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Résumé

Résumé

Artemisia herba alba est une plante médicinale appartenant a la famille des Astéracée,
cette espece connue sous le nom de « Chih », est tres répandue dans le sud algérien. Cette
étude consiste a faire dans un premier temps un criblage phytochimique de quelques extraits
des feuilles de cette plante et dans un second temps, nous avons évalué I’activité antioxydante
de ces extraits.

L’étude phytochimique a permis de mettre en évidence I’existence d’alcaloides, des
tanins, des saponines, des flavonoides et des terponoides dans les feuilles. La quantification
des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et des flavonoides par la méthode
AICl; a donné des valeurs plus élevées avec I’extrait méthanolique 70% et 100% ou les
valeurs sontde : 82.16+£0.55 ng EAG/mg d’extrait et 27.82 + 0.38 pg EQ/mg d’extrait
respectivement.

Ce qui concerne le test DPPH, I’extrait méthanolique 70% a montré la plus grande
activité inhibitrice avec une ICso de : 5 £ 0,007 pg/ml. En outre, la méthode FRAP montre que
I’extrait 100% est le plus actif : 0.16 £0.01ug EAA/ug d’extrait.

Les résultats obtenus ont permis d’affirmer que I’ensemble des extraits de la plante
étudiée présentent des bonnes propriétés antioxydantes qui pourraient nous permettre de les

recommander dans la biotechnologie.

Mots clés : Artemisia herba alba, les extraits, les polyphénols, I’activité antioxydante, DPPH,

FRAP



Abstract

Abstract

Artemisia herba alba is a medicinal plant belonging to the family Asteraceae, this
species known under the name of "Chih", is widespread in the south Algerian. This study
consists at first in making a phytochemical screening of some extracts of the leaves of this
plant and in a second step, we evaluated the antioxidant activity of these extracts.

The phytochemical study revealed the existence of alkaloids, tannins, saponins,
flavonoides and terponoids in the leaves. Quantification of the total polyphenols by the Folin-
Ciocalteu method and flavonoids by the AlCl;3 method gave higher values with the 70% and
100% methanol extract where the values are : 82.16 + 0.55 ung EAG / mg of extract and 27.82
+ 0.38) ug EQ / mg of extract respectively.

Regarding the test of DPPH radical, the 70% methanolic extract showed the greatest
ICso inhibitory activity : 5 = 0.007 pg / ml. In addition, the FRAP method shows that 100%
extracts is the most active : 0.16 £ 0.01 ug EAA / pg extract.

The results obtained are allowed to affirm that all the extracts of the studied plant

have good antioxidant properties that could allow us to recommend them in biotechnology.

Key words: Artemisia herba alba, extracts, polyphenols, antioxidant activity, DPPH, FRAP.
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Introduction

Introduction

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi
par un nouveau concept, celui du « stress oxydant » (Moon et Shibamoto., 2009).Le stress
oxydant a été décrit réellement comme un facteur étiologique crucial impliqué dans diverses
maladies chroniques humaines telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et
neurodégénérative, inflammation, diabete mellitus et vieillissement. Ces dommages oxydants
sont réalisés par I’attaque des radicaux libres sur de divers biomolécules, en particulier les
protéines, les lipides et ’ADN, ayant finalement comme conséquence la dégradation et la
mort de cellules.

Plusieurs antioxydants synthétiques peuvent étre inadéquats pour la consommation
humaine chronique car les publications récentes ont mentionné leurs propriétés toxiques
possibles pour la sant¢ humaine et I’environnement. De plus, la résistance aux antibiotiques
par les microorganismes pathogenes (bactéries, virus, mycetes) est devenue un probleme
grave car ces contaminations microbiennes touchent toujours la santé publique .Par
conséquent, 1’intérét pour les antioxydants (non toxiques) normaux et les antimicrobiens,
particulierement de 1’origine végétale, a considérablement augmenté ces dernicres années
(Ghedadba et al., 2015).

Les plantes médicinales constituent une source inépuisable de molécules a activités
biologique et pharmacologique tres variées (Ghedadba et al ., 2015) .Beaucoup d'intéréts ont
été générés par des scientifiques et des €pidémiologistes pour de larges gammes de composés
phytochimiques avec des rapports démontrant leurs effets protecteurs contre un liste

croissante des maladies (Bellik et Selles,2016).

En effet, les polyphénols sont des composés naturels largement répandus dans le regne
végétal qui ont une importance croissante notamment grace a leurs effets bénéfiques sur la
santé. Des recherches scientifiques ont été¢ développées pour I’extraction, I’identification et la
quantification de ces composés a partir des différentes sources telles que les cultures

agricoles et horticoles ou les plantes médicinales (Bougandoura et Bendimerad, 2012).

La flore algérienne regorge de plusieurs especes de plantes encore peu ou pas étudiées,
mais dotées de réelles propriétés pharmacologiques. La maitrise totale et parfaite des
différentes propriétés de ces plantes, qui passe par la détermination de I’ensemble des groupes
physicochimiques capables d’engendrer un ou plusieurs effets pharmacologiques, est

aujourd’hui un objectif qui occupe un ordre de premicre place (Bentabet et al., 2014). Parmi
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les plantes médicinales qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre Artemisia, ce
dernier est largement distribué surtout dans les régions semi arides. De nombreuses especes
de ce genre sont utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs
molécules douées d’activités thérapeutiques, parmi les especes les plus connues se trouve
Artemisia herba alba (Boudjouref, 2011).
Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dont le but principal est d’évaluer I’activité
antioxydante des différents extraits organique d’Artemisia herba alba.
Notre travail sera présenté comme suit:
v" Une partie relative a 1’étude bibliographique résumant les généralités sur la plante, les
composés phénoliques, et radicaux libres ainsi bien que les antioxydants.
v" Une partie abordant I’étude expérimentale qui est portée sur deux aspects:
-Extraction et dosage des composés phénoliques des feuilles d’Artemisia herba alba.

-Etude de Iactivité antioxydante des extraits au moyen de deux tests qui sont DPPH et FRAP.



La synthese
bibliographique



La synthese bibliographique

I. Le systéme oxydant

I.1. Les radicaux libres

L’oxygene est un ¢élément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de I’énergie en oxydant de la maticre organique. Mais nos cellules
convertissent une partie de cet oxygene en métabolites toxiques: les radicaux libres organiques
(Deschemaeker, 2004).

Un radical libre est une espece chimique, molécule, ou atome, capable d'avoir une existence
indépendante (libre) en contenant un ou plusieurs électrons célibataires. En effet, ce radical
libre aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus
stable (Goudable et Favier, 1997) ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule
(Afonso et al., 2007).

I.1.1. La nature des radicaux libres

I.1.1.1. Les espéces réactives de I’oxygéne(ERO)

Les especes réactives de 1’oxygeéne(ERO) sont des radicaux libres issus de 1’oxygene
moléculaire, elles représentent la plus importante classe d’espéces réactives générées dans les
organismes vivants a cause de I’importance du métabolisme aérobie (Valko et al., 2007); leur
production est permanente et physiologique(Koechlin ,2006).

a) L’anion superoxyde
Le radical superoxyde est produit a partir de I’oxygene moléculaire par la capture d’un
électron, principalement par les cellules phagocytaires (Goudable et Favier, 1997)
02+ — Ox
Il est considéré comme le type le moins réactif des ERO; le plus fréquemment produit dans
I’organisme (Scheibmeir et al., 2005) et relativement stable( Favier,2003).
b) Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle est I’oxydant le plus réactif et le plus puissant (Marusawa et al.,
2002).Parmi les voies conduisant a la formation de ce radical on peut citer la réaction de fenton
RO’(Favier, 2003); réaction d’Haber et Weiss (Sorg, 2004 )et a partir de 1'eau par les radiations
ionisantes (Favier, 2003).

¢) Le radical peroxyle (RO>’)
ROy’ est un radical secondaire issu de 1’addition de I’oxygene sur les radicaux centrés sur le

radical R-.Sa réactivité se situe entre 1’anion radical superoxyde et le radical hydroxyle (Rezair, 2012)
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d) Le radical secondaire alkoxyles (RO")
RO’ est produit suite a la décomposition de I’hydroperoxyde RO>H, issu de I’oxydation

de substrat RH, par des cations métalliques (Rezair, 2012).

e) Le peroxyde d’hydrogéne (H202)

L’H>0, n’est pas un radical libre mais a la capacité de générer des radicaux hautement
réactifs ; il peut étre formé secondairement a la dismutation de O™ par le superoxyde dismutase
ou produit par réduction bivalente de 1’oxygene grace a un grand nombre de déshydrogénases.
(Wardman et Candeias,1996).

02"+ 02"+ 2H* —» H20:2+ O2
f) L’oxygene singulet (102)

C’est une forme treés énergétique de grande réactivité (Goudable et Favier, 1997). Son
état «excité» lui confere un potentiel oxydant supérieur a celui de I’oxygeéne (Bonnefon tet al.,
2003). Il est formé¢ a partir de I’ion superoxyde selon la réaction suivante : (Goudable et Favier,

1997).

‘0-O——» 102 (sous ’action de la lumiére).
I.1.1.2. Les especes réactives azotées (ERN)
Le monoxyde d’azote (NO)
Le monoxyde d’azote (oxyde nitrique) est un radical libre ubiquitaire synthétisé dans
les cellules endothéliale a partir de I’arginine et 1’O2 grace a ’action d’enzymes appelées NO

synthase (Bonnefontet al., 2003 ).

Nitrique oxyde synthase
O; +Arginine +NADPH »NO- + Cittrulline + H>O + NADP*

Le monoxyde d’azote radicalaire peut aisément réagir avec la plupart des espéces oxygénées et

se transformer en NO2, N2O3z, NO2 et ONOO™ .
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Figure 01: Origine des différents radicaux libres oxygénés et des especes réactives de

I’oxygénés impliqués en biologie (Favier, 2003).

I.2.La production des radicaux libres
I.2.1. La production intracellulaire:
La production des ERO dans les cellules mammiferes découle de plusieurs sources
possibles mais elles sont essentiellement d’origine enzymatique.
v" la NAD(P)H oxydase membranaire et du complexe enzymatique mitochondrial de la
chaine respiratoire

NAD(P)H +20, — NADP) "+ H" +20;"

v" Les cytochromes P450, accepteurs terminaux d'électrons du complexe (IV) de la chaine
de transport des électrons, catalysent la réaction :

O,+4e +4H"—» 2H0

Cette chaine de transport laisse fuir une certaine proportion d'électrons, environ 2 %, qui
vont réduire partiellement I'oxygéne pour aboutir a la formation du radical superoxyde (Rezair,4

2012): 02+1e—» O2

D’autres sources peuvent également jouer un réle dans la production de radicaux tel
que: I’oxydation de coenzymes, comme les flavoprotéine; le peroxyde d’hydrogéne et les lipo-
oxygénases, enzymes de la voie de I’acide arachidonique; Les NO synthases, a 1’origine du
radical NOe, peuvent, sous certaines conditions, produire également des anions superoxydes les
cellules phagocytaires activées par une réaction inflammatoire vont produire un grand nombre

d’ERO (Delattre et al., 2005); et la xanthine oxydase (Koechlin,2006).
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Cytochrome P450 et b5
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Figure 02: site de production intracellulaire des ERO (Melle,2015).

1.2.2. La production extracellulaire

Les facteurs environnementaux incluant des agents cancérogenes non-génotoxiques
peuvent directement, ou indirectement étre impliqués dans la génération de radicaux libres
(xénobiotiques, activation des leucocytes..).

Les rayonnements UV induisent la synthése de Oze-, OHe,10, et d’H>0> (Sumaya,
2004); L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) présents dans notre mode de vie
(tabagisme, radiations ionisantes, champs électriques, polluants industriels..), ainsi qu’une
alimentation chimique (raffinée, riche en graisses saturées et en sucre, consommation
d’alcool...), sont autant d’¢éléments favorisant la genese de radicaux libres (Mena et al., 2009).
I.3. Role biologiques des radicaux libres

Les ERO et ERN sont connues pour jouer un double rdle dans les systeémes biologiques,
puisqu’ils peuvent étre a la fois nocifs mais aussi bénéfiques, voire indispensables pour les

organismes vivants (Valko et al., 2004).

v Bénéfiques, lorsqu’ils sont impliqués dans des roles physiologiques au niveau des
réponses cellulaires telles que la lutte contre des agents infectieux; La phagocytose
(Favier ,2003) et leur fonction dans les systemes de signalisation cellulaire (Delattre et
al.,2005).Les radicaux libres peuvent intervenir dans la prolifération, la différenciation,

I’adhésion et la migration (Jacques, 2010).

v Nocifs, lorsqu’il y a un déséquilibre entre la balance des ERO et ERN et les systémes

de défense, avec comme conséquence I’apparition de dégats souvent irréversibles pour
6
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la cellule en lien avec I’apparition de nombreuses maladies graves (cancer,
artériosclérose, arthrite, maladies neurodégénératives): c’est le stress oxydatif (Evans

et Halliwell, 1999).

I.4. Le stress oxydant

Le stress oxydant représente l’incapacité pour l’organisme a se défendre contre
I’agression des especes oxygénées réactives, en raison de I’existence d’un déséquilibre entre la
production de ces substances et la capacité de défense des antioxydants (Koechlin ,2000).
I.4.1. Les conséquences moléculaires du stress oxydatif

Lors d’un stress oxydant, les ERO non « détoxiquées » par le systeme antioxydant
attaquent et endommagent par oxydation les macromolécules directement a leur contact,
contenues dans les cellules, notamment les lipides, les protéines, I’ADN (Koechlin-Ramonatxo
,2000).
1.4.1.1. Les lipides

Au niveau cellulaire, les lipides membranaires et tout particulierement les acides gras
polyinsaturés, estérifi€és ou non, a cause de leur double liaison, sont une cible privilégiée des
EROs. Ceux-ci provoquent 1’oxydation des acides gras polyinsaturés, a 1’origine de la
formation de trées nombreux produits primaires (hydroperoxydes) ou secondaires (aldéhydes)
dont les activités biologiques sont multiples. Ce phénomene est la peroxydation lipidique

(Ronald St-Louis, 2011).
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Figure 03: Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature

des produits terminaux formés (Favier, 2003).



La synthese bibliographique

1.4.1.2. Les protéines

Les ERO sont en effet capables de réagir avec différents acides aminés des chaines de
protéines (Koechlin-Ramonatxo ,2006).Dans les conditions physiologiques, les cibles majeures
des EROs sont les acides aminés soufrés (cystéine, méthionine) (Brot et Weissbach, 2000), les
acides aminés basiques (arginine, lysine)(Ronald St-Louis, 2011) et les acides aminés
aromatiques (phénylalanine,tyrosine, tryptophane) (Armstrong et Swallow., 1969 ).
L’oxydation de ces acides aminés conduit a une modification de la conformation spatiale et a
une altération de la fonction protéique (Koechlin-Ramonatxo, 2006).
1.4.1.3. L’ADN

L'ADN est tres vulnérable a l'attaque par les radicaux libres et subit donc différents
dommages oxydatifs. L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer I'oxydation des bases,
Mais le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, ce qui
provoque la création d'un site abasique, ou attaquer directement le sucre créant ainsi une

coupure de la chaine simple brin (Favier ,2003).

] e L —
S e .“1'\-\._\_\_\_ =, T -
chaine simsis ——— e .‘jl A uy
y i %—r" ~ o
s ‘H-::- .: %_- :_\_ e
__,.H"-'-F o' P
-~ L
|.%r’ i
ey g
";:? _,.{ AT per -
micsd i eom o de da T
[T "-\-\_‘x‘:‘-\-\.l-
— ™
- .
- Al

Sl it e ddried
of ‘e el B o
- Dl peleldag e
Forsaidan
r i ]

e s ire i e
H\.H""\-.. - ETE TR -
|

> . Y n."l-cli'j:: i|-]-;Ll_'|.l|-|'
Figure 04 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des

cellules (Favier ,2003).

II1. Les antioxydants

Toute substance qui, lorsqu’elle est présente en faible concentration comparée a celle
du substrat oxydable, retarde ou prévient de manicre significative I’oxydation de ce substrat
est appelée antioxydant. (Halliwell, 1990).

Les antioxydants sont largement présents dans nos aliments, soit sous forme naturelle,

soit sous forme d'additifs utilisés dans 1’industrie agroalimentaire (Tanguy et al., 2009). Ils
8
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peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur origine
(Delattre et al., 2005).L'organisme possede des systemes de défense tres efficaces, de deux

types : les antioxydants enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques (Goudable et

Favier,1997).

le- (oxygeéne fondamental)
) O 2
le” CI",MPO
‘X SOD, Vit C

peroxyde d' hydrogene

anion superoxyde acide hypochloreux

Fe,Cu (cau de javel)
:afa!avc ‘./u‘ C, flavonoides,
% GSH
ferritine, transferrine, %
agents chélateurs
l'dd](,d] hydroxyle

\ _ llpop(.ruxydc,s
oxygene singulet acide urigue, V:! C, GSH

B-caroténe, lycopéne Vit E, Se-GPx, ub:qumone

Figure 05 : Régulation de la production d’espéces réactives de I’oxygene par les systémes de

défenses antioxydants (Haleng et al ., 2007).

I11.1. Les antioxydants enzymatiques

Les principaux systemes enzymatiques antioxydants les plus efficaces sont la
superxoyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase (Sharma et al., 2012)
II1.1.1. Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases ou SOD représentent I’une des premicres lignes de défense
contre le stress oxydant en assurant 1’élimination de ’anion superoxyde Oze- par une réaction
de dismutation en le transformant en peroxyde d’hydrogene et en oxygene moléculaire selon la
réaction suivant: (Haleng et al., 2007).

SOD

02" +2H ————» 02+ H202

Chez I’homme, trois isoformes de 1I’enzyme SOD qui différent par leur structure et leur
localisation cellulaire ont été caractérisées de fagon biochimique et moléculaire (Afonso et al.,

2007).
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I11.1.2. Glutathions peroxydase (GPX)

Les glutathions peroxydases sont des enzymes tétramérique a sélénium qui peuvent
réduire le peroxyde d’hydrogeéne en eau, en utilisant les capacités réductrices du couple
glutathion /glutathion disulfide (GSH/GSSG) (Matés et al., 1999 ).

ITI.1.3. Catalase

La catalase est une enzyme responsable de la détoxification du peroxyde d’hydrogene
produit dans les condition physiologiques (Niki ez al., 2007). Elle est localisée principalement
dans les peroxysomes, mais aussi dans les mitochondries et le cytoplasme (Lindau-Sehpard &
Shaffer, 1993). La catalase et la glutathion peroxydase ont des rdles protecteurs similaires et
leur contribution relative est assez variable. (Cantin, 1999).

2H202 —» 2H20+ O
I11.2. Systemes antioxydants non-enzymatiques

Les systemes antioxydants non-enzymatiques endogenes incluent de nombreux thiols
dont le majoritaire est le glutathion et d’autre exogene eux, comprennent majoritairement les
vitamines C et E, les caroténoides et des composés phénoliques (McCall et Frei, 1999).

I1.2.1. Glutathion

Le GSH est un tripeptide (Lyglutamy-1-cystéinyl-glycine) impliqué dans de nombreux
processus au niveau intracellulaire. Son rdle dans la détoxication de xénobiotique (Beaudeux&
Genevieve, 2011)et dans la protection des lipides, des protéines et des acides nucléiques contre
I’oxydation a été bien établi (Stamler et Slivka, 1996).

Le glutathion agit également comme cosubstrat d’enzymes antioxydantes telles que la
glutathion peroxydase, glutathion réductase et transférase (Ravi et al., 2004).
I1.2.2. Vitamine E

La vitamine E fait partie de la famille des tocophérols, cette famille comprend
4substances (o, P, v, 0), a-tocophérols est la forme la plus active (Cuvelieret al ., 2003)son
principal role biologique est de réagir avec les radicaux peroxyles ROO+ pour former un radical
tocophéryle (Dellatre, 2005). IL permet de diminuer la peroxydation lipidique dans la
membrane cellulaire et au sein des LDL (Goudable et Favier ,1997; Gardés — Albert et al.,
2003).

I1.2.3. Vitamine C

La vitamine C (I’acideL-ascorbique), c¢’est un antioxydant hydrosoluble, qui se trouve
dans le cytosol et dans le fluide extracellulaire. Elle peut piéger directement 1’anion superoxyde
02", le radical hydroxyle HOe, I’oxygene singulet et réduit le peroxyde d’hydrogene en eau via
I’ascorbate peroxydase (Evans, 2000).

10
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I1.2.4. Les caroténoides
Sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont regroupés en deux
grandes familles : les caroténes et les xantophylles. L’activité antioxydante de ceux-ci est liée

a leur longue chaine polyénique qui leur permet de réagir avec les radicaux ROO’, HO’, O2",

R™ (Valko et al., 2006).

IV. Généralité sur les plantes médicinales

IV.1. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales ont été employées pendant des siecles comme remedes pour les
maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants de valeurs thérapeutique (Nostro
et al.,2000) mis a profit dans 1’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie.
Parmi ces composés on retrouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se
sont surtout illustrés en thérapeutique (Bouras et Houchi, 2013)
IV.2. Les métabolites secondaires

Le métabolite secondaire est utilis€é pour décrire une large gamme de composés
chimiques dans les plantes qui ne sont pas impliqués dans les processus biochimique de la
croissance et de la reproduction des plantes (Amlan et jyotisna, 2010). Ils ont un réle important
dans les interactions de la plante avec son environnement (Greathead, 2003).

Ils sont divisés principalement en trois grandes famille : les polyphénols ; les terpenes ; les

alcaloides (Lutge et al., 2002).

Métabolites secondaires

| T | |
Acide phenotiques Flavonoides Tanins Stilbenes

cide benzoicy Resveratrol
a galhw

“;” a ST
T RAN
- lA\ ‘ ﬁI
- > a
s Tanin condense \(\j/
Acide gallique T/

Naingenine Cyanidine Catechins
Genisteine

Quercetin:

Figure 06: Classification des quelques métabolites secondaires (Muanda, 2010).
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IV.2.1. Les polyphénols

IIs Constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu du regne végétal
(Marin et Andriantsitohaina, 2002) L’¢lément structural fondamental qui caractérise les
composés phénoliques est la présence d’au moins un noyau benzénique auquel il est
directement li€ au moins a un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction :éther,
ester, hétéroside (Bruneton, 2009)Ils sont présents dans toutes les parties des végétaux (racines,
tiges, feuilles....) (Zoughlache, 2008).
IV.2.1.1.Biosynthese des polyphénols

Ils sont synthétisés a partir de deux voies biosynthétiques celle de I’acide shikimique,
qui conduit apres transamination et désamination, aux acides cinnamiques et a leurs nombreux
dérivés ; et celle issue de I’acétate, qui conduit a des poly B-coesters (polyacétates) de longueur
variable menant par cyclisation a des composés polycycliques. De plus, la diversité structurale
des composés polyphénoliques, due a cette double origine biosynthétique. (Martin et
Andriantsitohaina, 2002).
I1.2.1.2. Classification

a) Les acides phénoliques (C6 — C1)
Les acides phénoliques sont constitués de deux sous-groupes : Les acides

Hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques (Balasundramet al., 2006).

b) Les coumarines (C6-C3)
Ils dérivent des acides hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine latérale.
Les coumarines ont fréquemment un rdle écologique ou biologique (Harrar, 2012).
¢) Les tannins
Selon la structure; on a deux types de tannins hydrolysable et les tannins condensés dits
aussi : proanthocyanidines (Harborne, 1997).
d) Les flavonoides
Les flavonoides représentent une classe de métabolites secondaires largement répandus
dans le regne végétal. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux qui sont en
partie responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. (Guignard,
1996).
Leur structure de base est celle d’un diphenylpropane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6)
Constitué de deux noyaux aromatiques qui désignent les lettres A et B reliés par un hétérocycle

oxygéné qui désigne la lettre C (Dacosta 2003).

12
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Des variations dans des modeles de substitution dans le cycle C a pour résultat les
principales classes de flavonoides (les flavones, les flavonols, les flavanes, les flavanones, et
les anthocyanidines) (Balasundram et al., 2006).

Ils possedent de nombreuses activités biologiques; ces activités sont attribuées en parties aux

propriétés antioxydant de ces composés naturels (Fuhrman et al., 1995).

R1

OH O

Figure 07: La Structure de base de flavonoides (Lugasi et al., 2003).

IV 2.1.3. Roles physiologiques des polyphénols

Les composants phénoliques sont des molécules biologiquement actives, il sont
largement utilisés en thérapeutique comme vasoconstricteurs, anti-inflammatoires, inhibiteurs
enzymatiques, antiradicalaires, antimicrobiens (Zoughlache, 2008) et antioxydante: neutraliser
les radicaux libres par des mécanismes de transfert d’électrons et de protons, et a chélater les
ions des métaux de transition capables de catalyser la peroxydation lipidique (Schroeter et al.,
2002).
IV.2.2. Les terpenes

Ce sont des substances généralement lipophiles qui dérivent d’une entité simple a cinq
atomes de carbones. La famille des terpenes comprend des hormones, des pigments
caroténoides, des stérols, le latex (qui est a la base du caoutchouc naturel), ainsi qu’une grande
partie des huiles essentielles qui conferent aux plantes leur parfum couleur et gout (Hopkins,
2003).
IV.2.3. Les alcaloides

Ce sont des composés azotés au gout amer qui ont des propriétés chimiques basiques

(alcalines) parmi les alcaloides on a morphine, coca et caféine (Revenet al.,2000).
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IV.3. L'espece Artemisia herba-alba

La famille des Astéraceae englobe un grand nombre de plantes différentes parmi
lesquelles ; I’armoise ou le genre Artemisia qui comprend plus de 400 espéces, réparties dans
le monde (Bencheqroun et al., 2012).

Connue depuis des millénaires, I'Artemisia herba-alba (armoise herbe blanche) a été décrite par
I'historien grec Xénophon, des le début du IVe siecle av. J.-C., dans les steppes de la
Mésopotamie (Francis, 2001).

L’espece Artemisia herba alba (armoise blanche) est une plante aromatique et
médicinale appartenant a la famille des Astéracées (Quézel et Santa, 1962). Elle se caractérise
par un polymorphisme morphologique trés important en relation avec les conditions
écologiques locales (Chaieb, 2000). Elle présente une odeur caractéristique d’huile de thymol
et un golt amer d’ou son caractere astringent (Nabli, 1989).

I1.3.1. Description botanique d’Artemisia herba alba

C’est une plante odorante vivace dressée, suffrutescente a tiges nombreuses,
tomenteuses, rigides et droites de 30 a 50 cm.

v’ Les feuilles sont courtes, généralement pubescentes argentées a pinnatipartites ; les
bractées externes sont opaques et pubescentes, alors que les bractées intérieurs sont
oblongues, brillantes et glanduleuses ;

v" Les capitules sont pauciflores en général, homogenes a fleurs hermaphrodites IIs sont
sessiles ou subsessiles (Quezel et Santa, 1963 ; Wright, 2002).

La croissance végétative d’Artemisia Herba Alba a lieu a 1’automne ; la floraison commence

en Juin et se développe essentiellement en fin d’été (Gharabi et al., 2008).

I1.3.2. Classification botanique
La classification botanique de I’Artemisia herba-alba a été faite par Friedman et al., 1986

(Tableau I).

Tableau I: La classification botanique de I’Artemisia herba-alba.

Reégne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division Magnoliphyta
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Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae

Ordre Asterales

Famille Asteracae

Genre Artemisia

Espece Artemisia herba alba

IV.3.3. Dénominations

Artemisia herba alba possede différents dénominations (Tableau II)

Tableau II: Principaux noms vernaculaires d’Artemisia herba alba.

Langue Nom Références

Francais Armoise blanche (Bendjilali et al., 1984)
Anglais White wormwood (Marc et al., 2004)
Arabe Chih, Chiha, Chiba (Quezel et Santa., 1963)
Tamazight Ifsi (El Rhaffari, 2008)
IV.3.4.Habitat

L Artemisia herba alba est largement répandue depuis les 1les Canaries et le Sud-Est de
I’Espagne jusqu'aux steppes d'Asie centrale (Iran, Turkménistan, Ouzbékistan) et a travers
I’Afrique du Nord, I’Arabie et le Proche-Orient. En Afrique du Nord, cette espéce couvre
d'immenses territoires évalués a plus de dix millions d'hectares, ['Artemisia herba alba est
absente des zones littorales nord. Cependant, l'espece se raréfie dans l'extréme sud (Nabli,

1989).
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IV.3.5. Composition chimique d’Artemisia herba alba

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés et identifiés de /’Artemisia herba alba
dont les plus importantes sont les sesquiterpenes lactones (Marco, 1989). Les flavonoides
détectés dans I’armoise montrent aussi une diversité structurale allant des flavonoides communs
(flavones glycosides et flavonols) jusqu’aux flavonoides méthylés qui sont trés inhabituel
(Saleh et al., 1987 ; Saleh et al., 2005). En plus des sesquiterpenes lactones et des flavonoides
I’analyse phytochimique a montré que la composition des huiles essentielles de /’Artemisia
herba alba est riche en monoterpenes, triterpenes pentacycliques, santonines, coumarines et
tanins (Mohamed et al., 2010).
I1.3.6. L’ effet thérapeutique de la plante

L’Artemisia herba alba est tres utilisée en médecine traditionnelle lors d’un désordre
gastrique tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi utilisée en tant que
remede de I’inflammation du tractus gastro-intestinal (Ghrabi et Sand, 2008). Plusieurs études
scientifiques ont également prouvées I’efficacité de 1’armoise blanche en tant qu’agent
antidiabétique (Tastekin et al., 2006) leshmanicide (Hatimi et al., 2001),antiparasitaire,
antibactérien, antiviral, antioxydant, anti malarien, antipyrétique, antispasmodique et

antihémorragique (Yin et al., 2008).
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Matériels et méthodes

I. Matériels et méthodes

I.1. Matériels

I.1.1.Matériel végétales

La plante Artemisia herba alba est récoltée au début du mois de Mars 2018 a Ras el
oued (wilaya de Bordj Bou-Arreridj) et I'identification de 1'espéce a été faite dans I'université
de Mohamed EI Bachir El Ibrahimi (BBA).

L’¢échantillon est ensuite lavé puis séché a 1’air libre et a I’ombre pendant une semaine.
Devenue seche, Les feuilles de la plante sont broyées puis stockées dans des bocaux fermés et

placée dans un endroit a I’abri de la lumiere et de la chaleur jusqu’a son utilisation.

Figure 08 : Artemisia herba alba.

I.1.2.Matériel de laboratoire

Spectrophotometre, L’étuve, Rotavapeur (Biichi), Balance de précision, Agitateur,
Vortex, bain marie.
1.1.3.Produits chimiques

Les produits chimiques qui ont été utilisés proviennent tous de Sigma Aldrich,
Biochem et chemopharma : Le méthanol, Eau distillée, Carbonate de sodium, Carbonate de sodium,
Solution de Folin, Acide gallique monohydrate , Trichlorure d’aluminium hydraté ,Quercétine, DPPH,
BHT, BHA, Chlorure ferrique, Potassium ferricyannate, TCA ou acide trichloracétique, Tampon de
phosphate, Magnésium, Acide chlorhydrique, Ethanol, Chloroforme, Acide sulfurique , Tode, Iodure

de potassium.
I.2. Méthodes

L.2.1.Préparation des extraits
Les méthodes d’extraction des biomolécules utilisées au laboratoire sont la macération
et la décoction (figure09 et 10).Ainsi, les solvants qui ont été utilisés pour notre étude sont le

méthanol et I’eau. Des mélanges de ces deux solvants sont aussi utilisés, tels que les mélanges
17
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méthanol/eau (70/30, v/v) et (30/70, v/v). La méthode d’extraction consiste a placer la poudre
végétale (10 g) avec 100 ml de solvant, les extraits sont préparés par volume décrit comme
suit:
v Extrait 100% méthanol: le solvant est 100% méthanol.
v Extrait 70% méthanol: le solvant est un mélange hydro alcoolique (méthanol/eau ;
70/30 ; v/v).
v' Extrait 30% méthanol: le solvant est aussi un hydro alcoolique mais avec les
pourcentages: (méthanol/eau ; 30/70 ; v/v).

v Extrait aqueux: le solvant est ’eau.

Les mélanges sont soumis a une agitation a I’aide d’un agitateur magnétique pondant
24 h a température ambiante et a I’ombre. Ensuite les solutions ont étés filtrée sur une coton
puis sur une filtre Wattman et le solvant a été récupéré du filtrat par évaporation dans un

rotavapeur. L'extrait obtenu a été conservé au congélateur jusqu'a son utilisation.

10 g de matiere végétale sec + 100 ml de solvant

!

Agitation pendant 24 h a température ambiante

!

Filtration sur coton hydrophile puis sur papier wattman

v

Evaporation au rotavapeur

V
Etuve (45°C)

|

Extrait brut

Figure 09: Protocole expérimental de la préparation des extraits.
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v Extrait traductionnel : Extraction traditionnelle (figure 10)

10 g de poudre végétale + 500 ml de ’eau distillé

v
Ebullition pendant 15 min a I’aide d’une plaque chauffante

v

Filtration sur coton puis sur papier wattman

|

Evaporation au rotavapeur

|

Etuve (45°C)
Extrait traditionnelle brut
Figure 10 : Protocole expérimental de la préparation de 1’extrait traditionnelle.
I.2.1.1. Calcul de rendement

Le rendement de I’extrait est définit comme étant le rapport entre la masse de I’extrait
sec obtenue et la masse du matériel végétal traité. Le rendement qui est exprimé en

pourcentage a été calculé par la formule suivante:
R (%)= (ME / Mv) x 100
R : Rendement en pourcentage.

MEg :Masse de ’extrait.

My : Masse de matiere végétale.
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1.2.2.Tests phytochimiques

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de métabolites

secondaires existants dans la partie étudiée de la plante par des réactions qualitatives de

caractérisation. Dans notre cas les tests réalisés sont les suivants:

a)

b)

¢)

d)

e)

Les flavonoides: réaction dite a la cyanidine (réaction de SHIBAT) dans un tube a
essai, 2 ml d’extrait a 10% est placé, on ajoute 5 ml d’alcool chlorhydrique (4ml EtOH
+ 1 ml HCL concentré) et 2 ou 3 coupeaux de magnésium. Une coloration rose orange

ou violacée apparaissant lorsqu’il y a des flavonoides (N’Guessan K, 2009).

Les alcaloides: 2 ml d’une solution d’extrait a 10%, additionnée d’une goutte de HCL
concentré et 3 gouttes de réactif de BOUCHARDAT (Iode 2.5g, lodure de potassium
(KI) 5g, et 100 ml H20). Une précipitation brun rougeatre signifie qu’il y a des
alcaloides (Majob F, 2003).

Les terpanoides: test de Slakowski 5 ml de I’extrait est ajouté a 2 ml de chloroforme
et 3 ml d’acide sulfurique concentré. La formation d’un anneau marron-rouge a

I’interphase indique la présence des terpanoides (Khan A.M, 2011).

Les tanins: 1 ml de I’extrait est ajouté a 2ml H>O et 2 a 3 gouttes Fecls dilué.
La présence de coloration bleu-noire (tanins galliques), vert ou bleu (tanins

catichiques) (Trease et Evans, 1987).

Les saponosides : quelques gouttes d’eau a 2 ml de I’extrait sont ajoutées, apres
’agitation 20 min, la teneur en saponosides est évaluée selon les critéres suivant:
L’absence des saponosides: pas de mousse

La présence des saponosides: mousse lou 2 cm. (Trease et Evans, 1987).

I.2.3.Analyses quantitatives des substances actif dans les extraits

Des déterminations quantitatives des principaux groupes de métabolites secondaires

ont été€ effectuées sur les extraits d 'Artemesia herba alba.
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1.2.3.1.Dosage des polyphénols totaux
+«* Principe
Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin
Cioclateu (Singleton et al., 1999). Ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont
oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleur bleue
constitu¢ d’oxyde de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle

aux taux des composés phénoliques oxydés (Boizot et charpentie, 2006).

+* Mode opératoire

0,5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu 10% est ajouté a 0,2 ml de chaque extrait dans des
tubes a essais ; apres 5 min, 1,5ml de carbonate de sodium a 7.5% sont additionnés .Apres 30
min d’incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumiére, 1’absorbance est mesurée
dans un spectrophotometre UV-visible a 765 nm.
Les concentrations des polyphénols totaux contenus dans les extraits sont calculées en se
référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant 1’acide gallique comme standard. On
effectue la méme opération pour I’acide gallique a différentes concentrations (20-100
pg/ml).Le blanc est représenté par le solvant utilisé additionné du Folin-Ciocalteu et de
carbonate de sodium.
Les résultats sont exprimés en ug équivalent de 1’acide gallique/ mg d’extrait (ug EAG/mg

extrait) (Belik, 2016).

1.2.3.2.Dosage des flavonoides
¢ Principe
La méthode du trichlorure d’aluminium AIClz de Bahourun et al, (2004) a été adoptés
avec quelque modifications pour quantifier les flavonoides dans les différents extraits
d'Artemisia herba alba.
La méthode repose sur I’aptitude des flavonoides a chélater les métaux (fer et aluminium), cette
propriété est propre aux groupements hydroxyles des phénols flavonoides capables de donner un

complexe en présence d’aluminium (chlorure d’aluminium) (Ribéreau-Gayon, 1968).
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+» Mode opératoire
I ml de solution méthanolique de chlorure d’aluminium a 2 % est ajoutés a 1ml
d’extrait dans un tube a essai; apres incubation pendant 15 min a température ambiante. La
lecture est faite dans un spectrophotometre UV-visible a 420 nm.
On effectue la méme opération pour la quercétine a différentes concentrations (5-40
pg/ml) .Le blanc est représenté par le solvant utilisée additionné a I’ AlCIs. Les concentrations
des flavonoides contenus dans les extraits sont calculées en se référant a la courbe
d’¢étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard.
Les résultats sont exprimés en pg équivalent de quercétine / mg d’extrait (ung EQ/mg
d’extrait).
1.2.4. Tests d’activités antioxydantes in vitro
1.2.4.1. Le test de piégeage du radical DPPH
% Principe
Le test DPPH (diphenylpicrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée

dansl’analyse de I’activité antioxydante.

Le DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre, stable ou accepteur
d’hydrogeéne de couleur violet intense (Cavaret al ., 2009). Ce radical perd sa coloration
native quand il se lie avec des substances antioxydantes, qui lui transferent des électrons ou
des protons. La forme réduite du DPPH confere a la solution une couleur jaune (Gadow et al.,
1997).

Le changement de couleur peut étre suivi par spectrophotométrie a 517nm et de cette facon le

potentiel antioxydant d'une substance ou un extrait de plante peut étre déterminé.

ope ope

N N
I + Antioxydant -OH ————» l + Antioxydant-Oe
N NH
NO; NO, NO, NO,
DPPH (Violet) DPPHH (Jaune)

Figure 11: La réaction du DPPH a la présence des antioxidants (Congo, 2012).
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+* Mode opératoire

0.5 ml du DPPH 3 0.1 mM 1.5 ml d’extrait ou standard

30 min a I’obscurité

Figure 12: Protocole d’inhibition du radical DPPH (Blois, 1958).

Les résultats obtenus pour chaque concentration d’extrait testé ont été comparé par rapport a

ceux obtenus par le BHT et BHA qui sont pris comme antioxydant standards.

L'activité antioxydante, qui exprime les capacités de piéger le radicale libre est estimé par le
pourcentage de décoloration du DPPH en solution dans le méthanol (Inhibition % ou 1%)
suivant la formule suivante :

Ac—At
Ac

1%=( )x1oo

Ac: Absorbance de control

A¢: Absorbance du test — absorbance du blanc du test

Les échantillons, les témoins (le BHA, le BHT) et le banc sont préparés dans les mémes
conditions opératoires.

ICso est la concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % du radical
DPPH, Les ICso sont calculées graphiquement par pourcentages d’inhibition en fonction de
différentes concentrations de I’extrait testé et les standards (Torres et al., 2006).Elle a été

exprimée en pg/ml.
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1.2.4.2.Le test de pouvoir réducteur FRAP (ferric reducing antioxydant power)
+«* Principe
Ce test est décrit primitivement par Oyaizu 1986.L’analyse du pouvoir réducteur d’un
antioxydant est basée sur la réduction du complexe fer ferrique (Fe**), en fer ferreux (Fe*"),
en présence des antioxydants réducteurs (Bijoyet al., 2008)I’absorbance peut étre mesuré a
une longueur d’onde A= 700 nm. L’évolution de I’activité antioxydant de nos extraits est
comparée par rapport a I’acide ascorbique. Les résultats sont exprimés en pg équivalent a

I’acide ascorbique par ug d’extrait (ug EAA /ug d’extrait).

® 2 ® e
@ \,fk("\\,)\( i )\L‘/\ 7
o |

I —N~_=N s N /N\éN

PSS T r A

o~oY oMoV

F*-TPTZ + reducing antioxidant _ > Fe'-TPTZ (intense blue at 595 nm)

Figure 13 : La réaction qui peut avoir lieu durant le test de FRAP et dans la présence des

antioxidantes (Prior et al., 2005).
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«» Mode opératoire:

‘ 0,5 ml de I'extrait ‘

0,5 ml KsFe (CN) §(1%) } [ 0,5 ml Tampon phosphate (0.2M, pH 6.6) }

50°C /20 min Bain mari

0,5 ml TCA (10 %)

Centrifugation

‘ 1 ml Surnageant ‘

1 ml H,0

0.3ml FeCl; (0.1%) \ ‘

Lecture a 700 nm

Figure 14: Protocole d’étude du pouvoir réducteur (Amarowiez et al., 2004)

TCA: Acide trichlorure acétique.
1.2.5.Analyse statistique

Les résultats ont été exprimés par la moyenne + I’écart type (n=3); les comparaisons
statistiques ont été faites par 1’analyse ANOVA suivie du test HSD, les résultats sont

considérées statistiquement significatif lorsque: P-value<0.05 et P-value<0.01.
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I1. Résultats et discussion

II.1. Détermination de rendement d’extraction

Pour chaque extrait, nous avons calculé le rendement de 1’extraction, les résultats

obtenus sont présentés dans la figure 15 :

& 17

14 13,5
21 10,8 14

Les rendements (%)

Extrait 100 % Extraits T0% Extraits 303 Extraits AQ Exraits TRD
Les extraits

Figure 15 : Rendements des extraits de la plante Artemisia herba alba. (AQ : aqueux ;

TRD : traditionnel)

Les résultats obtenus montrent que le rendement le plus élevé a été observé chez
I’extrait traditionnel (17%) suivi par D’extrait méthanolique 70% (13.5%) ; puis D’extrait
méthanolique 30% (11.4%) ; I’extrait méthanolique 100% (10.8%) ; et enfin l‘extrait aqueux

qui représente la plus faible valeur (8.8%).

Cette méthode utilisée permet d’obtenir un rendement plus élevée par rapport a celui
trouvé par Boudjouref .M en 2011 qui a préparé des extraits a partir de la partie aérienne
d’Artemisia compestris par des solvants de polarité croissante (chloroforme ; acétate
d’éthyle ; éthanol). Le rendement le plus élevé chez cet auteur a été observé avec 1’extrait de
chloroforme (3.4 % m/m), suivi par ’extrait d’acétate d’éthyle (2.26 % m/m), et enfin
I’extrait éthanolique (0.48 % m/m).

La méthode d’extraction est une méthode importante qu’il faut mener avec soin. Par
ailleurs la récolte ; le séchage ; le stockage-tributaires et 1’extraction — influencent largement
le rendement. (kheyar et al., 2003). Le rendement n’est que relatif et semble étre lié aux

propriétés génétiques de la plante ainsi qu’a son origine géographiques (Lee et al., 2003).
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I1.2. Tests phytochimiques

Les résultats des tests phytochimiques effectués sur les différents extraits de la plante

Artemisia herba alba sont regroupés dans le Tableau III.

Tableau III: Les résultats du test phytochimique des différents extraits de la plante

« Artemisia herba alba »

Flavonoides | Alcaloides | Tanins Terpénoides | Saponosides
Extrait M 100% + _ _ + _
Extrait 70% + + + + _
Extrait 30% + + + _ +
Extrait aqueux + + +++ _ +
Extrait + _ ++ _ ++
traditionnel

Ces réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des
réactifs spécifiques a chaque famille de composés (Bentabet et al., 2014).
Nous remarquons la présence de différentes classes de composés phénoliques (flavonoides,
tanins...etc) mais en quantités faible .La comparaison avec les données de la littérature n’est
pas aisée, tant divers facteurs (végétal, saison, climat, variété, procédé d’extraction, solvant
utilisé,...etc) peuvent influencer la détection des différentes groupements phytochimiques

(Chelghoum, 2016).

I1.3. Analyses quantitatives des extraits

I1.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’acide
gallique a été utilisé comme standard. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe
d’étalonnage (figure 16), la courbe montre une linéarité de 1’absorbance en fonction des
concentrations. La quantité des polyphénols a été rapportée en ug EAG/mg de I’extrait (figure

17).
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Figure 16 : La droite d’étallonage de 1’acide gallique.
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Figure 17 : La teneur des polyphénols des différents extraits d 'Artemisia herba Herba.
(Chaque valeur représente la moyenne de trois essais = SD).

** = Tres significative (P<0,01) par rapport a I’extrait 70%.

D’apres les résultats, on peut constater que tous les extraits de la plante étudiés, sont
riches en polyphénols mais avec des quantités différentes d’un extrait a 1’autre.
La figure 17 montre que I’extrait 70% méthanol posséde la plus haute teneur en polyphénols
(82.16+0.55 ng EAG/mg d’extrait), suivi par I’extrait traditionnel avec une teneur (73.44 +
4.51 pg EAG/mg d’extrait), puis I’extrait méthanolique 100% avec une teneur (40.11+4.24pn
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g EAG/mg d’extrait), puis I’extrait aqueux avec une teneur (17.4+1.67 ng EAG/mg d’extrait )
et enfin I’extrait M 30% qui possede la teneur la plus faible (9.44 + 0.46 ug EAG/mg
d’extrait ).

La différence en teneur de polyphénols entre 1’extrait 70% et traditionnel est non
significative mais par rapport a I’extrait 100% est significatif et aux extraits 30% et aqueux est
treés significative.

Dans une étude faite sur onze plantes médicinales dont Artemisia herba alba,
Djeridane et al., 2006 ont déterminé la teneur en polyphénols totaux de la partie aérienne d’un
extrait éthanolique 70% (v/v), ils ont trouvé que la teneur des polyphénols totaux est de 13.06
mg EAG/g Poids sec, cette teneur est relativement élevée par rapport a nos résultats.

Tawaha et al. (2007), ont obtenu des teneurs en composés phénoliques des extraits
méthanoliques (3.463g EAG/g de matiére séche) et aqueux (2.35g EAG/g de matiere seche)
d’Artemisia herba alba qui sont 1égerement élevés par rapport a nos résultats.

Tout le contenu phénolique dans les extraits dépend du type d’extrait, c’est a dire de
la polarit¢ du solvant utilisé dans 1’extraction. La solubilit¢ élevée des phénols dans les
solvants polaires donne la concentration élevée de ces composés dans les extraits obtenus en
utilisant les solvants polaires pour I’extraction (Ghedadba et al ., 2015).

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

Les acides phénoliques tres polaires (acides benzoiques et cinnamiques) ne peuvent
pas étre extraits completement avec des solvants organiques purs, les mélanges alcool-eau
sont recommandés. L’utilisation de 1’eau en combinaison avec des solvants organiques
contribue a la création d’un milieu modérément polaire qui assure 1’extraction des composés
phénoliques (Lapornic et al., 2005 ; Liyana-Pathirana et Shahidi, 2005).

Le profil polyphénolique des extraits des plantes peut varier sous 1’influence de divers
facteurs parmi lesquels la variété, le climat, la localisation géographique (Ryan et al., 1999 ;
Benlarbi, 2004), la température et le solvant d’extraction (Sousa et al., 2008 ; Conde et al.,
2009) ; la méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I’estimation de la teneur des phénols totaux( Bentabet et al., 2014 ).
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I1.3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3), la quecétine a été utilis€é comme étalon. Les résultats obtenus sont représentés dans
une courbe d’étalonnage (Figure 18).La quantité des flavonoides a été rapportée en ug EQ/mg

d’extrait (figure 19).
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Figure 18 : La droite d’étalonnage de la quercetine.
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Figure 19: La teneur en flavonoides des différents extraits d’Artemisia herba alba (Caque
valeur représente la moyenne de trois essais + SD)

** = Tres significative (P<0,01) par rapport a I’extrait 100%.
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D’apres les résultats (figure 19), on peut constater que tous les extraits de la plante
étudiés, sont riches en flavonoides mais avec des quantités différentes.

La figure montre que I’extrait 100% méthanol posséde la plus haute teneur en flavonoides
(27.82+0.38 u g EQ/mg d’extrait), suivi par I’extrait traditionnel avec une teneur (13.41 +
0.05 pg EQ/mg d’extrait), puis I’extrait70% méthanol (10.17+0.05 pg EQ/mg d’extrait), puis
I’extrait aqueux (8.6+0.29 pg EQ/mg d’extrait) et enfin I’extrait 30% méthanol (5.01 + 0.98
ng EQ/mg d’extrait).

La teneur en flavonoides dans I’extrait 100% est significativement tres élevée par rapport aux
autres extraits.

Dans une étude faite sur Artemisia herba alba, (Kessoum, 2014) la teneur en
flavonoides de I’extrait méthanolique et I’extrait aqueux est (0.30 et 0.28 g EQ/100g d’extrait
sec) respectivement, cette teneur est relativement élevée par rapport a nos extraits
méthanolique et aqueux.

La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante dépend de la polarité
des solvants utilisés dans la préparation d’extrait. Le type de standard utilisé peut aussi

changer les résultats (Ghedadba et al ., 2015).

I1.4. Détermination de P’activité antioxydant in vitro
I1.4.1. Le test de piégeage du radical DPPH

L’efficacité d’un antioxydant peut étre définie comme sa capacité a fixer des radicaux
libres, donc a arréter la propagation de la réaction en chaine. Afin d’évaluer cette efficacite,
on a utilisé la méthode au diphényl-picrylhydrazyl. Le degré de décoloration indique le
potentiel piégeur des antioxydants présents dans les extraits (Molyneuxe, 2004).
Le test DPPH a été choisis en raison de sa simplicité ; rapidité ; sensibilité et de sa
reproductibilité. Les résultats de 1’activité scavenging du radical DPPH et les standards sont

illustrés dans les figures 20, 21:
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Figure 20 : Activité antiradicalaire des antioxydants de références BHA et BHT (Chaque valeur
représente la moyenne de trois essais £ SD).
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Figure 21 : L’activité anti-radicalaire des différents extraits étudiés (chaque valeur représente
la moyenne de trois essais + SD).

D’apres les résultats représentés dans les figures 20; 21 il semble que le pourcentage
d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la concentration soit pour les
standards (BHA, BHT) ou pour les différents extraits de la plante et donc D’activité
antiradicalaire est dose dépendante.

La capacité antioxydant des différents extraits a ét¢ déterminée a partir de 1’ICso. Plus
la valeur d’ICs¢ est basse, plus l'activité antioxydant d'un composé est grande (Kumbhare et

al., 2012 ; Khoudali et al ., 2014 ; Hobi et Eddouks, 2016 ).
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Pour chaque extrait, la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical libre DPPH est

déterminée. Les ICso des extraits et des standards sont représentés dans le tableau I'V.

Tableau IV : le pouvoir antioxydant exprimé par ICso des antioxydants de références et des

extraits testés

Les extraits Les ICso + Ecart type (en pg/ml)
BHA 03,85 +0,115

BHT 17,76 £ 0 ,635%*

Extrait 100% 09,14 £ 0,452%*

Extrait 70% 05,00 + 0,007**

Extrait 30% 41.22 +0,58%*

Extrait AQ 18,79 + 1,004%**

Extrait TRD 09,11 £0,014**

** = Tres significative p<0.01 par rapport BHA.

A des fins comparatives, deux antioxydants standards sont utilisés le BHA et le BHT,
D’apres les résultats présentés dans le tableau IV, I’'IC50 obtenu pour BHA ( 3,85+ 0,115ug
/ml) est bien plus inférieur a ceux des extraits et du BHT donc une activité antioxydant tres
élevé (la différence est tres significative)., le BHT avec un ICso de I’ordre de (17.76+
0,635ng /ml) est supérieur aux extraits est donc il présente une activité antioxydante
inferieur a nos extraits ; Sauf pour D’extrait 30% et 1’extrait aqueux qui présentent un ICso
supérieur a celle du BHA (41.22 + 0,58 pg/ml),( 18,79 £+ 1,004 ug/ml ) respectivement et
donc moins active .

Parmi les cinq extraits de notre plante, I’extrait méthanolique 70% représente I’extrait
le plus actif avec une ICso de I’ordre de 5,00 + 0,007 pg /ml suivi par I’extrait traditionnel
avec une IC50 de 9,11+ 0,014 p g/ml ; ’extrait 100% avec une ICso de 9,14 + 0,452 p g/ml ;
I’extrait aqueux avec une ICso de 'ordre 18,79 + 1,004 p g/ml ; et enfin I’extrait 30% qui
représente ’activité anti -radicalaire la plus faible avec une ICso de ’ordre de 41,22+ 0,58 p
g/ml.

La différence entre I'ICso de I’extrait 70% et celle des autres extraits est tres
significative.

Nous pouvons dire que I’extrait 70% représente I’extrait le plus actif alors que [’extrait 30%

est le moins actif.
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L’ICso de I’extrait méthanolique et aqueux de la méme plante Artemisia herba alba
ont été déterminé par (Kessoum, 2014) qui est trouvé 33,55 pg/ml et 173,22 pg /ml
respectivement ces valeurs sont bien supérieure aux valeurs que nous avons trouvé pour les
mémes extraits et qui sont de 9,14 et 18,79 pg /ml respectivement.

Nos résultats sont différents de ceux de (Mebarki et Yahiouche., 2015) qui ont prouvé que
I’extrait méthanolique de la mé&me plante posseéde une excellente capacité de neutralisation
du radical libre DPPH avec un ICso de 0.0369 mg/ml.

Il est évident que la forte activité des extraits bruts est attribuée a leur richesse en
composés phénoliques (Sousa et al., 2008 ; Bougandoura et Bendimerad, 2012 ; Boumerfeg et
al.,2012; Bentabet et al., 2014 ) qui possedent la plus forte teneur en molécules dosées
(polyphénols, flavonoides et tanins). Une étude faite par Kang et al (2003) a suggéré que les
molécules polaires présentes dans les extraits végétaux contribuent a [’augmentation de
I’activité antiradicalaire (Bentabet et al., 2014 ).

A travers la recherche bibliographique, de trés grandes différences de points sont
notées a propos de cette corrélation. Certains travaux ont montré une bonne corrélation entre
I’activité antiradicalaire et la teneur en polyphénols et en flavonoides; (; Hayouni et al.,
2007 ; Ozturk, 2007 ; Bakchiche et Gherib, 2014 ) a I’opposé d’autre études n’ont pas établie
cette corrélation.

Les extraits obtenus en utilisant des solvants de haute polarité étaient
considérablement plus efficace que ceux obtenue en utilisant des solvants de faible polarité.
La polarité des solvants change la capacité de dissoudre un groupe choisi de composé
antioxydant ce qui influe 1’évaluation de ’activité antioxydante (Hayouni et al. , 2007) .

Athamena et al., 2010 démontrent que les polyphénols semblent €tre des donateurs
efficaces d'hydrogene au radical DPPH, en raison de leur chimie structurale idéale. Les autres
composés phénoliques mineurs ne devraient pas étre négligés, parce que la synergie entre les
différents produits chimiques devrait €tre prise en considération dans l'activité biologique.

Lui et al., 2008 ont testé 1’effet synergétique entre plusieurs antioxydants en utilisant
le test de DPPH ; ils ont montré 1’existence de plusieurs facteurs qui influence 1’effet
synergétique d’un mélange des antioxydants dans un systéme biologique.

De plus il existe une hétérogénéité structurale au sein des composés phénoliques ;
hétérogénéité qui se traduit par des propriétés différents. L’activité¢ anti-radicalaire est
dépendante du nombre, de la position et de la nature des substituants sur les cycles B et C
(groupements hydroxyles, metaxylés, glycosylés) et le degré de polymérisation (Popovici et

al., 2009).
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I1.4.2. Le pouvoir réducteur FRAP (ferric reducing antioxydant power)

Test de la réduction est un essai simple, rapide et reproductible La présence des
réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe**/ complexe ferricyanide
a la forme ferreux. Par conséquent, Fe?* peut étre évalué en mesurant et en surveillant
I’augmentation de la densit¢ de la couleur bleu dans le milieu réactionnel & 700nm
(Bougandoura et Bendimerad, 2012).

Beaucoup de publications actuelles ont indiqué qu’il y a une relation directe entre les activités
antioxydantes et la puissance de réduction des composants de quelques plantes (Bentabet et
al.,, 2014 ; Tep et al., 2005).

Les différents extraits sont traités de la méme fagon que ceux des solutions standards

de I’acide ascorbique (vit c¢). Nous avons tracé les courbes représentants la variation du

pouvoir réducteur exprimée en absorbance en fonction de differes concentration figures 22 ;

23:
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Figure 22 : Le pouvoir réducteur du standard « acide ascorbique » (chaque valeur représente
la moyenne de trois essais + SD).
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Figure 23 : Le pouvoir réducteur des extraits de la plante (chaque valeur représente la
moyenne de trois essais + SD).

A partir des résultats obtenue (figure 22 et 23), on remarque que le pouvoir réducteur
des extraits de la plante est dose dépendant (concentration dépendante) c’est-a-dire que la
capacité de réduction de fer est proportionnelle a I’augmentation de la concentration des
d’extraits (Ozturk ,2007 ; Bougandoura et Bendimerad, 2012 ; Bentabet et al., 2014 ).

A la concentration de 50 pg/ml, le pouvoir réducteur de I’extrait méthanolique 100%
est le plus grand (DO=0,127 + 0.002) suivi par I’extrait 7 0% (DO=0.11 +0.006); puis
I’extrait traditionnel (DO= 0.096 +0.003) ; ’extrait aqueux (DO=0.051 + 0.004) et enfin
I’extrait 30% avec ( DO=0.049 + 0.001).

La capacité de réduire le fer par I’acide ascorbique est largement supérieure a celle des
extraits avec une DO=0.837 + 0,015 a la méme concentration 50 pg/ml.

Le pouvoir réducteur de la méme plante a été déterminé par (kessoum ,2014) a la
concentration 100ug/ml ils ont prouvé que 1’extrait méthanolique représente un pouvoir de
réduction plus que le notre par contre leur 1’extrait aqueux présente une faible absorbance
comme le notre.

Pour une meilleure comparaison entre les différents extraits et le contrdle on a exprimé
le pouvoir réducteur en équivalent 1’acide ascorbique. La concentration des composés
réducteurs (antioxydants) dans 1’extrait est exprimée en pg équivalent acide ascorbique /ug
d’extrait. Les résultats obtenus ont été illustrés graphiquement (figure 25)

L’acide ascorbique est utilis¢€ comme références. Pour ceci on utilise la courbe d’étalonnage

réalisé avec le vit c (figure 24).
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Figure 24: La courbe d’étalonnage de la vit c.
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Figure 25 : Evaluation de I’activité antioxydante des extraits de la plante étudiée par la

méthode FRAP (chaque valeur représente la moyenne de trois essais + SD).

** = Tres significative p<0.01 par rapport I’extrait 100%.
Les résultats d’activité réductrice exprimés en pug équivalent acide ascorbique /ug
d’extrait montrent clairement que 1’extrait méthanolique 100% présente le pouvoir de

réduction le plus intéressant et qui est égale 0.16 +0.01 suivi par I’extrait 70% (0,14 +0.03)
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puis I’extrait traditionnel (0,10 + 0,011); I’extrait aqueux (0,046 + 0.01) et enfin I’extrait 30%

avec une pouvoir est égale (0,033 £0.005).

La différence en activité réductrice entre I’extrait 100% par rapport aux extraits 70%
et traditionnel est non significative mais par rapport aux extraits 30% et aqueux est tres

significative.

Le pouvoir réducteur de I’espece est probablement di a la présence de groupement
hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir comme donneur d’électron.
(Bougandoura et Bendimerad, 2012) et qui peuvent réagir avec les radicaux libres et les
convertir en produits stables (Sousa et al., 2008).

Quelques études antérieures ont également montré que le pouvoir réducteur d’un
composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle

(Bougandoura et Bendimerad, 2012 ; Bentabet et al., 2014 ).
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possede des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture. Ce regain d’intérét
vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments

inquietent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour 1’organisme.

Notre étude a été consacrée aux dosages de quelques antioxydants (polyphénols et
flavonoides) d’une plante médicinale de la flore Algérienne « Artemisia herba alba », suivie
par I’évaluation de son activité antioxydant.

Les extraits de feuilles de la plante ont permis d'obtenir des rendements qui different

en fonction des solvants utilisés.
Le teste phytochimique a permis de mettre en évidence la présence de métabolites secondaires
au niveau des tissus végétaux de nos plante (des flavonoides; des tanins; des
terponoides....).La détection de ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilité
des constituants, des réactions de précipitation et de turbidité.

Les résultats du dosage des composés phénoliques, a partir des extraits obtenus, ont
clairement montré que I’extrait 70% présente la teneur la plus élevé. D’autre part, le dosage
des flavonoides a montré que I’extrait 100% a permis d’obtenir la teneur la plus élevé. Dans
les deux cas I’extrait 30% représente la plus faible teneur en polyphénols et en flavonoides.
L’¢évaluation du pouvoir antioxydant par les deux tests DPPH, et FRAP montre que I’extrait
méthanolique 100%, 70% et traditionnel sont les plus actif et I’extrait 30% et aqueux
représentent les plus faibles activités antioxydantedans les deux tests.

Selon les résultats obtenus, nous pouvons dire que Le contenu élevé en composés
phénoliques et la corrélation linéaire significative entre les valeurs de la concentration des
composés phénoliques et I’activité¢ antioxydante a indiqué que ces composés contribuent a
I’activité antioxydante.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiere étape dans
la recherche de substances d’origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo est
souhaitable pour une vue plus approfondie sur les activités antioxydants et d’autre activités

biologiques des différents extraits de cette plante.
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Résumé

Artemisia herba alba est une plante médicinale appartenant a la famille des Astéracée,
cette espece connue sous le nom de « Chih », est trés répandue dans le sud algérien. Cette
étude consiste a faire dans un premier temps un criblage phytochimique de quelques extraits
des feuilles de cette plante et dans un second temps, nous avons évalué 1’activité antioxydante
de ces extraits.

L’¢étude phytochimique a permis de mettre en évidence 1’existence d’alcaloides, des
tanins, des saponines, des flavonoides et des terponoides dans les feuilles . La quantification
des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et des flavonoides par la méthode
AICl; a donné des valeurs plus élevées avec ’extrait méthanolique 70% et 100% ou les
valeurs sontde : 82.16+0.55 pg EAG/mg d’extrait et 27.82 £ 0.38 pg EQ/mg d’extrait
respectivement. Ce qui concerne le test DPPH, I’extrait méthanolique 70% a montré la plus
grande activité inhibitrice avec une ICsp de : 5 + 0,007 pg/ml. En outre, la méthode FRAP
montre que I’extrait 100% est le plus actif : 0.16 £0.01pg EAA/ug d’extrait.

Les résultats obtenus ont permis d’affirmer que 1’ensemble des extraits de la plante
étudiée présentent des bonnes propriétés antioxydantes qui pourraient nous permettre de les
recommander dans la biotechnologie.

Mots clés : Artemisia herba alba, les extraits, les polyphénols, 1’activité antioxydante,
DPPH , FRAP.

Abstract

Artemisia herba alba is a medicinal plant belonging to the family Asteraceae, this
species known under the name of "Chih", is widespread in the south Algerian. This study
consists at first in making a phytochemical screening of some extracts of the leaves of this
plant and in a second step, we evaluated the antioxidant activity of these extracts.

The phytochemical study revealed the existence of alkaloids, tannins, saponins,
flavonoids and terponoids in the leaves. Quantification of the total polyphenols by the Folin-
Ciocalteu method and flavonoids by the AICl3 method gave higher values with the 70% and
100% methanol extract where the values are : 82.16 + 0.55 ng EAG / mg of extract and 27.82
+ 0.38) ng EQ / mg of extract respectively. The antioxidant effect was determined by the tests
DPPH and FRAP. Regarding the scanning ICso values of the DPPH radical, the 70%
methanolic extract showed the greatest ICsp inhibitory activity : 5 = 0.007 pg / ml. In addition,
the FRAP method shows that 100% extracts is the most active : 0.16 + 0.01 pg EAA / pg
extract.

The results of this work allowed us to affirm that all the extracts of the studied plant
have good antioxidant properties that could allow us to recommend them in biotechnology.

Key words: Artemisia herba alba, extracts, polyphenols, antioxidant activity, DPPH, FRAP
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