 0,05/20, 0,1/20, 0,2/20, et 0,4/20 (g/mL).

 Sur la teneur en composés phénoliques

L’analyse statistique des teneurs en composés phénoliques des extraits du M.

pubescens a révélé des différences significatives en fonction du rapport solide/liquide et de la

technique suivie pour l’extraction (p˂0,05) (Figure 19).

Figure 19 : Effet du rapport solide/liquide et de la technique d’extraction sur la teneur

en composés phénoliques de M. pubescens.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

Cette étude  a révélé  que  pour les deux  techniques d’extractions testées,  les

meilleures teneurs en composés phénoliques de M. pubescens ont été trouvées dans les

extraits obtenus par le rapport 0,05/20 (g/mL), avec des valeurs de 5,44 g EAG/100 g MS

(par ultrasons) et 4,20 g EAG/100 g MS (par macération).
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Tandis que les plus faibles teneurs, ont été obtenues par les extraits du rapport 0,4/20

(g/mL) avec une valeur de 2,59 g EAG/100 g MS (par ultrasons), et de valeur de 2,18 g

EAG/100 g MS (par macération).

La teneur en composés phénoliques la plus élevée a été obtenue avec le faible rapport

solide/liquide utilisé.

 Sur la teneur en flavonoïdes

L’analyse statistique des teneurs en flavonoïdes des extraits de M. pubescens a révélé

des différences significatives en fonction du rapport solide/liquide et de la technique suivie

pour l’extraction (p˂0,05) (Figure 20).

Figure 20 : Effet du rapport solide/liquide et de la technique d’extraction sur la teneur

en flavonoïdes de M. pubescens.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

Les résultats obtenus ont montré que les valeurs les plus élevées en flavonoïdes ont

été trouvées dans l’extrait préparé par le rapport 0,1/20 (g/mL) et par macération avec une

valeur de 0,76 g EQ/100 g MS, et dans l’extrait préparé par ultrasons en appliquant le

rapport 0,05/20 (g/mL) avec une valeur de 0,74 g EQ/100 g MS.

Les teneurs en flavonoïdes obtenues par macération ont augmenté avec

l'augmentation du rapport solide/liquide de 0,05/20 à 0,1/20 (g/mL) après, a commencé à

diminuer jusqu'à ce qu'elle atteigne le minimum pour l’extrait préparé avec le rapport 0,4/20

(g/mL). Tandis que les teneurs en flavonoïdes dans les extraits obtenus par ultrasons

sont inversement proportionnelle aux rapports solides/liquides testés.
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 Sur l’activité « scavenger » du DPPH

L’étude statistique a montré une différence significative entre les activités anti-

radicalaire (DPPH) des extraits selon les différentes rapports solide/liquide testés (p<0,05)

(Figure 21).

Figure 21 : Effet du rapport solide/liquide et la technique d’extraction sur l’activité

« scavenger » du radical DPPH de M. pubescens.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

Pour les deux techniques d’extraction étudiée, les extraits du rapport 0,05/20

(g/mL) ont exercé le meilleur pouvoir anti-radicalaire (DPPH) (0,38 g EAA/100 g MS), suivi

par les rapports 0,1/20 et 0,2/20 (g/mL), successivement.

Tandis que la plus faible activité « scavenger » du radical DPPH a été trouvée dans

les extraits du rapport 0,4/20 (g/mL) pour les deux techniques avec une valeur de 0,05 g

EAA/100 g MS.

Selon Benchikh et Louailèche, (2014), la meilleure capacité anti-radicalaire a

été obtenue avec le faible rapport échantillon/solvant.

Fu et al. (2016) ont rapporté que la diminution de l’activité anti-radicalaire de

DPPH peut s’expliquer par la  diminution de la teneur en composés phénoliques et en

flavonoïdes. Ce qui est en accord avec les résultats de M. pubescens.
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 Sur le pouvoir réducteur du fer

L’analyse statistique des résultats a montré une différence significative entre les

pouvoirs réducteurs selon le rapport solide/liquide (p˂0,05) (Figure 22).

Figure 22 : Effet du rapport solide/liquide et la technique d’extraction sur le

pouvoir réducteur du fer de M. pubescens.

(Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents).

La présente étude a montré que le plus fort pouvoir réducteur a été trouvé dans les
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l’activité anti-radicalaire (DPPH), aucune différence significative n’a été constatée entre les

deux techniques d’extraction.

Selon Quiroz-Reyes et al. (2013) les extraits de cacao obtenus par les ultrasons

ont montré une plus grande activité antioxydante vis à vis les extraits obtenus par la méthode

conventionnelle. Ce qui ne concorde pas avec les résultats de la présente étude.
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Conclusion et perspectives

Cette étude a été consacrée à la détermination de l’effet de quatre paramètres

d’extraction (la nature et la concentration du solvant, la durée, et le rapport solide/liquide)

en utilisant deux techniques d’extraction (macération et ultrasons) sur la teneur en composés

phénoliques (polyphénols totaux et flavonoïdes) et l’activité antioxydante de M. pubescens.

Les résultats obtenus révèlent que l’acétone 50%, la durée de 30 min, le rapport

0.05/20 (g/mL) et la technique d’extraction par ultrasons sont les meilleurs paramètres pour

l’extraction des polyphénols totaux de M. pubescens, alors que la meilleure teneur en

flavonoïdes de cette plante a été obtenue par la technique d’extraction assisté par ultrasons

avec l’acétone 90%, la durée de 30 min, et le rapport 0,1/20 (g/mL).

L’activité antioxydante des extraits a été testée par deux méthodes : activité

« scavenger » du radical DPPH et le pouvoir réducteur du fer.

Les résultats de l’évaluation de l’activité antioxydante ont montré que tous les

extraits de M. pubescens ont présenté des activités antioxydantes qui varient en fonction des

paramètres et de la technique d’extraction utilisée d’une manière significative (p<0,05).

La plus forte activité  antioxydante a été obtenue en utilisant la macération, l’acétone

50%, la durée 1 heure 30 min et le rapport 0,05/20 (g/mL) pour l’extraction.

M. pubescens est une source potentielle de composés phénolique, qui pourraient

remplacer les antioxydants synthétiques qui ont des effets néfastes sur l’organisme.

Dans le but de compléter cette étude il serait intéressant :

 D’étudier l’effet d’autres paramètres d’extraction telle que : la température, le

pH et la taille des particules.

 D’utiliser d’autres techniques pour l’extraction des polyphénols telle que

l’extraction par micro-ondes.

 D’utiliser des modèles mathématiques pour l’optimisation des paramètres

d’extraction des composés phénoliques telle que les plans d’expériences.
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Annexes

Annexes N°1:

Figure 1 : Droite d’étalonnage  des composés phénoliques.

Annexes N°2 :

Figure 2 : Droite d’étalonnage  des flavonoïdes.
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Annexe N°3 :

Figure 3 : Droite d’étalonnage de l’activité « scavenger » du DPPH.

Annexe N°4 :

Figure 4 : Droite d’étalonnage  du pouvoir réducteur du fer.
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Abstract

The present work is based on the study of the effects of some extraction parameters (nature
and concentration of solvent, the duration and the solid/liquid ratio) on the contents of total  phenolic
compounds, flavonoids and on the antioxidant activity of Matricaria pubescens, by the application of
two extraction techniques (maceration and ultrasound). The results obtained showed that acetone is the
best solvent for the extraction of polyphenols by ultrasound (4.09 g EAG/100 g DM) and flavonoids
(0.76 g EQ/100 g DM) by maceration. While the best concentration which gave the highest content of
polyphenols by ultrasound is 50% (4.09 g EAG/100 g DM), and for flavonoids it is 90% (1.2 g
EQ/100 g DM). The duration of 30 min by ultrasound is sufficient to extract the maximum of
polyphenols (4.09 g EAG/100 g DM) and 1 hour 30 min for the flavonoids by maceration. However,
the 0.05/20 (g/ml) ratio is perfect for extracting more polyphenols by ultrasound (5.44 g EAG/100 g
DM) and the 0.1/20 (g/ml) ratio for flavonoids by maceration (0.76 EQ/100 g DM). The results of the
antioxidant activity of M.pubescens indicate that maceration for 1 hour 30 min is the best technique
for the inhibition of DPPH radical and for the reducing power of iron, however acetone 50% remains
the best extraction solvent.

Key words: Matricaria pubescens, polyphenols, flavonoids, maceration, ultrasound, antioxidant
activity.

Résumé

Le présent travail est basé sur l’étude des effets de quelques paramètres d’extraction (nature et
concentration de solvant, la durée d’extraction et le rapport solide/liquide) sur les teneurs en
polyphénols totaux, en flavonoïdes et sur l’activité antioxydante de Matricaria pubescens, par
l’application de deux techniques d’extraction (macération et ultrasons). Les résultats obtenus ont
montré que l’acétone c’est le meilleur solvant pour l’extraction des polyphénols par ultrasons (4,09 g
EAG/100 g MS) et les flavonoïdes (0,76 g EQ/100 g MS) par macération. Tandis que la meilleure
concentration qui a donné la teneur la plus élevée en polyphénols  par ultrasons c’est  50% (4,09 g
EAG/100 g MS), et en flavonoïdes c’est  90% (1,2 g EQ/100 g MS). La durée 30 min d’extraction par
ultrasons est suffisante pour extraire le maximum de polyphénols (4,09 g EAG/100 g MS) et 1 heure
30 min pour les flavonoïdes par macération. Cependant le rapport de 0,05/20 (g/ml) est parfait pour
extraire plus de polyphénols par ultrasons (5,44 g EAG/100 g MS) et le rapport 0,1/20 (g/ml) pour les
flavonoïdes par macération (0,76 EQ/100 g MS). Les résultats de l’activité antioxydante de M.
pubescens indiquent que la macération pendant 1 heure 30 min est la meilleure technique pour
l’inhibition de radical DPPH et pour le pouvoir réducteur du fer, toutefois l’acétone 50 % reste le
meilleur solvant d’extraction.

Mots clés : Matricaria pubescens, polyphénols, flavonoïdes, macération, ultrasons, activité
antioxydante.

الملخص

/ الصلبةالمادةونسبةالاستخلاصمدةالمذیب،وتركیزطبیعة(الاستخلاصمعاملاتبعضتأثیراتدراسةعلىالحاليالعملیعتمد
والموجاتالنقع(استخلاصتقنیتيبتطبیقوذلك. للأكسدةالمضادةالفعالیةوعلىالفلافونویدالكلي،البولیفینولمحتویاتعلى) السائلة

الصوتیةفوقبالموجاتالبولیفینوللاستخراجمذیبأفضلھوالأسیتونأنعلیھاالمتحصلالنتائجأظھرت). الصوتیةفوق
الفلافونویدومن،٪50ھوالصوتیةفوقبالموجاتالبولیفینولمنمحتوىأعلىأعطىتركیزأفضلبینما. بالنقعوالفلافونویدات

عنللفلافونویداتدقیقة30وساعة1والبولیفینولمنالأقصىالحدلاستخراجالصوتیةفوقبالموجاتدقیقة30مدةتكفي. 90٪
/ 0.1ونسبةالصوتیةفوقالموجاتطریقعنالبولیفینولمنالمزیدلاستخراجمثالیة20/ 0.05نسبةفإنذلك،ومع. النقعطریق

تقنیةأفضلھودقیقة30وساعةلمدةالنقعأنإلىM. pubescensلـللأكسدةالمضادالنشاطنتائجتشیر.بالنقعللفلافونوید20
.استخلاصمذیبأفضل٪50بنسبةالأسیتونیظلذلكومعالحدید،قوةولتقلیلDPPHجذورلتثبیط

النشاط المضاد للأكسدة.،الصوتیةفوق الموجات،النقع،الفلفونویدات،البلفنول،بوبیسونسماتریكاریا : الكلمات المفتاحیة




