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Introduction

Introduction

L’utilisation des plantes en thérapeutique est trés ancienne et connait actuellement un
regain d’intérét auprés du public. Il est possible d’utiliser les plants entiéres ou les produits

des extractions qu’elles fournissent (Bentabet, 2014) .

Ces dernieres années, les recherches scientifiques s’intéressent aux composés des
plantes qui sont destinés a I’utilisation dans le domaine phytopharmaceutique. Les molécules
issues des plants dites naturelles sont considére comme une source trés importants de
médicaments ; sachant que plus de 120 composés provenant de plantes sont aujourd’hui
utilisés en médecine moderne et prés de 75 % d’entre eux sont appliqués selon leur usage
traditionnel(Bentabet, 2014).

Les plantes soignent, parfois trés rapidement, non seulement la fatigue, I’insomnie, la
grippe, la toux, les rhumatismes, mais aussi de tres nombreuses maladies chroniques parmi

lesquelles on cite le diabete, la leishmaniose, inflammation (Ameenah , 2006).

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par
un nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne
contréle plus la présence excessive des radicaux oxygénés toxiques (Boudjelal, 2013) . D’un
autre coté, la surproduction des especes réactives d’oxygenes deviennent «pathologiques» en
activant 1’expression de génes codant pour des cytokines pro-inflammatoires ou des protéines
d’adhésion. En outre, leur nature instable les rend trés réactifs vis-a-vis de substrats
biologiques et capables d’induire des modifications oxydatives délétéres potentiellement
impliquées dans I’apparition de pathologies (Haleng et al., 2007) . Cependant, I’utilisation de
substances chimiques de synthese anti-inflammatoires ou antioxydants est accompagnée
toujours d’effets secondaires indésirables, alors que 1’utilisation de composés phytochimiques

extrait a partir des plants médicinale s’avére utile et sans effets secondaires.

Parmi les plantes médicinales qui constituent le couvert végétal algérien, se trouve le
genre Artemisia et spécifiquement 1’espece Artemisia herba alba qui est largement utilisée

dans le domaine thérapeutique.
L’objectif principal de ce travail est :

L’étude qualitative par la réalisation du screening phytochimiques du distillat et étude
quantitative par des dosages spectrophotométriques pour I'objectif de déterminé la teneur

des polyphénols totaux, des flavonoides, des tanins et des terpénes.
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Chapiter 1 Généralites sur le plant étudié et les méthodes d’extractions

1.1. Généralité sur I’Artemisia herba alba
1.1.1. Définition de I’Artemisia herba alba

La famille des Astéracées ou Composées est la famille la plus large des plantes a fleurs
qui comprend pres de 23 000 especes réparties en 1535 genres(Pottier, 1981).

Le genre Artemisia c’est ’'un des genres les plus répandus et les plus étudiés de cette
famille ; il contient un nombre variable d’espéces allant jusqu’a400 espéces (Mucciarelli et

Maffei, 2002).

Les Romains au premier siécle ont utilisé des capitules séches obtenues a partir de
plusieurs especes du genre Artemisia,pour le traitement de la maladie causéeparl'ascaris,
I’enterobius, des infections du ver solitaire et il est devenu un ¢lémentimportant de

lapharmacopée au début du 20éme siecle (Seddiek et al., 2011).

L’Artemisia herba alba, ou encore ’armoise blanche est un plant caractérise par son
arome penétrant agréable et fort, tandis que le goute est extrémement amer (Fleisher et al.,
2002),pousse généralement en touffes de tailles réduite. C'est une plante a différents usages.
Elle se caractérise par sa richesse en huile essentielle de composition différente qui a conduit
a la definition de plusieurs chémotypes; sa forte valeur fourragere et son réle écologique tres

important contre I’érosion et la désertification(Bouzidi, 2016).
1.1.2. Systématique et classification

Selon Quézel et al. (1962), La classification de I'Artémisia herba alba comme suit:

Tableau 1. Classification de I'Artemisia herba alba

Régne Plantae

Embranchement Phanérogames
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones gamopétales
Sous-classe Gamopétale Epigynes Isotémones
Ordre Astérales

Famille Syntherées ou composées
Sous-famille Tubiliflores Tribu : Anthémidées
Genre Artemisia

Espéce Artémisia herba alba 0sso

1.1.3. Dénominations

Nom scientifique :Artemisia herba-alba Asso(Nabli, 1989).
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Nom vernaculaires : Alala, Chih, Abelbel, Zen, Ifsi, et Odessir(Ozenda, 1983).
Nom en arabe : Chih (Bendjilali et Richard, 1980;Al-khazraji et al., 1994).
Noms en frangais : Armoise blanche(EL Rhaffari , 2008).

Noms en anglais: white wormwood (Al-khazraji et al., 1994 ; Seddiek et al., 2011).
1.1.4. Description botanique

Artemisia herba-alba (I’armoise blanche) est une plante herbacée, vivace, de couleur
verdatre-argenté, de 20- 40 cm de hauteur avec des tiges rigides et dressées. Les feuilles sont
petites, sessiles, pubescentes et a aspect argenté (Quézel et al., 1962), divisées en languettes
fines, blanches et laineuses. Les fleurs sont groupées en grappes, a capitules trés petites et
ovoides de 1,5 a 3 mm de diamétre, de couleur jaune a rougeéatre(Bezza et al., 2010).La
croissance végétative de la plante a lieu a I’automne (feuilles de grande taille), puis dés la fin
de I’hiver et au printemps (feuilles plus petites)(Akrout, 2004), la période de floraison est
début de Juillet a octobre(Pottier, 1981).

Fleur

Figure 1.L'armoise blanche de la région de Biskra(Bezza et al., 2010).
1.1.5. Répartition géographique

L’Armoise blanche est largement répandue depuis les iles Canaries et le sud-est de
'Espagne Jusqu’aux steppes d'Asie centrale (Iran, Turkménistan, Ouzbékistan) et a travers
I’ Afrique du nord, 1’Arabie et le Proche-Orient. En Afrique du nord, cette espéce couvre
d'immenses territoires évalués a plus de dix millions d'hectares, elle est absente des zones

littorales nord et se raréfie dans I'extréme sud (Nabli,1989).L'Artemisia herba alba est une
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plantespontanée trés répandue en Afrique du nord et au moyen orient, elle affectionnées
climats secs et chauds, et existe sous forme de peuplements importants dans les

zonesdésertiques.
1.1.6. Ecologie de la plante

L'armoise blanche existe dans les bioclimats allant du semi-aride jusqu'au saharien. Elle
est indifférente aux altitudes et peut vivre dans les régions d'hiver chaud a frais. Dans le sud,
cette plante pousse sur les sols bruns steppiques de texture moyenne et en extréme sud sur les
sols sableux. Elle résiste a la sécheresse, supporte le gypse et des niveaux de salinité
modérément élevés(Nabli, 1989).

1.1.7. Composition chimique d’aromise blanche

Dans les parties aériennes de I’armoise blanche, on trouve principalement de I’huile

essentielle, des lactones sesquiterpeniques et des flavonoides (Bellakhdar , 1997).
1.1.7.1. Terpéne et les huiles essentielles

Les principaux monoterpénes identifiés dans 1’Artemisia herba-alba sont le thujone
(monoterpéne lactone), le 1,8-cinéol et le thymol(Duke, 2000)B et a(Feuerstein et al., 1986),
le chrysanthenone, le chrysanthenol (et son acétate),le camphre (Feuerstein et al., 1988)et
aussi des sesquiterpenes lactones comme les eudesmanolides et les germacranolides semblent

étre les types de lactones les plus abondants(Mohamed et al., 2010 ; Marco, 1989).
1.1.7.2. Flavonoide

Les flavonoides sont rencontrés a I’état libre (soluble) ou liés a un sucre (glycosides)
dans le liquide vacuolaire. Les principaux flavonoides isolés a partir de I’armoise sont
I’hispiduline, la cirsimaritine(Salah et Jager, 2005).Des flavones glycosides comme la 3-
rutinoside-quercétine et I’isovitexine ont été mis en évidence chez des chémotypes du Sinai
(Saleh et al., 1985).Une nouvelle flavone, le 5,4'- dihydroxy-6,7,3'-triméthoxyflavone, a été

isolé & partir de I'extrait non glycosidique des parties aériennes d’armoise (Segal et al., 1973).

1.1.7.3. Composés phénoliques
comme l'acide chlorogénique a été isolé a partie d’Artemisia herba-alba marocaines
(Mouhajir et al., 2001).

1.1.8. Usage de la plante

Usage thérapeutique pour soulager les maux gastro-intestinaux(Friedman et al., 1986)
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antipyrétique, antispasmodique et antihémorragique(Boudjelal , 2013); En alimentation, elle
est utilise comme l'ardme des certaines boissons comme le thé ou le café(Bendjilali et
Richard , 1980).

1.2. Méthodes d’extraction des plantes médicinales

L'extraction est la séparation des parties actives des tissus végétaux des composants
inactifs ou inertes a l'aide de solvants sélectifs (Benzeggouta, 2014).0n a deux types :

1.2.1. Méthodes d’extraction traditionnelles
1.2.1.1. L'infusion

L'infusion est la forme de préparation la plus simple; on I'applique aux organes délicats
du plante : fleurs, feuilles aromatiques, sommités. Cette forme permet d'assurer une diffusion

optimale des substances volatiles : essences, résines, huiles essentielle (Baba Aissa , 1999).
1.2.1.2. La décoction

La décoction s'applique en général aux racines, écorces, bois, rameaux, fruit (Baba
Aissa , 1999) consiste a faire bouillir, dans de I'eau , une partie ou la totalité de la plante,
pendant un temps déterminé, laisser ensuite refroidir enfin au filtrage a l'aide d'un papier

spécial ou d'une toile a trame fine(Chiej, 1982).
1.2.1.3. La macération

Les macerations concernent généralement les plantes dont les substances actives
risquent de disparaitre ou de se dégrader sous I'effet de la chaleur .Elles peuvent étre définies
comme des infusions froides de longues durée (de plusieurs jours) (Baba Aissa , 1999). Cette

préparation s'obtient en mettant les plantes, en contact, a froid, avec un liquide quelconque.
1.2.1.4. Distillation

C’est une pratique trés ancienne utilisant la vapeur d’eau pour récupérer les principes
volatiles. Développée par Jabir Ibn Hayyan (Geber 721-815) qui a rajouté I’alambic a 1’ancien
appareil de distillation pour la réfrigération, mais utilisée par Al Kindi (Alchindius 805-873)
et Ibn Sina (Avicenne 980-1037) pour la préparation des parfums(Benzeggouta, 2014).

1.2.2. Méthodes d’extraction modernes

1.2.2.1. .Extraction par fluides supercritiques

Est un procédé d'extraction en utilisant un fluide supercritique comme solvant
d'extraction le dioxyde de carbone (CO.) est le plus utilisée. L’inconvénient du CO2 est qu’il
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a une faible polarité qui le rend idéal pour les lipides, les graisses et les substances non
polaires , et elle posséde un avantage environnemental car il ne laisse aucun résidu de

solvant dans le produit(Benzeggouta, 2014).
1.2.2.2. Extraction par eau surchauffée ou subcritique

L’eau surchauffée est attribu¢ a I’eau liquide sous pression a température comprise entre
100°C et 374°C qui est sa température critique , avantages de cette technique sont : faible
colt, non toxique, un  meilleurrendement , une bonne qualité des produits

propres(Benzeggouta, 2014).
1.2.2.3. Extraction assistée par micro-ondes

Cette technique s’applique a toute extraction par un liquide tel que 1’extraction liquide-
liquide et surtout I’extraction solide-liquide.Les micro-ondes ou hyperfréequences sont des
ondes electromagnétiques de longueur d’onde différent, avantages de cette technique
augmente la pureté de I’extrait, réduit la dégradation par la chaleur, rapide, application de

trés faible énergie et usage de tres faibles quantités de solvant(Benzeggouta, 2014).
1.2.2.4. Extraction par ultrasons ou sonication

Elle représente une adaptation de 1’hydrodistillation ou de I’extraction par solvant
organique. En effet, la matiére premicre est immergée dans 1’eau ou dans le solvant, et dans le
méme temps clle est soumise a I’action des ultrasons. Cette technique peut étre utilisée pour
I’extraction des huiles essentielles, mais elle a surtout été développée pour I’extraction de

certaines molécules ayant un intérét thérapeutique(Benzeggouta,2014).
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Chapiter 2 Les activites biologigues de la plante medicinale

2.1. Activité anti inflammatoire

L’inflammation peut se définir comme un processus biologique complexe vasculaire et
tissulaire induit par des agents agressifs tels que les agents pathogenes, les irritants ou les
cellules endommagées(Sarkhel, 2016) .on a deux types :I’inflammation aigue (immédiate a un
agent agresseur, de courte durée) et inflammation chronique (est une inflammation aigué

persistante, conduit & la formation de Iésions focalisées (Cavaillon, 1993)).

2.1.2. Les anti-inflammatoires

Selon Bounihi (2016) on a deux types des anti-inflammatoires :

2.1.2.1. Anti-inflammatoires traditionnels

Sont des anti-inflammatoires d’origine végétaletres vaste. Certains de ces composés
phytochimiques ont des propriétés anti inflammatoire , sont bloquant les voies de la
cyclooxygénase et la lipoxygenase ainsi que par d'autres mécanismes (Barnes, 1998).

2.1.2.2. Anti-inflammatoires conventionnels

Les anti-inflammatoires non stéroidiens : sont des médicaments a propriétés
antalgique et antiagrégant plaquettaire (Pillon, 2014) , leur mécanisme d’action est I’inhibition
des cyclo-oxygénases, enzymes responsables de la synthese des prostaglandines (notamment
la PGE2 et la PGI2) et du thromboxane a partir de I’acide arachidonique (Orliaguet et al.,
2013) et les anti-inflammatoires stéroidiens, sont des médicaments dérivés du cortisol,
principal glucocorticoide surrénalien . Elles représentent le traitement le plus efficace
utilisé pour les maladies inflammatoires chroniques (Mayouf, 2019).

2.1.3. Les Anti-hémolytiques

Substances  synthétiques anti hémolytiques qui réduisent 1’hyper-hémolyse, sont
disponible , le choix du tratiement se porte notamment sur la prescription de fer, de vitamine
B12 et d’acide folique. (Federici et al., 2007; Li et al., 2013) et substances anti-
hémolytiques d’origine végétale est en plein essor. Plusieur études entrepris ont montrés
que les plantes constituent un réservoir de substances a potentiel anti-hémolytique dont les
mécanismes d’action restent dans I’ensemble a déterminer.

2.1.3.1. L’hémolyse

L'hémolyse c’est un phénomene physiologique irréversible due a une libération
des composants intracellulaires des érythrocytes notamment ’hémoglobine, suite a une

perturbation de la membrane cellulaire des globules rouges apres une durée de vie de 120
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jours qui est un laps de temps normal mais dans le cas des hémmolyse (Thomas, 2002).

Cependant, dans certains cas 1’hémolyse est exagérée, réduisant la durée de vie
des hématies on parle alors d’une hyper hémolyse(Ucar , 2002).Elle sera responsable d’une
anémie hémolytique.Certaines pathologies peuvent engendrer ce type de phénomene comme
drépanocytose, thalassémie, paludisme, maladies auto-immunes (Horde , 2014).

2.1.3.2. Mise au point des tests de I’hémolyse induite in vitro
L’exposition des globules rouges a certains parametres physicochimiques tel que :

Le milieu hypotonique, utilise NaCl (Louerred et al., 2016) ,I’utilisation d’un
perturbateur membranaire comme le détergent triton X100(Muthu et Durairaj, 2015),
peroxyde H202(James et Alewo, 2014)et par I’acide salicylique (Houcher et al., 2001)
totaux en provoquant la libération de [I'hémoglobine qui sera alors dosée par

spectrophotométrie d’absorbance visible a 540 nm.
2.1.4. Inhibition de la dénaturation des protéines

2.1.4.1. Dénaturation des protéines

Une réaction inflammatoire non immune peut conduire a une inflammation immune
aprés dénaturation des protéines endogenes devenues auto-antigeniques (Clos,
2012).L’exposition d’une cellule au choc thermique provoque: ’altération des protéines, la
réponse au choc thermique et enfin la récupération ou I’élimination des protéines altérées

(Wirth et al., 2003).

2.1.4.2. Agents dénaturants
On peut citer les agents physiques comme (UV, ultrasons, température) , les agents

chimiques tel que les variations du pH et les détergents .
2.2. Activite antioxydante
2.2.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif résulte d'un déséquilibre entre la formation excessive d'especes
réactives de l'oxygene (ROS) et / ou d'espéces réactives de l'azote (RNS) et des systemes de

défense endogenes limités( les antioxydants), ce déséquilibre peut altérer les lipides, protéines
et ADN(J. Liu X et al., 2016).

2.2.2. Les radicaux libres
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Est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électronsnon
appariés(Jacques et Andre, 2004), cette molécule trés instable et réagie rapidement avec
d’autres composants essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité. Ces
radicaux libres sont, en général, tres actifs. lls déclenchent des réactions en chaine capables
d'endommager les différents constituants de lI'organisme vivant(Sahnoun et al., 1997).

2.2.2.1. Les espéces réactives de ’oxygene

v Radical superoxyde(O2-):leur origine est la chaine respiratoire
mitochondriale plus précisément I’accepteur terminal : le cytochrome oxydase du
complexe 1V de la membrane interne mitochondriale(Han et al., 2001),aussi se former lors
de la phagocytose grace a la NADPH oxydase présente dans la membrane des phagocytes.

v Radical libre hydroxyleOH :est une espece radicalaire plus réactive(Boyer,
2016). 11 est principalement formé lors de réactions d’ions métalliques avec le peroxyde
d’hydrogene, ces réactions sont décrites sous le nom de réactions de Fenton.

v Le peroxyde d’hydrogeéne H202 : Il se forme par une réaction dedismutation
du radical superoxyde, catalysée par le superoxyde dismutase. Le peroxyde d’hydrogéne est
moins réactif que D’anion superoxyde, , mais il possede une capacité de diffusion
importante(Jacques et André, 2004).

v L’oxygene singulet (02) : est une autre espece oxygenée tres réactive. Il a

pour cible biologique les membranes, les acides nucléiques et les protéines (Yves , 2008).

2.2.3. Les antioxydants

Défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir ou réparer un

dommage oxydatif d’une molécule cible(Halliwel et Gutteridge, 2007).

2.2.3.1. Antioxydants endogenes

2.2.3.1.1. Antioxydants enzymatiques

v Super oxyde dismutase (SOD): est une enzyme qui élimine [’anion
superoxyde par une réaction de dismutation, elle produit de I'oxygene et du peroxyde

d’hydrogene (Zelko et al., 2002) .

v Catalase : sont des enzymes localisées dans les peroxysomes et catalysent
la conversion du H202 en H20 et O2.
v Glutathion peroxydase (GPx) et réductase (GR) : La GR est une enzyme

contenant le FAD, génére glutathion réduit a partir de glutathion oxydé via le NADPH

comme source de pouvoir réducteur(Aruoma , 1999).La glutathion peroxydas est une
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enzyme de protection car elle est capable non seulement de détoxifier H202,mais aussi
d’autres hydro peroxydes résultant de ’oxydation du cholestérol (Ganther, 1999).

2.2.3.1.2. Antioxydants non-enzymatiques

Glutathion réduit (GSH) est trés abondant dans tous les compartiments cellulaires
c’est le principal antioxydant soluble et I’acide urique en cas de stress oxydant, la
concentration de 1’acide urique augmente(Bouzid, 2014), car est un piégeur de O2, des
radicaux peroxyles ethydroxyles (RO2-et HO-), de I’ozone et de HCIO. La réaction de 1’acide
urique avec ces ROS génére des radicaux moins réactifs que HO-(Belkheiri, 2010).

2.2.3.2. Antioxydants exogénes

v Antioxydants d’origine végétale :les plantes constituent des sources tres
importantes d'antioxydants naturels comme les caroténoides et les polyphénols (Enrique et
al., 2012)

v Les vitamines : la vitamine E est un antioxydant liposoluble, elle se localise
entre les chaines d'acides gras des phospholipides qui constituent les membranes et les
lipoprotéines.Le réle essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux pyroxylés
lipidiques ROO°qui propagent les chaines de peroxydation (Gardes et al., 2003) ; La vitamine

C est un agent réducteur et peut réduire et neutraliser ainsi ROS(Padayatty et al., 2003).
2.2.4. Méthodes d'évaluation de I'activité antioxydante
v scavenger du radical DPPH : le radical libre DPPH (2,2 diphényl

1picrylhydrazyl), qui est caractérise par sa couleur violette, en présence des composés anti-
radicalaires, le DPPH réduit et change de couleur en virant au jaune. (Maataoui et al., 2006).

v L’ABTS forme le radical : I’activité antioxydant totale d’une molécule est
déduite de sa capacité a inhiber le radical ABTSe+, obtenu a partir de ’ABTS (sel
d’ammonium de ’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) comparativement
a un antioxydant de référence(Belkheiri, 2010).

v Capacité antioxydant total (CAT) : base sur la réduction des molybdates
Mo(VI) en molybdéne Mo(V) en présence d’un antioxydantavec la formation d’uncomplexe
vert a Ph acide(Prieto et al., 1999).

v Le pouvoir réducteur de I’ion ferrique (FRAP) : basée sur I’aptitude des
extraits a réduire le fer ferrique en ferreux, est une indicateur del’activité donatrice d’électrons

caractéristique de I’action antioxydant des polyphénols(Yildirim et al., 2001).

10



Deuxieme partie
Etude experimentale



Chapiter 3
Matériel et Méthodes



Chapiter 3 Matériels et Méthodes

Le present travail a pour objectifd’étudier I’aspect phytochimique d’un hydrodistillat de
la plante medicinale Artemisia herba alba, ainsi que I’étude de ses activités biologiques.

3.1. Matériel
3.1.1 Matériel végétal

L’espéce que nous avons étudié est :Artemisia herba alba(photo0l1) , c’est une plante
médicinale de la famille des Asteraceae, reconnue pour son utilisation dans des différents
usage comme usage thérapeutique(Boudjelal, 2013). Cette espéce a été récoltée au mois
d’Aott 2019dans la région de Batna. Les parties aériennes de cette plante ont été découpées,
séchées a température ambiante a I’abri de la lumiére puis subi a une méthode d’extraction

« distillation traditionnelle ».

Figure 2.Représentation la plante étudiée Artemisia herba alba (Chehma , 2006).

3.1.2. Materiel chimique

Parmi les produits utilisés dans la réalisation de ce présent travail : Réactif de Mayer,
chloroforme ,hydroxide d’ammonium (NH4OH 10%) ,acide sulfurique concentré 95-97%
,éthanol 96% trichlorure ferriqgue (Fecl3 1%) , liqueur de Fehling , eau distille ,acide
chlorhydrique(Hcl)35-36% , hydroxyde de sodium (NaoH10%) , coupeaux de magnésium,
chlorure d’Aluminium(AICI3) , acide gallique , acide tannique , quercétine , réactif Folin-
Ciocalteu dilue 10 fois , carbonate de sodium (Na2CO3 7.5%) , vanilline , méthanol , acide

perchlorique, acide acétique.
3.1.3. Appareillage
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Balance numérique (SCOUT SE-OHAUS), balance analytique (KERN-ABJ), Arlene 50ml,
éprouvette graduait 10ml, micropipettel00ul -1000ul et 5-50ul, portoirs et tubes a essai,
béchers, flacons, bain marrie, vortex, étuve, creuse, spectrophotometre UV-Visible
(JENWAY6300, UV-2005 J.P.SELECTA).

3.2. Méthodes

3.2.1. Extraction par distillation traditionnelle

Le principe de cette technique basée sur ['utilisation de la vapeur d’eau pour
I’extraction et récupération des principaux volatiles.

L’opération consiste a introduire une masse végétale (3kg) dans un bol en cuivre spécial
contient 2.5L d’eau de robinet puis on a mis la fissure, c'est-a-dire la machine a distiller
(comme la réfrigérent). Une fois, I’ébullition s’effectue les cellules éclatent et se commencent
a dégager leurs contenus en métabolites secondaires. Lorsque Les vapeurs chargées en
substances bioactives se refroidit (se condensent) le distillat (métabolites secondaires +eau)
est récupéré (photo02).

Mettre le mélange a feu doux, afin de ne pas étre blessé ou brdlé. "Chaque fois que I'eau
est chauffée, elle doit étre jetée et de I'eau froide placée a sa place en haut de la piscine.
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Figure 3.Dispositif de I'extraction traditionnelle (Benzeggouta , 2014) et I’aspect de la
distillat.

Nous avons utilise la méthode de distillation traditionnelle car est une méthode le plus
anciennes et tres utilise pour I’homme depuis long siécle et aussi leur bon efficacité, posséde

le méme principe de I’hydrodistillation.
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Les peuples agées utilise cette opération pour traitée plusieurs maladie malgré il ya des
nouveau appareille qui faire cette extraction comme hydrodistillateur mais on préfére la

méthode traditionnelle pour les critéres suivant :

v trés facile d’emploie.
v I’installation par des matériels trés simples et facilement d’existences.
v avantage economique.(materiale et methode)

3.2.2. Screening phytochimique
Le criblage phytochimique est une technique qui permet de déterminer les différents
groupes chimiques, contenus dans un organe végétal. Ce sont des réactions physicochimiques

qui permettent d’identifier la présence des substances chimiques(Zitouni, 2017).

Toute fois ce screening phytochimique ne renseigne point sur la nature des molécules
chimique. Bien entendu les tests de caractérisation phytochimiques présentent des

imprécisions car ils sont basés en partie sur I’analyse qualitative.

Le principe de cette technique est base sur soit la formation de complexes insolubles en
utilisant les réactions de précipitation, soit sur la formation de complexes colorés en utilisant

des réactions de coloration(Badiaga, 2012) .

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut citer les principaux : les
alcaloides, les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tannins), les saponosides, les stéroides,

les coumarines, les stérols, les terpénes...etc.

Les résultats ont estimé comme suit :

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; + : faiblement positif ; - : négatif.
3.2.2.1. Deétection des alcaloides

Les alcaloides sont également mis en évidence par le réactif de Mayer , nous avons ajouté de
quelques gouttes de ce réactif a 2 ml de la hydrodistillat .Ce qui entraine la formation d’un

précipité blanc-jaune .Cela signifie la présence d’alcaloide(Dohou et al., 2003).
3.2.2.2. Détection des tanins

Pour les tanins, a été mise en évidence par I' ajout a 1 ml de hydrodistillat , 10 ml d’eau
distillée et 2 a 3 gouttes de FeCI3 a 1 %.Un test positif sont révélées par I’apparition d’une
couleur bleu noir caractérisant des tanins hydrolysables ou d’une couleur brun verdatre

caractérisant des tanins condensés(Trease et Evans, 1989).
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3.2.2.3. Détection des terpenes

Dans un tube a essai, a été ajouté a 2.5 ml du hydrodistillat, 0.4 ml du chloroforme et 0.6 ml
d’acide sulfurique concentré. La formation d’un anneau marron-rouge a I’interphase indique

la présence des terpénoides(Harbone , 1998).

3.2.2.1. Détection des saponoside

Pour la détection des saponosides, deux tests ont été s’effectué pour détecter de celles-
ci:

v Testl: Nous avons agité un tube & essai contient 10 ml de hydrodistillat
pendant 15 secondes, puis nous ’avons mis a déposer durant 15 minutes. Une hauteur de

mousse persistante, supérieure a 1 cm indique la présence de saponosides (Koffi et al., 2009).
La présence des saponosides est évaluée selon I’échelle de Trease et Evans(1989) :

- Pas de mousse = test negatif ; Mousse moins de 1 cm = test faiblement positif ; Mousse de

1-2 cm = test positif ; Mousse plus de 2 cm = test trés positif.
v Teste2 :

Mélangee 5 ml de hydrodistillat avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide sulfurique
concentré. Une couleur rouge-marronne au sein de la couche d’interface indique la présence

des triterpénes hétérosidiques (Edeoga et al., 2005).
3.2.2.5. Détection des flavonoides

Dans un tube a essai, 1 ml de hydrodistillat a été mélangé avec 1 ml de HCI et quelques
coupeaux de magnésium (Mg). L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune indique

la présence des flavonoides(Harbone , 1998).
3.2.2.6. Détection du phénol simple

Nous avons vers¢ 2 ml de I’éthanol et quelques gouttes de FeCl3 a 2 ml de
hydrodistillat, I’ajout de quelques gouttes de FeCl3 permet I’apparition d’une coloration qui
indique la présence des phénols (Igbal et al., 2011).

3.2.2.7. Détection des Anthraquinones

Pour les Anthraquinones,dans un tube a essai, on a ajouté 5ml de NH40OH (10%) a 10ml

de hydrodistillat avec 1’agitation, L’apparition de couleur violette indique un test
positif(Oloyede , 2005).

3.2.2.8. Détection du sucre réducteur
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Les sucres réducteurs ont eté mis en évidence dans le distillat par le réactif de Fehling .
Ou nous avons mélangé 5 ml de distillat avec 5 ml de liqueur de Fehling. L’ensemble, a été
chauffé au bain-marie a 70°C. La formation d’un précipité rouge brique aprés 2-3 min de

chauffage indique une réaction positive (Bekro et al., 2007).
3.2.2.9. Détection des huiles essentielles

Pour les huiles essentielles, a été mise en évidence par 1’ajout 0,1 ml d'hydroxyde de
sodium (10%) et quelques gouttes de HCI dilué (10%) a 2 ml de distillat ,la formation d'un
précipité blanc indique la présence d'huiles volatiles (Mojab et al., 2010).

3.2.3.  Analyses colorimétriques par spectrophotométrie (UV-visible)

Les analyses quantitatives des polyphénoles totaux, des flavanoides, des tanins et des
terpenes des différents extraits/fractions ont éte déterminées a partir des équations de la
régression lin€aire des courbes d’étalonnage et exprimées en mg équivalent par g de la
matiére végétale séche. La raison pour le choix de ces substance résidu dans le fait que la
majorité des propriétés antioxydants et antimicrobiennes des plants leur sont
attribués.(Beddou, 2015).

3.2.3.1. Dosage des polyphénoles totaux

X Principe

Le dosage des polyphénols a été estimé selon la méthode colorimétrique basée sur le

réactif de Folin Ciocalteu (Singleton et al., 1999).

Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (H3PM012040). Il
est réduit lors de l'oxydation des phénols, en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de
molybdéne(Ribéreau, 1968). La coloration produite, dont I'absorption maximum a 765nm est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et
Charpentier, 2006).

< Protocole

Dans un tube a essai contient 0.5ml de distillat, a été ajouté 3ml d’eau distillée et 0.5 ml
Na,CO3 7.5%, puis on I’a laissé le mélange pendant 3min.Aprés, a été ajouté 0.5 ml de
réactif de folin Ciocalteu dilue 10 fois, mélangée et placer les tubes a I’obscurité pendant 30

min. L’absorbance a mesurée a 765 nm contre un blanc. Les mémes procédures ont été suivies
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pour préparer le courbe d’étalonnage en remplagant le volume d’extrait par ’acide gallique a
différents concentration (0,03 a 0,00023438 mg/ml) (photo03).

o Expression des résultats

La concentration des polyphénoles totaux a calculée a partir de I’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique (AG). Elle est exprimée en mg
équivalent d’acide gallique par gramme de matiere séche (mg EAG/g de matiére seéche « MS

») ( Dewanto et al., 2002) selon 1’équation suivante :
Tpt=C.V/M
Tpt : Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/g d’extrait sec de la plante).

C : Concentration d’extrait équivalente a I’acide gallique, obtenue a partir de la courbe

d'étalonnage (mg/ml).
V : Volume d’extrait (ml).

M : Poids sec de la matiére séche (g).

Figure 4. Dosage des polyphénols d’Artemisia herba alba.
3.2.3.2. Dosage des flavonoides
X Principe

Les flavonoides possédent un groupement hydroxyle libre en positon 5 susceptible de
donner en présence de trichlorure d’aluminium, un complexe jaunatre par chélation de I’ion
Al+3. La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité des flavonoides présente
dans I’extrait (Djeridane et al., 2006; Bahorun et al., 1996).
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<> Mode opératoire

1 ml du hydrodistillat d’Artemisia herba alba & été ajoutée a 1 ml de solution
méthanoique de trichlorure d’aluminium (AICI3 a 2%), le mélange a vigoureusement agite,
puis ’ensemble sont incubée une 10 min a température ambiante a 1’obscurité. Effectuer la
méme opération pour le standard (quercétine) a différentes concentrations (0.02-
0.0000098mg/ml), I’absorbance est lue a 430.nm (photo04).

o Expression des résultats

La concentration des flavonoides a calculée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec la quercetine. Elle est exprimée en mg équivalent de
quercetine par gramme de matiere seche (mg EQ/g de matiere seche « MS ») selon I’équation

suivante :
Tf=C.V/M
Tf : Teneur en flavonoides (mg EQ/g d’extrait sec de la plante).

C : Concentration d’extrait équivalente a la quercitine, obtenue a partir de la courbe

d'étalonnage (mg/ml).
V : Volume d’extrait (ml).

M : Poids sec de la matiére séche (g).

Figure 5.Dosage des flavonodes du plant étudiée.

3.2.3.3. Dosages des tanins

X Principe
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Nous avons adopté la méthode a la vanilline avec ’HCI. Cette méthode dépend de la
réaction de la vanilline avec les unités des tanins condensées (également connu sous le nom
de proanthocyanidines) en présence d’acide et la formation de complexes rouges(Makkar,
2003;Schofield et al., 2001), cela s’explique par la propriété des tanins a se transformer en
anthocyanidols de couleur rouge par réaction avec la vanilline(Baoshan et al., 1998) .La
teneur en tanins condenses a été déterminée par la méthode de vanilline décrite par Julkunen-
Tiitto( 1985).

X Mode opératoire

Un volume de 50 pl du hydrodistillat a été ajouté a 1500 pl de la solution
vanilline/méthanol a 4 %, puis mélangé vigoureusement. Ensuite, un volume de 750 pl de
I’acide chlorhydrique concentré (HCI) a été additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a

température ambiante pendant 20 min. L’absorbance a mesurée a 550 nm contre un blanc.

Différentes concentrations comprises entre 0.1-4.882*10"-5 mg/ml préparées a partir
d’une solution mére de I’acide tannique, permettront de tracer la courbe d’étalonnage

(photo05).

Les résultats de la plante étudiée sont exprimés en milligramme (mg) équivalent de

’acide tannique par gramme de la matiere végétale seche (mg EAT/Q).
X Expression des résultats

La concentration des tanins condensés a calculée a partir de 1’équation de régression de
la gamme d’étalonnage établie avec I’acide tannique (AT). Elle est exprimée en mg
équivalent d’acide tannique par gramme de matiére seche (mg EAT/g de matiére seche « MS

») selon 1I’équation suivante :
Tt=C.V/M
Tt: Teneur en tanins (mg EAT/g d’extrait sec de la plante).

C : Concentration de I’extrait équivalente a I’acide tannique, obtenue a partir de la courbe

d'étalonnage (mg/ml).
V : Volume de I’extrait (ml).

M : Poids sec de la matiére séche (g).
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Figure 6.Dosage des tanins.

3.2.3.4. Dosage des terpenes
La détermination des triterpenes dans le distillat a décrite par la méthode de Chaohong
et Jie-P. F.( 2006)

R

X Principe

Le principe de base de cette méthode est la réaction des triterpenes oxydés avec la
Vanilline, ou l'acide sulfurique est utilisé comme oxydant. Les sapogénines stéroidiennes avec
ou sans double liaison en C-5, les sapogénines triterpénoides et les acides stéroliques et
biliaires qui ont un groupe OH en position C-3 réagissent avec la vanilline en milieu acide
pour donner des chromogénes avec des maximal d'absorbance a 548 nm, selon la nature des

saponines.

RS

X8 Mode opératoire

Dans des tubes a essaies a eté introduit 20 ul du hydrodistillat puis mélangé avec, 30 pl
de vanilline, 100 pl d’acide perchlorique, le mélange a homogenéisé et incubé a 60°C a
I’obscurité pendant 45 minutes. Aprés le refroidissement dans un bain glacé, 450 ul d’acide
acétique ont été ajouté. L’absorbance a mesurée a 548 nm contre un blanc qui contient tous

les réactifs précédemment décrits sauf que le distillat est remplacé par le méthanol.

R/

X Expression des résultats

Les résultats sont obtenus en mg EAU/ g de la matiere seche par extrapolation sur la

courbe d’étalonnage de I’acide ursolique (Absorbances en fonction de la concentration).
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4.1. Extraction

Artemisia herba alba est une plante médicinale de la famille des Astéracées, elle est trés
utilisé en médecine traditionnelle pratiquement contre plusieurs maladies y compris les
douleurs abdominales(Bellakhdar, 1997),I'entérite, les troubles intestinales, la diarrhée
(Mansour , 2015).

Les caractéristiques organoleptiques de [I’hydrodistillat :(couleur, Aspect,
odeur).Couleur est jaunatre avec d’aspect visqueux et une forte odeur concentrée et un godte

amer.

Figure 7. Aspect du distillat d'Artemisia herba alba.

La durée de la distillation peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs
heures selon le matériel utilisé et la matiere végétale a traiter. La durée de la distillation influe

non seulement sur le rendement mais également sur la composition de 1’extrait (Fadi, 2011).
4.2. Screening phytochimique

Le but des tests phytochimiques est la mise en évidence des principaux phyto-

constituants dans la partie aérienne de la plante étudiée.

Ce screening a permit de détecter les différentes familles de composés par des réactions

de caractérisation en utilisant des réactifs spécifiques de révélation.

Les résultats des tests phytochimiques réalisés sur I’hydrodistillat mentionné dans le

tableau 2, montrent la présence des alcaloides, des flavonoides, et du phénol en quantités
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importantes et des saponines, des terpénes, des tanins et des ’huiles essentielles en faibles

quantités ainsi que I’absence des sucres réducteurs et de I’anthraquinone.

Tableau 2.Résultats des tests phytochimiques.

Métabolite secondaire

Résultats

Photo

Alcaloide ++ (Coloration jaunatre avec
une précipite) .

Tanins + (coloration brun avec un —
anneau brun fonce) { ;

Terpene + (couleur marron de la
surnagent)

Saponoside + (teste 2 : couleur marronne | Teste 1: mousse moins de 1cm
au sein de la couche | donc teste faiblement.
d’interface) Test 2 :

ER !
l 1 -.' |! !

Flavonoide +++ (couleur jaune)

Phénol +++ (couleur orange claire)
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Anthraquinone -

Sucres réducteurs -

Huiles essentielle + (faible précipite avec
quelque goutte huileuse sur la
paroi du tube)

Des travaux antérieurs sur Artemisia herba alba ont demontré la présence des
flavonoides, des tanins , des saponines et des alcaloides ( Sellami et al., 2010 ; Salhi et al.,
2017 ; Salhi et al., 2019) ,ce qui est comparable a nos résultats, et aussi Sellami et al. (2010)

ont confirmé 1’absence des anthraquinones et des glucosides.

Le resultat de la détection des terpenes dans cette etude est en accord avec les travaux
réalisés par (Kahlouche, 2013; Nia et al., 2015; Salhi et al., 2017 ;Salhi et al., 2019).

La concentration des huiles dans les plantes est en général tres faible (de ’ordre de
1%) (Smadja, 2009).Cependant Bourgou et al.(2016) confirme la présence des huiles

essentielles dans Artemisia herba alba.

De méme, I'examen de criblage phytochimique réalisé par (Ali et al., 2019)a revelé la
présence des alcaloides, tanins, terpéne, huiles essentielle, flavonoides, saponine, phénol, et

glycosides.

Ces différences peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs tels que la localisation, les
effets climatiques des plantes, la saison des récoltes, la nature du sol, I'dge des parties de la
plante (jeune ou adulte), I'état du matériel végétal utilisé (séché ou frais), la partie de la plante

utilisée et le moment de la collecte(Ali et al., 2019).

Le potenticl d’une plante médicinale est attribué a I’action de ses constituants
phytochimiques. 1ls sont produits comme métabolites secondaires, en réponse au
stressenvironnemental ou pour assurer un mécanisme de défense aux agressions provoquant

des maladies chez les végétaux(Mohammedi , 2013).
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En effet les flavonoides jouent un réle dans la coloration des végétaux ,ils possédent
plusieurs effets pharmacologiques(Makhloufi, 2010),connus principalement par leur role «
veinoactif » c'est-a-dire de diminution de la perméabilité des capillaires sanguins et du
renforcement de leur résistance(Wichtlet, 2003). Ces composés peuvent empéchés les
dommages oxydatifs par différentes mécanismes d’actions : soit par capture des radicaux
hydroxyles, superoxydes, alkoxyles et peroxydes (Havsteen, 2002 ; Hodek et al.,2002 ;
Makhloufi, 2010); soit par chélation des métaux (le fer et le cuivre) qui sont d’importance
majeure dans I’initiation des réactions radicalaires ; soit I’inhibition des enzymes responsables
de la génération des radicaux libres ( Benavente et al.,1997; Acker et al.,1998) . lls inhibent
aussi l'oxydation des LDL et, de ce fait, peuvent prévenir l'athérosclérose et diminuer les
risques de maladies cardiovasculaires (Tu et al.,2007). lls jouent un role tres important dans le
traitement du diabéte par I’inhibition du 1’aldose réductase suivant les résultats de plusieurs
travaux réalisés (Guerci et al., 2001; Huang et al., 2004; Kim et al., 2006; Kebieche, 2009),de
la goutte (inhibant la xanthine oxydase), des inflammations (inhibant la lipoxygenase, la
phospholipase et la cyclooxygenase), hépatoprotecteur, antispasmodiques, antibactériens

,antiallergiques(Bruneton, 2009)

Les alcaloides possédent plusieurs applications pharmaceutiques chez I’étre humain.
Ces applications ont été prouveées cliniguement (Stockigt et al., 2002 ; Lendvai et al., 2003
)Les alcaloides ont un discret effet hypoglycémiant, en faisant descendre le taux de glucose
sanguin et réduire la glycosurie(Pamplona, 2001b), ils sont antimicrobiennes (Omulokoli et
al.,1997) ou/et employés pour traiter certains cancers.lls jouent, a faibles doses, le role
d'anesthésiques locaux, d’analgésique, d'antibiotiques, d'antiparasitaires, d'antipaludique,

d'anti tumoraux et d'amoebicides(Bruneton, 2009).

En paralléle, on note la présence de tanins, ce composé qui donne un godt amer a
I’écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation pour les insectes ou le
bétail(Eberhard et al., 2005).0nt un effet vasoconstricteur sur les petits vaisseaux superficiels
et exerce aussi un effet anti diarrhéique, antiseptique, antibactérien et antifongique(Bruneton,
2009).Selon Bruneton (2009),sont vasoprotectrice; ils limitent la perte des liquides et
favorisent la régénération des tissus en cas de blessure ou de bralure superficielle. lls
possedent une forte activité antioxydant, ce sont des trés bons piéges a radicaux libres et ils
inhibent la formation des radicaux supe oxydes(Badiaga, 2012) par donnée de protons. Les
radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour conséquence de stopper la

réaction en chaine de 1’oxydation(Smythies, 1998),ont la capacité de se combiner et de
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précipité la protéine ces combinaisons varient d’une protéine a une autre selon les degrés

d’affinités(Harborne, 1997).

La plante est moins riche en saponosides possédant des propriétés édulcorantes,
largement utilisées dans 1’industrie agro-alimentaire(Bruneton, 1999),anti-inflammatoires et
antioedémateuses( Bouhadjera , 2005). Aussi ces molécules ont des propriétés analgésiques
(Roux et Catier, 2007),sont habituellement hémolytiques grace a interaction avec les stérols
de la membrane érythrocytaires, ils aient une forte activité spermicide logiquement corrélée
avec l’activit¢ hémolytique.in vivo assurent la défense du végétaux contre I’ attaque

microbienne ou fongique(Bruneton , 2009; Salhi et al., 2019).

Les terpénes sont des composés bioactifs présents naturellement dans plusieurs plantes
ayant une activité hypoglycémiante(Rao et al., 1999).1ls sont connus par leurs activités
cytostatiques, insecticides, anti-inflammatoires et analgésiques(Bruneton, 1999).1ls protegent
les végetaux contre les parasites, inhibent la croissance bactérienne et attirent les animaux
pollinisateurs(Luttge et al., 1992). Jouent un role dans alléopathie entre les plantes ils sont
également reconnus pour exercer la fonction de phéromones et de molécules signales(\VVokou
et al., 2003).

Les huiles essentielles sont des composés naturel, volatile et complexes des plantes, de
nature huileuse ou grasse(Carson et Hammer, 2011) et souvent d’une odeur fort et accentuée
(Burt, 2004; Bakkali et al., 2008;Sbayou et al., 2014) , a role défensif : protection contre les
insectes et les champignons, action répulsive contre les animaux herbivores (Anonyme 1).
L’huile essentielle d’Artemisia herba alba a été jugée responsable de son utilisation
thérapeutique comme désinfectant, anthelminthique et antispasmodique(Mohamed et al.,
2010) ,antidiabétique(Mohamed et al., 2010 ;Gonzalez et al., 2013),et anticancéreuse(Tilaoui
etal., 2011).

Les phénols présents dans toutes les parties de la plante(Beta et al., 2005). sont contenus
dans de nombreuses plantes agricoles et médicinales ( Hale, 2003 ; Psotova et al., 2003).1ls
ont des effets prébiotiques, antioxydants, anti-inflammatoires. lls sont considérés comme non
toxiques. Les phénols ont également été décrits dans plusieurs processus physiologiques:

croissance cellulaire, différenciation, organogenese, floraison(Macheix et al., 2005) .

4.3. L’étude quantitative (Dosage des principes actifs)
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Les métabolites secondaires sont classés en trois groupes principaux : les terpénes (ou
les isoprénoides), les composes phénoliques (phénylpropanoides et les flavonoides), et les

composés contenant de I'azote (alcaloides, glycosides cyanogenes)(Xin et al., 2011).
4.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Les ployphénols sont estimes par plusieurs méthodes, comme la méthode de bleu de
Prusse(Graham, 1992), mais la plus utilisée est celle de Folin-Ciocalteu. En présence des
polyphénols, le complexe Folin-Ciocalteu change sa couleur du jaune au bleue, ce qui permet

de mesurer ’intensité de la couleur(Huang et al., 2005).

L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans cette méthode

(Maisuthisakul et al., 2008).

L’absorbance a été¢ lue dans une longueur d’onde de 765 nm. Les résultats obtenus sont

représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant I’équation: Y=48,11x-0.041, R>=0,988.

La quantité des polyphénols a été rapportée en milligramme d’équivalent d’acide

gallique par gramme de la matiere seche (mg EAG/g de la MS).

A partir de la courbe d’étalonnage (figureO1), la concentration des polyphénols

totaux dans le distillat est de 10.5 mg EAG/g de la MS.
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Figure 8.Courbe d'etalonnage d'interaction de I'acide gallique avec le réactife Folin
Ciocalteau.

D’apres le résultat obtenu, la quantité des composés phénoliques totaux dans le distillat
deArtemisia herba alba qui est (10,5mg EAG/g de la MS) est proche a celle obtenue par
Bettaieb et al. (2012) qui contient (13,20mg EAG/g de la MS). Mais la valeur trouvée est

25



Chapiter 4 Résultats et discussions

¢levée par rapport a celle dosée dans I’extrait aqueux d’Artemisia herba alba (7.8mg EAG/g
de la MS)(Almustafa et Althunibat, 2008) .

Le taux en composés phénoliques du distillat de la partie aérienne de la plante étudiée
est plus bas que le résultat du travail effectué par Laouini et al. (2016) qui enregistre une
teneur en polyphénol égale a 61.55mg EAG /g de la MS pour ’extrait aqueux, tandis que

I’extraction par le chloroforme a donnée une teneur de 52.94 mg EAG /g de la MS.

Un autre travail réalisé par Rouz et al. (2015) qui ont trouvé de valeur de 26.04 mg
EAG/ g de la MS presentant le double de nos résultat, mais Sekiou et al. (2020), ont trouvé
de valeur de 83.59 mg EAG/g de la MS dans I’extrait aqueux de la partie aérienne d’Artemisia

herba alba cettte teneur est tres elevéeparraport a nos résultats.

La différence dans les concentrations des composés phénoliques dans les extraits

dépendait de plusieurs facteur comme :
v Méthode de dosage

Il n’existe aucune méthode permettant de doser de maniere satisfaisante et simultanée
I’ensemble des composés phénoliques présents dans un extrait végétal. Néanmoins une
estimation rapide de la teneur en phénols totaux peut étre obtenue par différentes méthodes,
en particulier par utilisation d’un mélange de phosphomolybdate et de phosphotungstate
commercialisé sous la dénomination de réactif de Folin Ciocalteu(Harborne, 1989). Cette
méthode est trés sensible mais malheureusement peu spécifique, la faible spécificité de ce
réactif est I'inconvénient principal du dosage colorimétrique, car plusieurs réducteurs peuvent
interférer comme 1’acide ascorbique et aussi la réduction de tous les groupes d’hydroxyles
non seulement celles des composés phénoliques, mais également de certains sucres et de
protéines(Vuorela, 2005;Gomez et al., 2006).

Donc le dosage par ce réactif donne une évaluation brute de tous les composés
phénoliques d’un extrait. Il n'est pas spécifique aux polyphénols, mais beaucoup de composés
peuvent réagir avec le réactif, donnant un taux phénolique apparent élevé (Tawaha et al.,
2007).

v Méthode d’extraction

elle dépend du solvant et de la méthode approprié qui préservent leurs propriétés
biologiques (Mahmoudi et al., 2013), ainsi que les conditions dans lesquelles I’extraction est

effectuée (a chaud ou a froid), affectent tous le contenu total en polyphénols (Lee et al., 2003)
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. Elle dépend aussi de leur structure chimique, la taille des particules formant I'‘échantillon, le
temps et les conditions de stockage( Goli et al., 2005 ; Naczk et Shahidi, 2006) .Les acides
phénoliques trés polaires ne peuvent pas étre extraits completement avec des solvants
organiques purs, les mélanges alcool-eau sont recommandéset contribue a la création d’un
milieu modérément polaire qui assure I’extraction des composés phénoliques(Lapornik et al.,
2005;Liyana et Shahidi, 2005). Les composes phénoliques sont le plus souvent combinés a
d’autres  substances (protéines, polysaccharides, chlorophylle, lipides, composés

inorganiques...) qui peuvent interférer dans le dosage des composés phénoliques.

v La période de la récolte

La période de la récolte est trés importante car au cours du temps, des saisons, des mois
et la période de végetation des poussées de la biosynthese peuvent engendrer une
accumulation plus ou moins importante de certains constituants des chaines métaboliques.
Touil et al. (2019) trouvée que la quantité des polyphenol et flavonoides se variée pendant le
moins. Selon 1’étude de Sellami et al. (2009) a conclu que pendant la phase végetative
tardive, la plante accumule des composes phenoliques pour se préparer au processus de
lignification. Touil et al. (2019) on pourrait conclure que le stade physiologique de la plante
affecte sur le choix du meilleur moment de récolte.

v les facteurs environnementaux :

Les plantes de la méme espéce qui se développent dans des environnements différents
peuvent avoir des concentrations en métabolites secondaires différentes(Radusiené et al.,

2012). Selon Zhi-lin et al. (2007)on a deux types desfacteurs environnementaux
a. Facteurs biotiques

Les plantes sont physiquement attaquées par de nombreux agents biologiques comme
les insectes, les champignons, les virus, les bactéries. Certains métabolites secondaires
(polyphénol) ont des activités antimicrobiennes qui fonctionnent comme un systéeme défensif

chez les plantes contre les agents pathogénes(Taiz et Zeiger, 2006) .
b. Facteurs abiotiques

Une disponibilité plus ou moins importante de ces composants abiotiques a une

influence directe ou indirecte sur ’accumulation des métabolites secondaires.

Le stress hydrique a des effets sur la croissance et les teneurs en métabolites primaires,
le métabolisme premiére n'est pas suffisamment pour impacter la production des métabolites

secondaires, mais au conduire le stimule. C’est le cas des nombreux travaux par exemple chez
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Artemisia annua et Hypericum brasiliense, la teneur en composes phénoliques ( quercétine, et
rutine) ont augmenté en cas de stress hydrique(Abreu et Mazzafera, 2005). Dans d’autre cas,
la teneur en métabolites secondaires chez la Camomille (Matricaria chamomilla) a été réduite
sous I’effet du stress hydrique (Razmjoo et al., 2008).

Une diminution de température se traduit par augmentation de la teneur en composés
phénoliques totaux chez C. annuum(Esra et al., 2010) , les conséquences bien connue de
températures élevées dans les plantes est le dommage oxydative causée par un déséquilibre
thermique induit par la photosynthése et la respiration. La limitation de la photosynthese peut
augmenter le taux de formation d'oxygéne actif donc nécessite un systéemede défense qui
traduit par la synthése des agents antioxydants comme les composés phénoliques..

La lumiére agit de facon quantitative et qualitative et est corrélée a 1’'une augmentation
des teneurs en composes phénoliques et plus particulierement de flavonoides (Macheix et al.,
2005). L’activité des certaines enzymes de la voie de biosynthése des polyphénols est
stimulée par la lumiére, c’est le cas, de la PAL(Flores et al., 2005), de la C4H (Bell-Lelong et
al., 1997)et de la CHS (Feinbaum et Ausubel, 1988). Ainsi sous un rayonnement UV les
activités de la PAL et de la CHS, sont stimulées, et les teneurs en polyphénols sont

accrues(Desjardins, 2008) .

v Autres facteur comme les facteurs génétiques, la région, 1’organe végétative
utilisée ,le degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte influence sur

le contenu en polyphénols (Naczk et Shahidi, 2006).
4.3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a ¢été réalis¢ selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AIC13), la quercétine a été utilisé comme étalon. L’absorbance a été lue dans une longueur
d’onde de 430 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant

I’équation: Y =585,8x+0.013, R? =0,999.

La quantit¢ des flavonoides a été rapportée en milligramme d’équivalent de la

quercétine par gramme de la matiére seche (mg EQ/g de la MS).

A partir de la courbe d’étalonnage (figure02), la concentration des flavonoides dans le
distillat est de 0,102mg EQ/g de la MS.
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Courbe d'etalonnage de la quércitne
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Figure 9. Courbe d'étalonnage d'interaction de le quercetine avec I'AICI3.

Le résultat du dosage des flavonoides dans le distillat d’Artemisia harba alba est
0,102mg EQ/g de la MS.

Djeridane et al. (2006), ont trouve une teneur en flavonoides de 0,32mg EQ/g de la MS
pour Artemisia arboresens et une teneur de 0,74mg EQ/g de la MS pour Atemisia compestris

en utilisant 1’éthanol comme solvant d’extraction. Ces résultats sont proches aux résultats de
cette etude (0,102mg EQ/g de la MS).

D’autre part,Bettaieb et al.( 2012) trouvait que 1’extrait aqueux de la partie aérienne de
la méme plante étudiée, contient 15.41mg EC/g de la MS des flavonoides. Cette teneur est

supérieure par rapport a celles enregistrées dans ce travail.

Par ailleurs, la teneur en flavonoides d’Artemisia herba alba obtenue par Rouz et al.

(2015) est 35.22 mg EQ/ g de la MS. Cette teneur est beaucoup plus élevée en comparaison
avec nos résultats.

Le résultat de Sekiou et al. (2020) a montré que I’extrait aqueux de la partie aérienne de
[’Artemisia herba alba, contient 25.7 (mg EQ/g de la MS) des flavonoides. Cette teneur est
trés elevée par rapport a notre résultat.

En effet, la teneur de flavonoides d'une plante dépend d'un certain nombre de facteurs
comme la polarité des solvants utilisés dans la préparation de I’extrait (Stankovi¢, 2011) et la
partie de la plante utilisee (Wu et al., 2004),la région de la récolte et le climat ,le type de

standard utilisé (quercétine, rutine) peut aussi changer les résultats(Djeridane et al., 2010).

La teneur en flavonoide varie en fonction de solvant utilisé, c'est pourquoi, Bruneton

(2009) et Stankovi¢ (2011) ont signalé que les hétérosides de flavonoides sont solubles dans
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les solvants polaires comme les mélanges méthanol-eau, alors que pour les génines (partie

aglycone des flavonoides) sont solubles dans les solvants apolaires.

La solubilité des flavonoides dépend du nombre, du type et de la position de la liaison
des glucides avec les flavonoides(Lapornik et al., 2005).

4.3.3. Dosage de tanins

La quantification des tanins condensés a été realisée par la méthode de vanilline en
milieu acide. L'absorbance a été mesurée a 550 nm. Les résultats obtenus sont représentés
dans la courbe d'¢talonnage de 1’acide tannique, décrite par I'équation suivante:

Y=0.621x+0.007, R? = 0,956.

La quantité des tanins condensés sont exprimés en milligrammes d’équivalent de 1’acide

tannique par gramme de la matiere seche (mg EAT / g de la MS).

A partir de la courbe d’étalonnage (figure03), la concentration des tanins condense dans

le distillat est de8,85mg EAT/g de la MS.
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Figure 10.Courbe d'étalonnage d'acide tannique.

Le résultat du dosage des tanins condense dans le distillat est 8,85mg EAT/g de la MS,
cette teneur est presque le méme a celle qui obtenu par Sekiou et al. (2020) qui contient (8.75
mg EC/g MS).

Le taux des tanins condense du distillat de la partie aérienne du plant étudiée est plus
inférieure que celles correspondant au résultat du travail effectué par Laouini et al. (2016) qui
enregistre une teneur en tanins condense égale a 17.43 mg CAE /g de la MS pour I’extrait

aqueux, tandis que I’extraction par le chloroforme a donnée une teneur de 12.75 mg CAE/g de
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la MSet D’extraction par 1’éthyle acétate a donnée une teneur de 25.47 mg CAE/g de la et en
fin I’extraction par le butanol donnée 21.75 mg CAE /g de la MS.

D’autre part,Bettaieb et al. (2012) trouvait que 1’extrait aqueux de la partie aérienne de
la méme plante étudiée, contient 1.91 mg EC/g de la MS des tanins condense, et aussi le
résultat qui obtenu par Khlif et al. (2013) qui donne 5.47 mg EC/g de la MS, les deux

teneures sont inférieur par rapport notre résultat.

La teneur des tanins condensés est déterminée selon la méthode de la vanilline. Cette
technique est une méthode colorimétrique alternative qui repose sur des réactions des
groupements flavonoides terminaux des tanins condensés avec la vanilline en milieu acide
pour former des complexes colorés(Makkar, 2000; Schofield et al., 2001).Ce dosage n’est pas
spécifique aux tanins condensés mais elle est spécifique aux flavanols. Par consequence, en
utilisant cette technique afin de déterminer la concentration des tanins condensés, les
flavanols monomériques largement distribués, comme 1’épicatéchine, peuvent erronée les

résultats (Hagerman et Butler, 1989).

La teneur de tanins est variable selon plusieurs facteurs comme le solvant d’extraction
engénerale 1’extraction de tanins est réalise par un mélange de 1’cau et I’acétone (Bruneton ,
2009).L’acétone posséde la capacité de solubilisé les proanthocyanidines qui ne sont pas
solubles dans le méthanol (Kennedy, 2002; Naczk et Shahidi, 2006).Mais le probléeme que
I’eau et I’acétone spécialement a haute température extraient aussi des substances indésirable
comme les protéines et des colorants non phénoliques qui causent ses interférences lors de
dosage de tanins. Nous pouvons alors conclure que I’extraction des tanins condensés dépend

de leur nature chimique, du solvant utilisé et des conditions opératoires(Deba et al., 2008).

Les plantes peuvent produire des composes tannoides en réponse a un stress
environnemental, suscité par différents facteurs : sécheresse, surchauffage (températures
élevées) et [lintensité lumineuse (Leinmiller et al.,1991).Leur concentration varie
considérablement entre les différentes espéces végétales et au sein de la méme espéce ou elle
dépend du degré de maturité, de ’age des feuilles, des fleurs et de la saison (Skadhauge et al.,
1997).

Le stockage des plantes réduit leurs contenus en phénols totaux et en tanins condensés
ainsi que leur capacité a précipiter les protéines. Cette action est proportionnelle au taux
d'’humidité. Des résultats indiquent que le stockage des feuilles fraiches, pendant un jour,

réduit leur teneur en phénols totaux, en tanins condensés. Le stockage agit en augmentant le
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degré de polymérisation des tanins et les transforment en grands polymeres inertes(Aganga et
Tshwenyane, 2003 ; Kumar , 2003 ; Makkar, 2003)

4.3.4. Dosage de terpéne

Le dosage des terpenes a été réalisé selon la méthode de(Chaohong et Jie-P, 2006) et

I’étalon qui utilise est 1’acide ursolique, I’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de

548 nm.

Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’¢talonnage, ayant 1’équation: Y
=4,721x+0, 070, R? = 0,962.

A partir de la courbe d’étalonnage (figure1l), la concentration des terpénes est : 0,762
mg EAU/g de la MS.
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y=4,721x + 0,070
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Figure 11.Courbe d'étalonnage d'acide ursolique.

Le résultat de dosage de terpene donne la teneur de 0,762 mg EAU/g de la MS. Trés peu

de travaux sont réalises sur notre plante pour le dosage du terpéne.

Les principaux monoterpénes identifiés dans |’Artemisia herba-alba sont le thujone

(monoterpéne lactone), le 1,8-cinéol et le thymol(Duke, 2001).

Selon certaines études, les changements environnementaux tels que le changement de
température (augmentation en majorité)(Nault, 2003) et l'augmentation de pollution dans
I'atmosphére(Kupcinskiene et al., 2008) ainsi que les changements saisonniers auraient un
effet sur la quantité de terpenes présents ,et aussi le changement des conditions
expérimentales comme le séchage, le le séchage direct au soleil provoque une perte des

composes volatile comme les huiles essentielles (le composant le plus essentielle dans les
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huiles est le terpéne) alors que pour un séchage a l'ombre, cette perte est en faible quantité
I’influence aussi de la cycle végétatif comme les résultats des travaux deRasmussen et
Baerheims (1972) et Belgat (1987), conclue que les constituants terpéniques (camphre,
verbénone, acétate de bornyle et a-terpinéol) se trouvent en forte concentration dans les
feuilles jeunes, puis diminuent avec I'dge de la plante. Cependant, ils ont remarqué que celle
du camphre et du 1,8-cinéole augmente en juillet. Rasmussen et Baerheims (1972) ont indiqué
qu'une différence notable dans la quantité des monoterpénes des feuilles est

constatéeauprintemps.
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre des plantes médicinales possedent des propriétés
biologiques trés importantes liees certainement aux vertus thérapeutiques attribués a une
gamme extraordinaire de molécules bioactives synthétisées par les plantes non seulement
comme des agents chimiques contre les maladies, les herbivores et les prédateurs mais aussi

comme des agents médicinaux tels que les antioxydants et anti-inflammatoires.

Au cours de cette étude, nous avons fait en premiére temps une extraction des bioactits
de la partie aérienne de plante étudie « Artemisia herba alba» par la méthode traditionnel

« la distillation ».

Ensuite une etude phytochimiques qualitative qui a montre la richesse de cette plante
en nombreux composes actifs tels que les alcaloides , les tanins , les terpénes , les phénols
les flavonoides, les huiles essentielle ainsi queles saponines avec absence des sucres

réducteurs et des anthraquinone.

L’estimation quantitative du distillat par le dosage spectrophométrique présente la
grande richesse en polyphénols (10,5 mg EAG/g de la MS), des flavonoides (0.102mg EQ/g
de la MS), des tanins (8.85 mg EAT/g de la MS) et des terpenes (0,762 mg EAU/g de la MS).

A partir des résultats de cette étude on peut conclure que Artemisia herba alba qui est
largement utilisé dans le domaine thérapeutique constitue une trés bonne source naturelle des
agents antioxydants et anti inflammatoires, grace a la richesse en métabolites secondaires

surtout les polyphenols.
Pour compléter cette étude, il serait intéressant de :

-Isoler d’une maniére plus adequate les principes actifs responsables de ces propriétés

pharmacologiques.

-Etudier la cytotoxicité des métabolites in vivo afin de confirmer ou d’infirmer les

activités attribuées a ces plantes.

-Evaluer certaines activités thérapetiques in Vivo.
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Résume

Artemisia herba alba est une plante médicinale appartenant a la famille des Astéracée, a des effets biologique

differents .cette espéce connue sous le nom de « chih », est trés répandue dans le sud algérien. L’hydrodistillat a été
obtenu par la méthode traditionnelle car ce distillat est utilisé depuis I'antiquité dans le traitement de certaines maladies
telles que les troubles digestifs et le diabéte.
Dans la premiére partie de cette étude, nous avons effectuée des testes phytochimiques pour assurer la présence de
métabolites secondaires dans I’hydrodistillat par des réactions chimiques avec différents réactifs et le résultat a été la
présence d'alcaloides, des flavonoides, des phénols simples en quantités importantes, et des tanins, des terpenes , des
saponines et des huiles essentielles avec des faibles quantités et le manque de sucres réducteur et les anthraquinones.

Dans la deuxieéme partie, les résultats ont montré que le distillat d’armoise contient une quantité des composés
phénoliques de 10, 475 mg EAG/ g de la MS, et contient également des flavonoides de 0,102 mg EQ/ g de la MS et aussi
la quantité de tanins est égale a 8,85 mg EAT / g de la MS, tandis que la quantité des terpénes est de 0,762 mg EAU /g
de la MS.

En conclusion, cette étude montre que I'Artemisia herba alba est trés importante car elle contient des quantités
importantes des métabolites actifs qui ont un grand réle dans la lutte contre certaines maladies afin qu'ils jouent le réle
d'antagonistes tels que anti-inflammatoires, antioxydants.

Les mots clés :Artemisia herba alba <Asteracea, Hydrodistillat, testes phytochimique, effet boiologique.

Abstract \
/ Artemisia herba alba is a medicinal plant belonging to the Asteraceae family, with different biological effects. This

species known as "chih", is very widespread in the south of Algeria. Hydrodistillate was obtained by the traditional
method because this distillate has been used since ancient times in the treatment of certain diseases such as digestive
disorders and diabetes.

In the first part of this study, we carried out phytochemical tests to ensure the presence of secondary metabolites in
the hydrodistillate by chemical reactions with different reagents and the result was the presence of alkaloids, flavonoids,
simple phenols in significant amounts, and tannins, terpenes, saponins and essential oils with low amounts and the lack of
reducing sugars and anthraquinones.

In the second part, the results showed that the sagebrush distillate contains a quantity of phenolic compounds of 10,
475 mg EAG / g of DM, and also contains flavonoids of 0.102 mg EQ / g of DM and also the the quantity of tannins is
equal to 8.85 mg EAT / g DM, while the quantity of terpenes is 0.762 mg UAE / g DM.

In conclusion, this study shows that Artemisia herba alba is very important because it contains significant
quantities of the active metabolites which have a great role in the fight against certain diseases so that they play the role of

antagonists such as anti-inflammatory drugs , antioxidants.
\ Key words: Artemisia herba alba «<Asteracea, Hydrodistillate, phytochemical tests, boiological effect. /
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