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Introduction

Introduction

Les graines de céréales constituent depuis toujours, la principale ressource alimentaire
de I’homme et de 1’animal, et possédent un pouvoir nutritionnel important. Dans la plupart
des cas, leurs production est assurée par une seule récolte dans I’année alors que la
consommation est prolongée toute au long de 1’année, d’ou la nécessité du stockage. Ils
occupent une place importante et constituent avec les légumineuses 1’épine dorsale du
systeme alimentaire (Khelil M A, 1977).

Cependant, les grains des céréales s’alterent rapidement s’ils sont stockés dans des
conditions défavorables. Plusieurs phénomenes en sont la cause (insectes, microorganismes,
oxydation, etc.). Parmi ces microorganismes, les moisissures (/’Aspergillus Niger)
représentent le groupe le plus diversifié qui peut causer des pertes importantes en réduisant la
qualité et/ou la quantité des blés tendre (Terrain C et Graallet H, 2003).

La sécrétion des métabolites secondaires hautement toxiques, par les champignons
mycotoxinogenes au cours de leur prolifération sur le blé tendre stocké, constitue un danger
réel pour la sécurité sanitaire de 'homme et de 1'animal (Tantaoui, 1977).

La recherche de nouvelles stratégies de prévention contre les infections et les maladies
d’origine fongique, comporte un intérét majeur, d’une part pour la sécurité sanitaire des
aliments et la santé du consommateur et d’autre part, pour la protection de 1’économie du
pays. La lutte biologique par [1’utilisation des substances naturelle antioxydant et
antifongiques pouvant constituer une alternative aux produits chimiques. Parmi ces
substances naturelles figurent les polyphénols et les flavonoides extraits des plantes
aromatiques médicinales (Maihebiau, 1994)

A cet effet, on s’est intéressé a 1’'une des espeéces de la famille des Astéracées :
I’armoise blanche (Artemisia herba alba).donc notre théme consiste en I’extraction de
quelques métabolites de cette plante et la recherche de ses effets antifongiques et antioxydant.

Dans ce contexte, la présente étude vise les objectifs suivants:

- L’extraction méthanoliques des composés phénoliques.

- L’analyse phytochimique du contenu en polyphénols et en flavonoides de cet extrait
méthanolique.

- Etude in vitro de I’effet antifongique de I’extrait méthanoliques sur la croissance de la
souche mycélienne Aspergillus Niger.

- L’évaluation de I’effet antioxydant de I’extrait méthanoliques en utilisant les tests

DPPH et le B-carotene.



Introduction

La revue bibliographique de cette étude est :
- Le premier chapitre aborde des généralités sur le blé tendre et les facteurs d’altération.
- Le deuxieme et le troisieme chapitre traite /’Aspergillus Niger et ses mycotoxines et la
lutte contre les especes pathogenes
- Le quatrieme chapitre révele les polyphénols ainsi que leurs activités antifongiques et
antioxydant.
- Le cinquiéme chapitre expose des généralités sur la plante médicinale Artemisia herba
alba.
La partie Matériels et Méthodes mis en ceuvre I’extraction et 1’évaluation des activités
biologiques (antioxydant, et antifongique) des polyphénols extraits d’Artemisia herba alba.
Suivie des principaux résultats et leurs discussions. L’étude est achevée par une conclusion

générale et des perspectives.
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1. Le Blé tendre et les facteurs d’altération

Les grains de céréales constituent depuis toujours la principale ressource alimentaires de
I’homme et des animaux et possédent un pouvoir nutritionnel important (Multon, 1982 ;
Molinié et Pfohl-Leszhowicz, 2003).

1.1. Classification du blé tendre

Les principales espéces des céréales cultivées appartiennent a la famille des graminées (blé
tendre, blé dur, mais, riz, avoine, seigle, millet, sorgho) ou des polygonacées (sarrasin)
(Molinié et Pfohl-Leszhowicz, 2003)

D’apres Doumandji et ses collaborateurs (2003), la classification du blé tendre est :

Régne : Plantae

Divisin : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida
S/Classe : Commelinidae
Ordre : Poale

Famille : Poaceae
S/Famille : Triticeae

Genre : Triticum

Espéce : Triticum vulgare.

1.2. Structure et composition
Physiologiquement, le grain (Le fruit des graminées est un caryopse) joue un réle d’un fruit
referment une graine, (cotylédon qui repente 82 a 85% du grain) (Godon, 1991). Elle est
constituée par le germe qui donne la plantule, I’amande appelée endosperme ou albumen,
tissu de stockage qui fournit au germe les réserves nécessaire pour sa croissance et les
enveloppes protectrices ou son composées par la paroi de la graine (testa) et par du fruit
(péricarpe) (Doumandji et al., 2003). La structure des grains de diverses céréales est assez
semblable. A titre d’exemple, la figure (1) illustre la structure simplifiée du grain de blé

(Cheftel et Cheftel, 1977).
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Figure 01 : Coupe schématique d’un grain de blé (Cheftel et Cheftel, 1977).

(1): poils (stigmates). (2): téguments (écorce). Le caryopse est un fruit car 1'écorce est le résultat de la fusion des
téguments de la graine et de la paroi de l'ovaire. (3):albumen. (4) : cotylédon unique. (5) : épicotyle (capuchon
recouvrant la gemmule). (6): premiere feuille. (7): scutelum. (8): gemmule. (9): tigelle. (10): radicule. (11):

coiffe. (12) : coléorhize (capuchon recouvrant la radicule).

1.3. Stockage du blé

Le stockage des grains est une opération complexe qui demande la prise en compte de
multiples parametres (température, humidité, etc.) lors des différentes étapes, entre la récolte
et I’expédition (Niquet, 2006). 11 existe plusieurs méthodes de stockages :

» Stockage souterrain "MATMORA"

» Stockage dans des greniers traditionnels (stockage domestique)
» Stockage en sac

» Stockage en silos

1.4. Facteurs d’altération du blé tendre
1.4.1. Influence de ’humidité
La faible teneur en humidité est le facteur le plus important pour la conservation des grains
lors du stockage. Les grains, stockés avec le contenu d'humidité élevé, sont soumis a des
pertes €levées causées par l'attaque des insectes et les champignons (Vasquez et al., 2008).
Les altérations sont accentuées par le fait que les grains humides favorisent le développement

des micro-organismes présents a la surface du grain (Cruz et al., 2002).
1.4.2. Influence de la température

La température joue un rdle important dans la conservation des grains (Cruz et al., 2002).
Elle est le facteur le plus important qui affecte la qualité du grain au cours de stockage
(Kusiiiska, 2001). Elle intervient sur les vitesses des réactions chimiques et enzymatiques et

donc la croissance des microorganismes (Richard-Molard, 1998).
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1.4.3. Influence de I’atmosphére confinée
La respiration des grains stockés dans une structure étanche appauvrit l'atmosphere
interstitielle en oxygene et l'enrichit en gaz carbonique. Cette modification de la composition
des gaz du milieu peut bloquer le développement des moisissures et détruire les insectes

présents. (Cruz et al., 2002).

1.4.4. Influence de la composition du grain
La structure anatomique des grains de blé, leur composition biochimique et 1’état physique,

influent sur la croissance et 1’activité des microorganismes (Richard-Molard, 1998).

2. Les moisissures

Plus de 150 especes de moisissures filamenteuses ont été trouvées sur les grains de
céréales comme contaminants extérieures. Les graines sont naturellement en contact avec des
spores fongiques avant, pendant et apres la récolte, durant le transport et le stockage. Parmi
les plus répandues ce sont essentiellement des Aspergillus (Akinsanmi et al., 2004).

2.1. Aspergillus Niger

L’ Aspergillus est un genre appartenant a la classe des Ascomycetes. Le thalle, hyalin ou

coloré, présente un mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés, terminés

en vésicule (Figure 02) (Raper et Fennell, 1965).

Conidies -_—

Phialides

Metules

Wesicule

1 1 F {
LAY Conidiophore I |
Y g—— (large. non cloisonne) —— » 1\

= Cellule podale — |

Filament végétatif —
(fin. cloisonme)

Figure 02. Principaux caracteres morphologiques des Aspergillus. (Vaubourdolle, 2007).
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2.2. La taxonomie d'Aspergillus Niger (Cristina, 2007)
Régne : Mycetes
Embranchement : Amastigomycota

Sous-Embranchement: Deutéromycotina

Classe: Deutéromycetes
Ordre: Oniliales
Famille: Moniliacéaes
Genre: Aspergillus
Espece: Aspergillus Niger

2.3. Caracteres culturaux

Ce champignon pousse rapidement (2-3 jours) sur les milieux de culture classiques (géloses
au malt et Sabouraud). Les colonies d’A. Niger sont granuleuses, blanches au début, puis
jaunes et, a maturité, elles deviennent noires. Le revers des colonies est incolore ou jaune
pale. Sur le milieu Czapek, A. Niger forme des colonies a mycélium blanc ou jaune, et revers

souvent incolore (Figure 03) (Cristina, 2007).

Figure 03. Aspergillus Niger (Cristina, 2007)

2.4. Morphologie microscopique
Les tétes conidiennes, bisériées, radiées, sont disposées en plusieurs colonnes brunatres ou
noires. Les conidiophores sont longs atteignant 1,5-3 mm, lisses, hyalins ou brunatres dans
leur moitié supérieure. Les vésicules sont globuleuses et enticrement fertiles. Les phialides (7-
10 x 3-3,5 um) sont portées par des métules brunatres, de dimensions variables. Les conidies

sont habituellement globuleuses, parfois légerement aplaties. Elles mesurent 3,5-5 um de
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diametre, sont brunes, échinulées a tres verruqueuses. Les sclérotes parfois différenciés, sont

créme a chamois foncé au début, puis virent au chamois vinacé (Figure 03) (Cristina, 2007).
2.5. Ecologie

Aspergillus Niger est un champignon filamenteux qui se développe en adrobiose sur la
matiere organique. Dans la nature, on le trouve dans le sol et dans la litiere, dans le compost et
le matériel végétal en décomposition. A. Niger peut pousser sur une tres large gamme de pH

(1,4-9,8). 1l est capable de croitre dans la plage a température large de 6-47°C avec une

température relativement élevée avec un optimum de 25 a 37 © C (Schuster et al., 2002).
2.6. Cycles de vie

Les Ascomycetes produisent des spores sexuées, respectivement dans des sacs appelés asques
ou a I’extérieur des sacs appelés basides. La germination des Ascospores ou des basidiospores
donne des filaments cloisonnés. Ils ont également un mode de reproduction asexuée, qui
implique la production de conidiospores (Bouchet et al., 1989)

2.7. Les mycotoxines d’Aspergillus Niger
Plusieurs especes du genre Aspergillus sont capables de coloniser de nombreux produits
d’origine végétale et de produire des mycotoxines (Scheidegger et Payne, 2003). Parmi les
mycotoxines produites par ce genre fongique, seules les aflatoxines (AFs), les ochratoxines
(OTA) et la patuline, ont une incidence économique et sanitaire. Une partie des champignons
mycotoxinogenes de ce genre peut présenter un risque, car les autres n’en produisent que de
trés faibles quantités de toxines ou bien elles sont rarement rencontrées dans 1’alimentation

(Pitt, 2000).

3. La lutte contre les espéces pathogenes

3.1. La lutte culturale

C'est un ensemble de mesures visant a prévenir les maladies et limiter les risques d'infection.
Ces mesures consistent a l'arrachage et la destruction des débris et des plantes hotes, a
l'utilisation des semences indemnes, a la rotation des cultures, a maintenir une fertilisation
équilibrée et a appliquer une densité¢ de semis adéquate (Sanou, 2004). Le nettoyage du
champ apres la récolte et avant le début de la saison réduit considérablement I'inoculum

primaire dans le champ (Marley et al., 2005).
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3.2. La lutte chimique

La lutte chimique est la méthode la plus employée parce qu'elle permet d'avoir des résultats
spectaculaires (Sanou, 2004). Cependant, l'utilisation des produits de synthése a des
conséquences néfastes sur l'environnement et la santé humaine donc un handicap majeur a
leur utilisation.

3.3. La lutte biologique

La lutte biologique par l'utilisation des antagonistes ou des substances naturelles connait un
regain d'intérét grandissant en raison des risques potentiels de la lutte chimique sur

I'environnement et les perspectives nouvelles qu'offre cette approche pour la culture

biologique (INRA, 2005).
4. les polyphénols

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du régne végétal.
(Bruneton, 1993). A I’heure actuelle, plus de 8000 molécules ont été isolés et identifiés
(Mompon et al., 1998). Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent en une
dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un point commun la présence dans leur
structure d’au moins un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’un nombre
variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004).

4.1. Biosyntheése
L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous dérivant de
I’acide shikimique. Cette voie shikimate conduit a la formation des oses aux acides aminés
aromatiques (phénylalanine et tyrosine), puis par désamination de ces derniers aux acides
cinnamiques et a leurs trés nombreux dérivés acide benzoiques, acétophénones, lignanes et
lignines, coumarines (Bruneton, 1993).

4.2. Les principales classes des polyphénols
Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent étre
classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones (Tableau I). Ces

molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides organiques.
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Tableau I : Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).

Nombre Squelette | Classification Exemple Structure  de
de base
Carbones
7 Cs-C1 Acides phénols Acide gallique @CDDH
8 Ce-C2 Acétophénones Gallacetophénone J
@ {:‘CH:*
8 Cs-C2 Acide Acide p-Hydroxy @_,L‘DDH
phénylacétique phénylacétique
9 Cs-C3 Acides Acide p-Coumarique @Jc:OGH
hydroxycinamiques
9 Ce-C3 Coumarines Esculitine @\‘j‘j
10 Ce-Ca Naphthoquinones Juglone o
;b
13 Cs-C1-Cs | Xanthones Mangiferine @\(;@
O
14 C6-C2-Cs | Stilbenes Resveratrol U‘t@
15 Cs-C3-Cs | Flavonoides Naringénine P E' ;*‘J

4.2.1. Flavonoides
C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ces molécules ont des
structures chimiques variées et des caractéristiques propres. Elles sont omniprésentes dans les
fruits, les légumes, les graines, les boissons tels le thé et le vin rouge et d’autres parties de la
plante (Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). Elles sont considérées comme des pigments
quasi universels des végétaux qui peuvent participer dans les processus photosynthétiques
(Mukohata et al., 1978), dans la régulation de géne et dans le métabolisme de croissance
(Havsteen, 2002). Les flavonoides ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de
carbones qui sont arrangés a une configuration Cs-Cs-Cg de type phényl-2-benzopyrane ce qui

est synonyme avec la structure 2-phényle chromane (Figure 04) (Yao et al., 2004)
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Figure 04 : Structure générale des flavonoides (Crozier et al., 2006).
La nature chimique des flavonoides dépend de leur classe structurale, de degré
d'hydroxylation et de méthoxylation, de degré de polymérisation, des substitutions et des
conjugaisons sur le cycle C c'est-a-dire la présence : de double liaison C,-Cs, du groupe 3-O
et la fonction 4-oxo (Yao et al., 2004 ; Tsimogiannins et Oreopoulou, 2006). En basant sur
leur squelette, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes anthocyanidines
flavonoles isoflavonoles flavones isoflavones flavanes isoflavanes flavanols isoflavanols

flavanones isoflavanones aurones (Havsteen, 2002 ; Edenharder et Griinhage, 2003).
4.2.2. Les acides phénoliques

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. En phytochimie, I’emploi de cette
dénomination est réservé aux seuls dérivés des acides benzoique et cinnamique (Bruneton,

1993).
4.2.2.1. Acide phénols dérivés de I’acide benzoique

Les acides phénols en C4-C;, dérivés hydroxylés de 1’acide benzoique, sont trés communs,
aussi bien sous forme libre que combinés a 1’état d’ester ou d’hétéroside. L’acide gallique et
son dimere (I’acide hexahydroxydiphénique) sont les éléments constitutifs des tannins
hydrolysables. D’autres aldéhydes correspondants a ces acides, comme la vanilline, est tres

utilisé dans le secteur pharmaceutique (Bruneton, 1993).
4.2.2.2. Acide phénols dérivés de I’acide cinnamique

La plupart des acides phénols en C4-Cs (acides p-coumarique, caféique, férulique, sinapique)
ont une distribution trés large les autres (acides o-coumarique, o-férulique) sont peu fréquents
(Bruneton, 1993). Les acides cinnamique et caféique sont des représentants communs du
groupe de dérivés phénylpropaniques qui différe par son degré d’hydroxylation et de

méthoxylation (Cowan, 1999).
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4.3. Activités biologiques des polyphénols

4.3.1. Activité antifongique

Les polyphénols jouent des roles multiples sur les plans physiologique, technologique et
nutritionnel. Ils interviennent dans la défense des plantes. Leur interaction avec les protéines,
les polysaccharides, la flore fermentaire et leurs propriétés antioxydantes affectent plusieurs
caracteres organoleptiques tels que la couleur, I’amertume, I’astringence et 1’ardme des fruits,
des légumes et de leurs produits dérivés. Ces multiples roles sont en relation avec leurs
structures chimiques, d’ou ’intérét particulier accordé aux recherches sur les polyphénols.

(Bouhadjera, 2005).

Les composés phénoliques interviennent dans différents aspects de la vie de la plante, ils sont
ainsi impliqués dans la physiologie de la plante (lignification, interactions symbiotiques...),
dans les mécanismes de défenses de la plante (interactions biotiques et abiotiques) ou encore
dans la coloration des fleurs (Macheix et al.,, 2005). IlIs participent activement aux
interactions de la plante avec son environnement en jouant soit le role des signaux de
reconnaissance entre les plantes (Allélopathie),et les symbioses, ou bien lui permettant de
résister aux diverses agressions vis-a-vis des organismes pathogenes. Ils participent de
manicre tres efficace a la tolérance des végétaux a des stress variés, donc ces compose€s jouent
un role essentiel dans I'équilibre et 1’adaptation de la plante au sein de son milieu naturel
(Macheix et al., 2005). D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent la base des
principes actifs que l'on trouve chez les plantes médicinales, alliées a leur difficulté¢ de

production.

4.3.2. Le stress oxydative et activités antioxydantes des polyphénols
Nos cellules et tissus peuvent €tre soumis a une grande variété d’agression physiques
chimiques (acidose, toxines) et métaboliques. La plupart de ces agressions débouchent sur une
expression commune appelée stress oxydant, dii a D’exagération d’un phénomene
physiologique, normalement trés contrdlé, la production de radicaux dérivés de 1’oxygene.
(Walker et al., 1982).
4.3.2.1. Les radicaux libres

Un radical libre est définie comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
appariés (Jacques et André, 2004), cette molécule est tres instable et réagie rapidement avec

d’autres composants, essayant de capturer I’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une
11
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réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en
lui arrachant son ¢électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995).
4.3.2.2. Les antioxydant

Les antioxydants sont l'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les espeéces réactives de l'oxygene. Ils
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces espéces, en les piégeant pour former un
composé stable, en séquestrant le fer libre ou en générant du glutathion (Favier, 2003). On
distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour détoxifier
la cellule:

» Systémes enzymatiques : Il s'agit principalement de trois enzymes (Piquet et

Hebuterne, 2007).

- superoxyde dismutase (SOD): Accélere la dismutation de l'anion superoxyde en
peroxyde I’hydrogene.

-La catalase (CAT): Accélere la dismutation du peroxyde d'hydrogéne en eau et en
oxygene moléculaire.

-La glutathion peroxydase (GPx): agit en synergie avec la SOD puisque son role est
d’accélérer la dismutation du H>O, en H,O et O,. Lors de cette réaction deux molécules de
glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion disulfure (GSSG) (Ahmad, 1995).

» Systéme non enzymatique :
Ce groupe de systéme antioxydant renferme de nombreuses substances endogenes parmi
lesquelles on peut citer le glutathion, I’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la mélatonine,
I’acide lipoique. De tous ces compos€s endogenes synthétisés par les cellules, le plus
important est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur au niveau intracellulaire) (Trivalle,
2002).
D’autres substances exogeénes apportées par [’alimentation, telles que les vitamines E
(tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides agissent en piégeant
les radicaux et en neutralisant 1’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules
stables (Bruneton, 1999).
De nombreux composés phénoliques réagissent avec les radicaux libres (Bagchi et al.,
1998), empéchant ainsi les dégradations liées a leur intense réactivité au niveau des
phospholipides membranaires (Halliwell et Aruoma, 1993). En plus de l'inhibition des
oxydases, 'activité antioxydant des polyphénols est due a leur capacité de capter les radicaux
12
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libres et/ou de chélater les ions métalliques du fer et du cuivre (Halliwell, 2007). De plus, la
régénération de 1'a-tocophérol par réduction du radical a-tocophéryl peut contourner a leur
activité antioxydant (Rice-Evans, 1995). Le pouvoir antioxydant des polyphénols est lié¢ a
leur structure moléculaire. La présence d'un groupement orthodihydroxyle sur le noyau 13, les
doubles liaisons en C2-C3 en conjugaison avec une fonction cétone en C4 et des groupements
hydroxyles en C3 et C5 sont les caractéristiques structurales principales pour I’activité
antioxydant (Rice-Evans, 1995). Par ailleurs, la glycosylation et la méthylation tendent a

diminuer l'effet inhibiteur des polyphénols (Nakayama et al., 1992).
5. Artemisia herba alba

5.1. L'espéce Artemisia herba alba
A. herba alba (Armoise blanche, "Chih") est une plante aromatique et médicinale a large
distribution dans les régions semi-aride et aride appartenant a la famille des Astéracées
(Quézel et Santa, 1962). L’utilisation de cette espeéce est patronnée dans la restauration des
écosystemes dégradés. Cette plante se caractérise par un polymorphisme morphologique tres

important en relation avec les conditions écologiques locales (Figure 05) (Chaieb, 2000).

Figure 05: Artemisia herba alba (Bouldjadj, 2009).

5.1.1. Nomenclature et taxonomie (Friedman et al., 1986)
Régne : Plantae

Sous-régne : Tracheobionta

Division : Magnoliphyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asteridae
Ordre : Asterales
Famille : Asteracae

13
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Genre : Artemisia
Espéce : Artemisia herba alba (Asso)
5.1.2. Description botanique

L’A. herba alba est une plante herbacée vivace de 30-50 cm de long, qui se caractérise par
une odeur de thymol, trés verdoyante et avec de jeunes branches tomenteuses. Les feuilles
sont coutres, généralement pubescentes, argentées. Les fleurs sont hermaphrodites, emballés
dans des petites capitules (comprenant chacun de3 a 8 fleures) sessiles et en bottes et les fruits
sont des akeénes. La croissance végétative de 1’A. herba alba a lieu a ’automne, la floraison

commence en Juin et se développe essentiellement en fin d'été (Gharabi et R L, 2008).

5.1.3. Ecologie
L'armoise herbe blanche existe dans des bioclimats allant du semi-aride jusqu'au saharien
(entre les isohyetes de 150 a 500 mm). Elle semble indifférente aux altitudes et peut vivre
dans des régions d'hiver chaud a frais. Par ailleurs, cette espéce est abondante dans le centre
sur des sols, a texture fine, assez bien drainées (marnes, marno-calcaires en pente). Dans le
sud, elle pousse sur des sols bruns steppiques de texture moyenne et en extréme sud sur des
sols sableux. L'armoise résiste a la sécheresse, supporte le gypse et des niveaux de salinité
modérément élevés. Dans un type de biome steppique, les groupements d' A. herba alba sont
marqués par deux strates : une strate de ligneux bas (environ 40 cm du sol) et une autre

constituée d'herbacées annuelles (hauteur moyenne de 20 cm) (Nabli M A, 1989).
5.2. Pharmacopée traditionnelle

Depuis longtemps, I’A. herba alba a été reconnue par les populations pastorales et nomades
pour ses vertus purgatives. On I’utilise notamment comme vermifuge chez les ovins (Nabli M
A, 1989).

En Tunisie, une enquéte menée dans le milieu urbain a montré que 1’armoise est, entre autres,
essentiellement utilisée pour les maladies du tractus digestif et comme un traitement
antidiabétique. D’apres les cas interrogés elle donne un pourcentage d’amélioration élevé

(Bouraoui N et Lafi B, 2003).

5.3. Composition chimique

L'A. herba alba constitue un fourrage particulierement intéressant. En effet, la plante présente
un taux de cellulose beaucoup moins élevé malgré que son aspect extérieur indique 1’inverse

(17 a 33%). La matiere seche (MS) apporte entre 6 et 11% de matic¢re protéique brute dont
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72% est constituée d'acides aminés. Le taux de B-caroténe varie entre 1,3 et 7mg/kg selon les
saisons. (Fenardji et al., 1974). La valeur énergétique de I’armoise herbe blanche, trés faible
en hiver (0,2 a 0,4 UF/kg MS), augmente rapidement au printemps (0,92 UF/kg MS) pour
diminuer de nouveau en été (0,6 UF/kg MS). En automne, les pluies de septembre provoquent
une nouvelle période de croissance et la valeur énergétique augmente de nouveau (0,8 UF/kg
MS) (Aidoud A, 1989). Les plantes de la famille des Astéracées, auquel appartient
I'Artemisia herba alba, ont fait 1'objet de plusieurs études photochimiques par intérét
économique surtout pour leurs huiles essentielles. Les molécules identifiées sont les
sesquiterpenes lactones, les coumarines et les hydrocarbures acétyléniques (Da Silva J. A,

2004).

5.3.1. Terpénes de 1' Artemisia herba alba

Les terpeénes sont des polymeres constitués d’unités en C5. Les monoterpénes (en C10) sont
des substances légerement volatiles qui forment les huiles essentielles. Ils protégent les
végétaux contre les parasites, inhibent la croissance bactérienne et attirent les animaux
pollinisateurs (Liittge et al., 1992).

Les principaux monoterpenes identifiés dans 1’A. herba alba sont le thujone (monoterpene
lactone), le 1,8-cinéol et le thymol. (Duke J, 1992). Des monoterpenes alcooliques (yomogi
alcool, santoline alcool) ont été mis en ¢évidence. (Segal R et al., 1980). Il a aussi des
sesquiterpenes (3 unités en C5) et des sesquiterpenes lactones dans plusieurs chémotypes du
Moyen-Orient. (Segal R et al, 1985). Plusieurs types de structures de lactones
sesquiterpéniques ont été trouvés dans les parties aériennes d’A. herba alba. Eudesmanolides
suivie par germacranolides semblent étre les types de lactones trouvés dans cette espece la

plus abondante (Ahmed et al., 1990 ; Boriky et al., 1996).

5.3.2. Flavonoides de I' Artemisia herba alba

Ce sont des composés phénoliques qui contribuent a la pigmentation de la plante. Tres
ubiquitaires, certains d’entre eux jouent le role de phytoalexines, métabolites synthétisés par
la plante pour lutter contre diverses parasitoses. Les flavonoides sont rencontrés a 1’état libre
(soluble) ou liés a un sucre (glycosides) dans le liquide vacuolaire. La coloration des dérivés
dépend des différentes substitutions de 1’atome d’hydrogene sur divers cycles, de la formation
de complexes avec les ions métalliques (Fe**, AI’") et du pH (Liittge et al., 1992).

Les principaux flavonoides isolés a partir de I'A. herba alba sont I’hispiduline, la cirsimaritine

(Shen XL et al.,, 1994). Des flavones glycosides comme la 3-rutinoside-quercétine et
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I’isovitexine ont été mis en évidence chez des chémotypes du Sinai (Saleh N et al., 1985)
(Tableau II).
Tableau II: Les composés isolés de I’espece A. herba alba (Messai, 2011).

Noms des composés

cing sesquiterpenes :

Herbolides G, H, I, Eet F

1, 5,12-trihydroxy-germacra-1(10),4(15),11(13)-triene;2-hydroxy-13-oxo--
A.herba alba ) i .
cyperene;7-hydroxy-5,6-dihydro-4,5-dihydrolyratrol;5 ,9 -dihydroxy-1-

oxo-germacra-1(10),4(5)-dien-12,6-o0lid en plus de 5-hydroxy et 9 -

hydroxy11, 13-dihydroreynosin

quatre eudesmanolides: 11-epideacetyltorretin;1,11-diepitorrentin;

deacetyltorretin et 1-epi-torrentin

six eudimanolides nomm¢és: santonin, Taurin, Erivanin, Isoerivanin, 8-

hydroxy-4,5-epoxytaurin et Herbalbin

6.Présentation de la zone d’étude

6.1 .Localisation géographique
La région de Bordj Bou Arreridj est située dans le secteur nord-est de 1’Algérie entre 39°
23%et 40°47°de ’altitude Nord et 1°92° et 2°90° de longitude Est. Elle occupe une superficie
de 4,115 sz, et se situe a plus de 900 metres d’altitude (Maouche et al., 2003). Elle est
limitée au nord par Bejaia, au sud par M’sila, a ’ouest par Bouira et a I’est par Sétif
(C.F.B.B.A, 2011).

6.2. Les Facteurs abiotiques de la région d’étude
Les facteurs abiotiques de la région d’étude sont les facteurs pédologiques et les facteurs
climatiques.

6.2.1. Les facteurs Pédologiques

Selon Maouche et al (2003), le territoire est occupé majoritairement par des parcelles
agricoles représentées par des sols de couleur noir, profonds et caractérisés par un taux élevé

d’argile qui offre une image de terre grasse et riche.
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6.2.2. Facteurs climatiques

Le climat est un facteur principal qui joue un role fondamental de contrdle de la distribution
des étres vivants et de la dynamique des écosystemes (Leveque, 2001). Les caractéristiques
climatiques de la région d’étude, sont représentées par les variations mensuelles des
températures, des précipitations, et les vents.
-La température et les autres facteurs climatiques ont des actions multiples sur la
physiologie et sur le comportement des insectes (Dajoz, 2007). Une étude en 2012 a
montré que mois le plus chaud est aout avec une température moyenne égale a 29,9°C. Et
le plus froid est Février avec une température moyenne de 4,3°C.
-La pluviométrie constitue un facteur écologique d’importance fondamentale pour le
fonctionnement et la répartition des écosystemes (Ramade, 1984). Le total des
précipitations en 2012 est égal a 302,8mm. Le mois le plus pluvieux est novembre avec
63mm et le plus sec est juin avec 2mm.
-Le vent est un facteur écologique qui est souvent sous-estimé dans [’étude du
fonctionnement des écosystemes (Leveque, 2001). Il intervient dans le transport des
insectes sur plusieurs milliers de kilomeétres de distance (Leveque, 2001). La région de
Bordj Bou Arreridj est généralement traversée par des vents de direction Nord- Ouest et
de Sud-est pendant la grande partie de 1’année, tandis que les vents venant de Sud
(sirocco) sont fréquents en été.
L’étage bioclimatique d’une région ainsi que sa période de sécheresse, ne peuvent étre
déterminés qu’a partir de la synthése entre deux parametres climatiques tels que la
température et la pluviométrie. Le diagramme ombrothermique de Gaussen est utilisé pour
mieux caractériser le climat d’une région donnée et notamment pour faire ressortir les
périodes seches et humides. Dans la région de Bordj Bou Arreridj, il est a remarquer la
présence de deux périodes, une seche qui débute de la mi-avril jusqu’en octobre. Les autres

mois de I’année correspondent a la période humide (Figure 06).
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Figure 6 : Diagramme ombrothermique de la région de Bordj Bou Arreridj (C.F.B.B.A,
2011).

6.3. Les Facteurs biotiques de la région d’étude

Dans le paragraphe suivant, la flore et la faune dans la région d’étude sont développées
6.3.1. La flore et la faune

La flore de la région d’étude est caractérisée par une richesse foresticre de plus de 21% de la
superficie totales. Elle est concentrée principalement a ’ouest et au nord de la région. Les
essences principales qui composent le fond forestier sont : Le Pin d’Alep (64,464 ha), le
Chéne vert (17,019 ha), I’Eucalyptus (1,183 ha) et le ceédre (500 ha) (C.F.B.B.A, 2011).

Une grande zone steppique est occupée par I’armoise et I’ Alpha, soit 20000 hectares.

La faune de la région est tres diversifiée. Elle regroupe les insectes, les mammiferes, les
oiseaux et les poissons. Dans ce qui va suivre, les données faunistiques qui caractérisent la

région d’étude sont traitées (C.F.B.B.A, 2011).
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1. Matériels
1.1.Matériel biologique

1.1.1. Matériel végétale

La plante d’A. herba alba a été récoltée au mois d’Octobre 2014 a Mansoura (wilaya de Bordj
Bou-Arreridj, Algérie). La plante a été séchée pendant deux semaines a 1’abri de la lumicre.
Une fois séchée le matériel végétal a été broyé, puis conservés a 1’abri de la lumiere, de
I’humidité et de la chaleur jusqu’a son utilisation.

L’identification botanique de 1’espece a été réalisée par Pr GHARZOULI Rachid. Université
Ferhat Abbes, Sétif.

1.1.2. Souches de moisissures
La moisissure Aspergillus Niger a été obtenue aupres du laboratoire de phytopathologie de

I’Université de Mohamed el Bachir el Ibrahimi -Bordj Bou Arreridj-.

1. 2. Appareils et produits chimiques
1.2.1. Réactifs chimique
Plusieurs réactifs chimiques ont été utilisés proviennent de Sigma-Aldrich et prolab. Parmi
ces produits: 2,2'-diphenyl-1 picrylhydrazyl (DPPH), quercétine, acide gallique, butylated
hydroxytoluene (BHT), AICls;, B-caroténe, Gentamicine, acide linoléique, Tween 40,

Méthanol, chloroforme et DMSO. Le milieu de culture est le milieu de base Potato Dextrose

Agar (PDA) est préparé au niveau de laboratoire.
1.2.2. Appareillage

Parmi I’appareillage utilisé ; Rota-vapeur (Germany, BUCHI461), Agitateur magnétique (GP
SELECTAS ACE), Bain marie (Memmert), Etuve (Memmert), Autoclave, Spectrophotometre
visible. Bec benzéne, Balance a précision (Kern), la hote (EQUIPLABO), Vortex (Top Mix).
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2.Méthodes

2.1.Extraction des polyphénols totaux

La méthode d’extraction des polyphénols est basée sur le protocole décrit par Markham
(1982). 1l s’agit d’une double macération, le premier se fait selon le rapport 1:10 (solide
/liquide) qui consiste a immergé 100 g de poudre (solide) dans 1000 ml du solvant (liquide)
contient 85% de méthanol et 15% d’eau distillée pendant une nuit sous agitation a 4°C.
L’extrait a été filtré a I’aide de la mousseline, ensuite du papier filtre. Le résidu mise a une
deuxieme macération dans un solvant préparé selon le rapport 1:1 correspondant de 50% du
méthanol avec 50% d’eau distillée pendant 4h sous agitation a 4°C. Les extraits obtenus sont
évaporés sous pression a 1’aide d’un rota-vapeur, pour avoir ’extrait brut. Ils sont ensuite

conserver pour les tests d’activités biologiques (antioxydants, antifongique) (Figure 07).

Poudre de matériel
végétale

-Extraction méthanelique(85%)
-Agitation pendant 24h

Y

. Résidus
Filtrat

-Extraction methanolique 50%

-&gtation pendant 4h

¥

Cotnbinaison de filtrats

h 4 hJ

Filtrat Reésidus

-Filtration

-Evaporation rotatif

¥
Extrait brut

Figure 07 : Extraction des composés phénoliques d’A. herba alba (Markham, 1982).
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2.2.Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides

2.2.1. Dosage des polyphénols totaux

Le contenu total de polyphénols a été estimé selon la méthode colorimétrique basée sur le
réactif de Folin-Ciocalteu (Li et al., 2007). Le réactif est formé d’acide phosphotungestique
H3PW12040 et d’acide phosphomolybdique H3PMo1204, qui sont réduits lors de
I’oxydation des phénols en oxydes bleu de tungstene (W8023) et de molybdéne (Mo80O3), ce
qui nous aide a doser les phénols dans le visible a une longueur d’onde de 1’ordre de 765 nm.

Pour cela 100 pul d’extrait de la plante ont été mélangé a 0,5 ml du réactif de Folin-Ciocalteu
fraichement préparé (10 fois dilué¢). Le mélange est incubé a température ambiante pendant 4
min. Ensuite 0,8ml de la solution carbonate de sodium (Na,COs3) a 7,5% sont ajoutés au
mélange. Les polyphénols totaux sont déterminés apres 2 h d'incubation a température
ambiante par mesure de l'absorbance a 765 nm (Spectrophotometer UV-1601, Shimadzu,
Kyoto, Japan). La quantification est faite selon la courbe d'étalonnage standard de 1’acide
gallique préparée dans le méthanol (2-140 mg/ml) (Figure 08). Les résultats sont exprimés en

mg équivalent d’acide gallique par ml d'extrait.
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Figure 08. Droite d’étalonnage de I’acide gallique (chaque valeur représente la moyenne +

SD de trois mesures).
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2.2.2. Dosage des flavonoides
La méthode de trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans EBr.F d’A.herba alba. 1 ml d’échantillon ou standard (préparés dans le
méthanol) est ajouté a 1 ml de la solution d’AICl; 6H,0 (2% dans le méthanol). Apres 10 min
de réaction, I’absorbance est lue a 430 nm. La concentration des flavonoides est déduite a
partir d’'une gamme d’étalonnage établie par la Quercétine (1-40 pg/ml), et est exprimée en
microgramme d’équivalent de Quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait)

(Figure 09).

1,6 1

y = 0,0316 x + 0,0285
R*= 0,9954

1,2 1

0,8 4

Absorbance

0,4 4

0 10 20 30 40

Concentration (ug/mil)

Figure 09: Droite d’étalonnage de la Quercétine (chaque valeur représente la moyenne =+

SD de trois mesures).

2.3. Evaluation de ’acticvité antifongique

La souche fongique A. Niger a été¢ obtenue aupres du laboratoire de phytopathologie de
I’université de BBA. La culture pour cette espece fongique a été maintenue dans le milieu
Potato Dextrose Agar (PDA : 200 g de pomme de terre, 20 g de glucose, 20 g d’agar-agar,
1000 ml d’eau distillée) inclinée et conservée a une température de 4°C.

L’évaluation de I’activité antifongique a ¢été faite par la méthode de contact direct
(incorporation dans le milieu), qui est utilisée en vue de déterminer les extraits actifs par
I’évaluation du taux d’inhibition selon la méthode de Fandohan et al (2004).

Une quantité de 100 pl de ’extrait méthanolique de la plante est incorporée séparément dans

des tubes contenant 15ml du milieu PDA maintenu en surfusion. Chaque tube est
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homogénéis¢ instantanément par agitation manuelle puis son contenu est coulé dans une boite
de pétri. Un disque mycélien de 6 mm de diametre prélevé de la culture jeune (un jour) du
mycete a été inoculé.

La lecture des résultats a été effectuées apres Sjours d’incubation a (25 £ 2) °C par mesure du
diamétre de la zone de croissance. Parallélement, le diamétre de la zone de croissance de ces
mémes souches fongiques en absence d’extrait (Témoin) été déterminé. Les résultats obtenus

sont comparés par rapport au témoin.

L’effet antifongique de 1’extrait sur la croissance des souches filamenteuses est déterminé par
la mesure du taux d’inhibition de la croissance en utilisant la formule d’Ebbot (Motiejiinaité,
2004) :

T= (Dk-D0)/Dk x 100

Dk : Diametre de la colonie fongique du témoin (en mm)
DO : Diamétre de la colonie fongique en présence de 1’extrait (en mm)
T : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage
L’extrait est dit :
- Tres actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 75 et 100 %, la souche
fongique est dite trés sensible.
- Actif lorsqu’il posséde une inhibition comprise entre 50 et 75 %, la souche
fongique est dite sensible.
- Moyennement actif lorsqu’il possede une inhibition comprise entre 25 et 50%, la
souche est dite limite.
- Peu ou pas actif lorsqu’il possede une inhibition comprise entre 0 et 25%, la souche

est dite peu sensible ou résistante.

2.4. Détermination de ’activité antioxydant de I’extrait d’Artemisia herba

alba in vitro

2.4.1. Test de DPPH

L’activité anti-radicalaire de 1’extrait d’A. herba alba est évaluée, in vitro, par le test de
DPPH. Cette méthode spectrophotométrique utilise le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) de couleur violette comme réactif, qui vire au jaune en présence de capteurs
de radicaux libres, et se réduit en 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine (Cuendet et al., 1997). Ceci
permet de suivre la cinétique de décoloration a 517 nm. Pour cela, 50 pl de chacune des
différentes concentrations des extraits ont été¢ incubés avec 1250ul d’une solution
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méthanoliques de DPPH a 0.004 %. Aprés une période d’incubation de 30 minutes, les
absorbances a 517 nm ont été enregistrées. Les résultats obtenus pour chaque concentration
d’extrait testé ont été exprimés par rapport a ceux obtenus par le BHT et 1’acide gallique qui
sont pris comme antioxydant de référence. Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH

par ’extrait d’A. herba alba a été calculé comme suit:
I % =[(Ac— Ag) / Ac] x 100

Ac: absorbance en absence de I’inhibiteur (contrdle négatif)

Ag: absorbance en présence de 1’inhibiteur (échantillon)

La concentration inhibitrice de 50 % de I’activité du DPPH (ICsg) de notre extrait a été par la
suite calculée a partir de I’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en fonction de
la concentration de I’inhibiteur. Elle a été¢ exprimée en pug / ml et comparée avec celles du

BHT et I’acide gallique.

2.4.2. Test de blanchissement du f3-caroténe

Dans ce test la capacité antioxydant de I’extrait d’A.herba alba est déterminée en mesurant
I’inhibition de la dégradation oxydatif du P-caroténe (décoloration), par les produits
d’oxydation de I’acide linoléique selon la méthode décrite par Aslan et ses collaborateurs
(2006). L’émulsion de B-caroténe /acide linoléique est préparée par solubilisation de 0,5 mg
de B-carotene dans 1 ml du chloroforme, 25 pl de I’acide linoléique et 200 mg de Tween 40
sont additionnés, le chloroforme est complétement évaporé, par la suite 100 ml d’eau distillée
saturée en oxygene sont ajoutés, I’émulsion résultante est agitée vigoureusement. 350 pL de
solution d’extrait ou d’antioxydant standard (BHT) solubilisé dans le méthanol (2 mg/ml) sont
additionnés a 2,5 ml de I’émulsion précédente.

La cinétique de décoloration de 1I’émulsion en présence et en absence d’antioxydant (contrdle
négatif dans lequel I’échantillon est remplacé par 350 ul de méthanol) est suivie a 490 nm a
des intervalles de temps réguliers pendant 24 heures (Oh, 1h, 2h, 4h, 6h, 24h). Le pourcentage

de I’activité antioxydant relative de 1’extrait (AA%) est calculé selon 1’équation suivante :
AAR% = Abs (échantillon)/ Abs (échantillon.,) *100

2.5. Analyse statistique
Les résultats ont été exprimés par la moyenne + I'écart type (n=3), les comparaisons

statistiques ont été faites au moyen du test de Student et la valeur p < 0.05 a été significative.

La détermination des taux de signification sont effectués par test ANOVA.
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3.Résultats et Discussion

3.1. Extraction des polyphénols

La plante Artemisia herba alba est une plante trés répandue en Algérie et trés utilisé en
médicine traditionnelle. La préparation de son extrait a été réalisée selon la méthode de
Markham (1982), en utilisant le méthanol 85%. Dans cette extraction, le méthanol a été utilisé
pour obtenir EBrF en raison de sa polarité qui permettre d’extraire plus efficacement les
métabolites secondaires (Mohammedi et Atik., 2011). Le calcul du rendement par rapport au
poids de la poudre a montré qu’EBrF d’A. herba alba représentent un rendement considérable

équivalent de 24.6% (Tableau III).

Tableau III : Aspect, couleur et rendement de 1’extrait de la plante A. herba alba.

Extrait Aspect Couleur Rendement (%)

EBrF Poudre Vert clair 24.6%

Cette méthode permet d’obtenir un rendement plus élevée par rapport a celle trouvé par
Mourad Boudjouref en 2011, qui a préparé I’extraits a partir de la partie aérienne d 'Artemisia
campestris par des solvants a polarité croissante il s’agit de chloroforme, acétate d’éthyle et
I’éthanol. Cette extraction a permis d’obtenir trois extraits bruts: L’extrait chloroformique
(Chl), I’extrait d’acétate d’éthyle (AcEt), I’extrait d’éthanol (EtOH).Exprimé en pourcentage
de masse d’extrait par rapport a la masse de la plante séche , le rendement le plus élevé a été
observé avec l’extrait de chloroforme (3.4 % m/m), suivi par I’extrait d’acétate d’éthyle
(2.26 % m/m), et enfin I’extrait éthanolique possede le plus faible rendement avec (0.48 %
m/m).et aussi plus €élevée par rapport a celle trouvé par Recio et ses collaborateurs (1992) ont
réalisé 1’extraction méthanolique de la partie aérienne de R. pecroides par soxhlet ou un
rendement de 8.5% a été trouvé, qui est plus faible que celui trouvé en utilisant la méthode de
Markham (24.6%).

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que les
conditions dans lesquelles 1’extraction est effectuée (a chaud ou a froid), affectent tous le
contenu total en polyphénols et les flavonoides, et par conséquent affecte les activités

biologiques médices par ces métabolites (Lee et al., 2003).
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3.2.Analyse phytochimique de I’extrait brut d’A. herba alba
3.2.1.Teneur en polyphénols totaux

La teneur en polyphénols totaux des extraits a été estimée par la méthode de Folin-Ciocalteu
(Li et al., 2007), qui a été choisie pour les raisons suivantes ; (i) c’est une méthode qui
satisfait aux criteres de faisabilité et de reproductibilité, (ii) la méthode est bien standardisée,
(iii) la grande longueur d'onde (765nm) d'absorption du chromophore permet de minimiser les
interférences avec la matrice d'échantillon qui est souvent coloré, (iv) c’est un test largement

pratiqué dans les laboratoires de recherche a travers le monde (Huang et al., 2005).

Les quantités des polyphénols correspondantes ont été rapportées en microgramme
d’équivalents de 1’étalon utilisé (L’acide gallique) par milligramme d’extrait (ug EAG/mg
d’extrait) et déterminés par I’équation de type : y =a x +b.

D’apres les résultats obtenus 1’extrait méthanolique d’A. herba alba est riche en polyphénols
(64,45 £ 2,97 ug EAG / ml E) (tableau IV) par rapport au résultat trouvé par Boudjelal Amel
en 2012 dans la région de Msila (25.34 £ 0.69 pg EAG / ml E) et ceux trouvé par Djeridane
et (2006) travaillant sur quelques espeéces d’artémisia. Ils ont trouvés que les valeurs de
dosage des polyphénols varient d’une espece a autre ; Artemisia herba halba (13.06 + 0.40
ng), Artemisia campestris (20.38 = 0.30 pg), Artemisia arboresens (3.42 + 0.50 pg).

L’extrait de feuilles de A.herba alba ont montré une teneur en polyphénols plus élevé (64,45
+ 2,97 ug EAG / ml E) que celle trouvé dans les feuilles d’ Artemisia obrotanum (0.49g/100g).

(Surveswaran et al., 2007) qui a travaillé sur 133 plantes médicinale d’inde.

Solen Chibani Salih (2012) I’espéce Santolina. rosmarinifolia L. Il apparait que ’EASR
(I’extrait acétate de rosmarinifolia L.)13.64+ 0.87 est riche que ’EBSR (I’extrait butanolique
de Santolina rosmarinifolia L.) 8.01+ 0.17en polyphénols. Comparativement au résultat qui a
trouvé (64,45 + 2,97 ug EAG / ml E) donc nous pouvons conclure que 1’extrait d’A.herba
alba est assez riche en polyphénols.

Ceci est peut étre lié au climat de la région ou a la méthode utilisée qui ne donne pas une

composition quantitative compléte des extraits.
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Tableau I'V: Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides dans I’extrait brut de la plante

A herba alba. Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.

Extrait Teneur en polyphénols Teneur en flavonoides

EBrE 64,45+ 2,97 pg 10,09+ 1,57 pg

L’utilisation d’espece de plante, d’origine géographique et climatique distinctes ainsi que des
méthodes d’extraction et de dosage différentes affecte les teneurs en composés phénolique et

par conséquence leur activités biologiques (Lee et al., 2003).
3.2.2. Teneur en flavonoides

Les flavonoides sont parmi les polyphénols naturels les plus importantes (Djeridane et al.,
2010). La teneur en flavonoides a été réalisée par la méthode du trichlorure d’aluminium
(Bahorun et al., 1996), méthode simple, peu coliteuse et offrent une sensibilité ce qui le rend
plus pratique dans le contrdle de qualité et les laboratoires d'analyse. En outre, cette méthode
permet de déterminer la teneur totale en flavonoides méme en présence d'autres composés
polyphénoliques qui ne forment pas des complexes avec AICl; (Matyushchenko et
Stepanova, 2003).

Les quantités des flavonoides correspondantes ont été¢ rapportées en microgramme
d’équivalents de 1’étalon utilisé (quercétine) par milligramme d’extrait (ug EQ /mg d’extrait)
et déterminés par 1’équation de type : y =a x +b.

Les résultats montrent que la teneur de I’EBrF en flavonoides est important (10,09 = 1,57 ug
EQ /mg E) (Tableau IV) Proche a ceux trouvé par Djeridane et al (2006) travaillant sur la
méme plante Artemisia herba alba (11.31 + 0.51 pg). Et plus riche par rapport aux Artemisia
campestris (7.46 = 0.20 pg) et Artemisia arboresens (3.25 = 0.31 pg).
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3.3. Pouvoir antifongique de I’extrait d’A.herba alba

Face aux problémes d’altération du blé tendre par les moisissures, beaucoup des travaux ont
été menés sur le pouvoir antimicrobien des produits naturels extraits des plantes. Lors de cette
é¢tude, I’action d’extrait méthanoliques d’A.herba alba vis-a-vis la souche fongique
d’Aspergillus Niger par la méthode de contact direct a été testée.

L’effet antifongique des extraits sur la croissance des souches filamenteuses, est déterminé
par la mesure du taux d’inhibition de la croissance en utilisant la formule d’Ebbot

(Motiejiinaité et Peiculyté, 2004).

Activité antifongique %
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Figure 10 : Pouvoir antifongique de I’extrait brut d ’Artemisia herba alba. Chaque valeur

représente la moyenne + SD (n = 3).

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba a la
concentration Cigomgmi révele une activité antifongique importante sur la souche fongique
Aspergillus Niger qui se manifeste par une inhibition de I’ordre de 52,94 % (P <0.001). Par
ailleurs, la concentration Csomgmi @ donner un pourcentage d’inhibition de 27,45% (P <
0.001). Tandis que la concentration Cosmgml s est révélée sans effet inhibiteur considérable
sur la croissance de la souche mycélienne testée (15.16 %). Ces résultats rejoignent ceux
trouvés par Zheng, W., F., et al.,(1996), qui constatent que les flavones séparés de I' Artemisia
giraldii montrent une activité antimicrobienne contre 1’Aspergillus. Les composés
phénoliques sont produits en réponse a I’infection microbienne par les plantes. Par
conséquent, I’efficacité de ces substances évaluées in vitro ont montré une action inhibitrice

sur les microorganismes. De nombreuses études ont montré une relation contradictoire entre
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la structure chimique des compos¢s phénoliques et leur pouvoir antimicrobien. L'avantage des
extraits d’une plantes est donc leur bio activité, une caractéristique qui les rend attrayants pour
la protection des produits stockés tels que les grains de céréales contre I’attaque des
champignons et méme le blocage de leur écotoxigénese (Tripati et Dubey, 2004).
L’inhibition de la syntheése des mycotoxines en présence d’extraits est due essentiellement aux
composés phytochimique. Hua et al., (1999) rapportent que les composés phénoliques
inhibent au début plutot qu'a la fin les étapes de la voie de biosynthése d’AFB1. Gharabi et
al., (2008) rapportent que l'inhibition de la synthése des aflatoxines est en relation avec le

temps de contact et la dose de I’extrait.

3.3. Détermination de I’activité antioxydant de I’extrait d’4.herba alba
in-vitro
3.3.1.Test de DPPH

Le test DPPH a été choisi, en raison de sa simplicité, rapidité, sensibilité et de sa
reproductibilité. Le composé chimique 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (o, a-diphényle-f-
picrylhydrazyle) fut I’un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-
activité antioxydant des composés phénoliques.

L’activité antioxydant d’extrait d’Artemisia herba alba vis a vis le radical DPPH a été
évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par
son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm. donc ce test est
bas¢ sur la réduction d’une solution alcoolique de DPPH en présence d'un antioxydant qui
donne un hydrogeéne ou un électron et par la suite la forme non radicalaire DPPH-H est

formée (Figure 11).

owe S0

" NH
N + Antioxydant-OH —— 4 NO, + Antioxydant-O°
Q, NO, 2
NO, NO,
DPPH(Violet) DPPH(jaune)

Figure 11 : Réaction d’un antioxydant avec le radical DPPH (Majhenic et al., 2007).
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La capacité de réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des
substances anti radicalaires (Majhenic et al., 2007). Ce test permet alors d’obtenir des
informations sur le pouvoir anti-radicalaire direct de différentes substances phénoliques des
extraits (Molyneuxs, 2004).

A fin de comparer les résultats deux antioxydant standards sont utilisés ’acide gallique et le
BHT.

Les résultats obtenus de la cinétique d’inhibition de DPPH montrent que 1’extrait brut de la
plante A-herba alba a une activité¢ anti radicalaire dose dépendante (Figure.12). ICsy un
parametre utilisé pour estimer ’activité antioxydant. Plus cette concentration est faible plus
I’effet antioxydant est tres élevé (Boumerfeg et al., 2012). La présent étude démontre que
notre extrait posseéde une excellente capacité de neutralisation du radical libre DPPH avec un
IC 50 de 0.0369+0.0004 pas loin de celle de I’acide gallique et 2.4 fois supérieur a celle du
BHT (P < 0.001 (Figure 13). Ces résultats rejoignent ceux trouvé par Popovici et ces
collaborateurs (2009) qu’ils ont montré que 1’acide gallique représente le compose le plus
actif, en utilisant le DPPH et plus importante que ceux trouvé par Boudjelal Amel en 2012

dans la région de Msila (0.56 = 0.2mg /ml).

Benzie et Strain (1996) ont considéré 1’antioxydant comme toute molécule capable de réduire
les especes oxydantes qui peuvent endommager les structures biologiques. Ces auteurs ont
donc interprété 1’activité antioxydant comme la capacité réductrice. Cependant, le pouvoir
antioxydant d’un antioxydant n’est pas nécessairement égal a sa capacité de réduire le DPPH.
Liu et al. (2008), ont testé I’effet synergétique entre plusieurs antioxydants en utilisant le test
de DPPH. IIs ont montré I’existence de plusieurs facteurs qui influence 1’effet synergétique
d’'un mélange des antioxydants dans un systéme biologique. La concentration et la
combinaison sont les facteurs les plus importants qui influencent sur la synergie moléculaire.
I1 a été montré que des concentrations et des combinaisons particulieres des antioxydants ont
une activité supérieure a celle des molécules pures. Popovici et ces collaborateurs (2009), ont
montré que la structure chimique et la polarité de I’antioxydante sont déterminantes pour sa
capacité a piéger les radicaux libres. Il existe une hétérogénéité structurale au sein des

composes phénoliques, hétérogénéité qui se traduit par des propriétés différentes.
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Figure 12 : Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations
des standards et de 1’extrait de d’Artemisia herba alba. Chaque valeur représente la moyenne de
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Figure 13: L’activité anti-radicalaire de 1’extrait brut et des standards. Chaque valeur

représente la moyenne + SD (n = 3). ***: p <0.001
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3.3.2. Le test de Blanchissement du f}-caroténe
La technique de blanchissement du B-caroténe permet d’évaluer 1’activité antioxydant des
extraits spectrophotométriquement par 1’inhibition de 1’oxydation de 1’acide linoléique en
suivant la décoloration du B-caroténe a 490 nm. Dans ce test, 'oxydation de 1’acide linoléique
génere des radicaux peroxydes suite a 1’abstraction des atomes d’hydrogéne a partir de
groupements méthylénes de 1’acide linoléique. Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le
- caroténe hautement insaturé entrainant ainsi la disparition de sa couleur (Tepe et al., 2005).
Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux dérivés de 1’acide
linoléique et/ou inhibé I’oxydation donc prévenir le blanchissement du B-caroténe (Naidu et
al., 2011). La cinétique de P’activité de 1’extrait d’A.herba alba et des antioxydants standards
(BHT) le méthanol, 1'eau pendant un intervalle de temps entre 1 h a 24 h présentée dans la

(figure 14) a été suivie.

Le BHT utilisé comme controle positif et montrent une courbe sous forme d’un plateau ce
qui explique leur pouvoir antioxydant tres efficace. En comparaison avec le standard (92.11 £
7,54 %), notre extrait inhibe efficacement le blanchissement du B-carotene avec un
pourcentage d-inhibition de (82,51+ 17,79%) ce qui démontre une excellente efficacité

(Figure 15).

Ces résultat sont plus important que ceux trouvés par: Djeridane et al (2006) Artemisia
campestris (25,00), Artemisia arboresens (13,32), Artemisia herba alba (11,60). Cette activité
antioxydante peut étre di a la teneur €élevée en polyphénols, ce qui en accord avec Boumerfeg
et ses collaborateurs (2012) plus la teneur en polyphénols est élevée, 1’activité antioxydant est
¢élevée. Plusieurs études ont montré que 1’effet antioxydant de sources naturelles est da a leurs
composés phénoliques (Yang et al., 2002). Un extrait qui retarde ou inhibe le
blanchissement du B-caroténe peut étre décrit comme un piégeur de radicaux libres et comme
un antioxydant primaire (Liyana-Pathirana et Shahidi, 2006). Selon plusieurs auteurs, le
test d’inhibition de 1’oxydation de I’acide linoléique couplée a celle du B-carotene, parait tres
utile comme un modéle mimétique de la peroxydation des lipides dans les membranes

biologiques (Ferreria et al., 2006).
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Figure 14: La cinétique de blanchissement du -caroténe a 490 nm en absence et en présence

de I’extrait d’A4.herba alba (EBr), du BHT, MeOH, DMSO et H,O. Chaque valeur représente

la moyenne = SD (n = 3).
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Figure 15: Activité antioxydant de 1’extrait d’4. herba alba du BHT a 24 h, par le test de -
caroténe / acide linoléique. Chaque valeur représente la moyenne = SD (n = 3). ). *** . p <

0.001, comparant avec le controle positif BHT.
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Le test du B-carotene est similaire a un systtme d’émulsion de lipides dans 1’eau, les
antioxydants apolaires se concentrent a l'interface lipide-eau ce qui prévient la formation des
radicaux lipidiques et ’oxydation du B-carotene, donc ils exposent des propriétés antioxydant
importantes. Alors que les antioxydants polaires sont moins efficaces dans la protection des
lipides car ils restent dans la phase aqueuse (Frankel et Meyer, 2000). D’autres chercheurs
ont montré aussi que les différences de solubilité des flavonoides et la partition des composés

entre les deux phases d’un systéme eau-lipidique influencent son activité¢ (Burda et Oleszek,

2001).
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Résumé

Dans la présente étude on a tenté d’évaluer I’activité antioxydant et antifongique de I’extrait
brute, préparé a partir de la partie aérienne de la plante médicinale Artemisia herba alba.
L’estimation quantitative des polyphénols totaux par la méthode de Folin-Ciocalteu et des
flavonoides par la méthode de trichlorure d’aluminium, montre que I’extrait brut de feuilles (EBr.
F) est riche en ces composés (64,45+ 2,9 ug EAG/mg d’extrait et 10,09+ 1,57 pg EQ /mg d’extrait)
respectivement.

L’évaluation du pouvoir antifongique de 1’extrait par la méthode de diffusion dans un milieu
solide montre que I’EBrF possede une activité antifongique sur I’ Aspergillus Niger, et le maximum
d’inhibition obtenu est de 52,94 % (P < 0.001) a la concentration Cjgomgmi. Par ailleurs, la
concentration Csomgmi @ donner un pourcentage d’inhibition de 27,45 (P < 0.001). Tandis que la
concentration Cpsmg/mi S’ est révélée sans effet inhibiteur considérable sur la croissance de la souche
mycélienne testée (15.16 %).

L’activité antioxydant a été évaluée en utilisant deux méthodes différentes: la méthode de
réduction de radical libre DPPH et la technique de blanchissement du B-caroténe. Pour le premier
test il a été estimée que I’EBrF posséde une excellente capacité de neutralisation du radical libre
DPPH avec un IC 5y de 0.0369+0.0004 pas loin de celle de 1’acide gallique et 2.4 fois supérieur a
celle du BHT (P < 0.001 ). Et pour le test de blanchissement du B-caroteéne, les résultats de notre
extrait inhibent efficacement le blanchissement du p-caroténe avec un pourcentage d’inhibition de
(82,51 17,79%) ce qui démontre une excellente efficacité de 1’extrait.

D’apres les résultats obtenus dans ce travail, on peut dire que la plante étudiée possede une activité
biologique considérable.

Mots clés: Artemisia herba alba, Aspergillus Niger, Activité antifongique, Activité antioxydant,
DPPH, B-caroteéne.
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De nos jours, un grand nombre des plantes aromatiques et médicinales posséde des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications, dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’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.
Ce travail a été mené dans le cadre de la valorisation de I’activité antifongique et antioxydant
de I’extrait brut, concerné une plante appartient a la famille des Astéracées, Employée en

Algérie comme un aliment et gras a ses propriétés thérapeutiques.

Dans le présent travail, différents aspects d'Artemisia herba alba ont été étudiés: quelques
propriétés phytochimique et activités antioxydants et antifongique de I’extraits brut.
L’extraction méthanolique (85%) a permis d’obtenir de rendement (24.6%), qui different en

fonction des solvants utilisés.

Quantitativement, 1’évaluation du contenu des polyphénols totaux en adoptant la méthode de
Folin-Ciocalteu qui révele la présence des quantités importantes en polyphénols (64.45 + 1.04
ug EAG/mg d’extrait). De méme nous avons dosé les flavonoides par la méthode d’AlCI3 qui
nous mene présentent des teneurs modérées de 1’ordre de (10.09 + 0.14 pg EQ /mg d’extrait),

respectivement.

Au cours de cette étude nous avons réalis€¢ également un test antifongique vis-a-vis un

champignon pathogene « A. Niger ».

Les résultats obtenus montrent que ’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba a la
concentration Cigomg/mi révele une activité antifongique importante sur la souche fongique « A.
Niger » qui se manifeste par une inhibition de I’ordre de 52,94 % (P <0.001). Par ailleurs, la
concentration Csomgmi @ donner un pourcentage d’inhibition de 27,45 (P < 0.001). Tandis la
concentration Cpsmg/mi s’ est révélé sans un effet inhibiteur considérable sur la croissance de la

souche mycélienne testée (15.16 %).

L’activité antioxydant de D’extrait d’A.herba alba a été évaluée par deux méthodes: la
méthode de réduction du radical libre DPPH, et le test de blanchissement du -caroténe , Pour
le premier test La présent étude démontre que notre extrait posséde une excellente capacité de

neutralisation du radical libre DPPH avec un IC 5 de 0.0369+0.0004 pas loin de celle de
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I’acide gallique et 2.4 fois supérieur a celle du BHT (P < 0.001 ) et pour le test de
blanchissement du B-carotene les résultats de notre extrait inhibe efficacement cette extrait
avec un pourcentage d’inhibition de (82,51+ 17,79%) ce qui démontre excellent efficacité
d’extrait . A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'étendre I'éventail des tests
antioxydants et antifongique ainsi que la caractérisation des composés actifs dans les
différents extraits en vue d’identifier les différentes molécules responsables des différentes
activités biologiques de cette plante. 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 ¢tude in vivo est souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les
activités antioxydants et antifongique de 1’extrait de cette plante.

Et comme perspectives:

» D’amélioration des capacités d’adaptation des systemes de production pour produire de
Nouvelles technologies et les mettre a la disposition des agriculteurs a travers les
organismes de développement et de vulgarisation.

» Développer des produits a base de plantes qui étre un alternatif a l'utilisation des produits
de synthése pour lutter contre les agents pathogenes

» Contribution a la mise en ceuvre d’une stratégie nationale d’exploitation, de

Production et de valorisation des Plantes Aromatiques et Médicinales.
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