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Introduction

Les plantes médicinales sont considérées comme source de matiére premiere essentielle
pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point de futurs

médicaments (Maurice, 1997).

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées, les espéces d’Artemisia sont
largement utilisées en médecine traditionnelle. Plus de 300 especes de ce genre se trouvent
principalement dans les zones arides et semi arides d'Europe, d'Amérique, d'Afrique du Nord

ainsi qu'en Asie (Nikolova et al., 2010).

Le monde scientifique est envahi par un nouveau concept, celui du stress oxydant, une
situation ou la cellule ne contréle plus la quantité de radicaux libres qu'elle produit, entrainant
ainsi la plupart des maladies telle que les maladies cardiovasculaire, neurodégénératives et le

cancer (Pincemail et al., 2002).

Le développement de nouveaux antioxydants d’une capacité antioxydant de meilleure
qualit¢ et de moindre toxicité s’aveére indispensable pour lutter contre les phénomeénes
d’oxydation. Dans ce but, I’investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour
la découverte de nouvelles substances a caractére antioxydant, si I’on considére que ces
plantes peuvent contenir des centaines, voire des milliers de métabolites secondaires. Ces
derniers représentés actuellement par 100.000 substances identifiées, pourraient étre utilisés
dans la prévention de certaines maladies ou pour une meilleure conservation des aliments
(Cowan, 1999).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dont le but principal est d’étudier 1’activité
anti oxydante de la plante Artemisia herba alba .La présente étude a été scindée en trois
parties :

e La premiére partie, est consacrée a 1’étude bibliographique, relative a la plante étudiée, aux
composés phenoliques et a I’activité antioxydante.

e La deuxieme partie du travail est expérimentale, elle est consacrée a 1’évaluation in vitro
de I’activité antioxydante de Artemisia herba alba, est basée sur :

- L’extraction des composés phénoliques de la plante.




- Dosage des composés phenoliques et des flavonoides
- Evaluation de I’effet anti-radicalaire par le DPPH et ’ABTS.
- Evaluation de leur pouvoir réducteur.
e Dans la troisiéme partie, nous discutons les résultats obtenus, on termine notre étude par

une conclusion et des perspectives.

-
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1.1. Description botanique d’Artemisia herba alba
C’est une plante odorante Vvivace dressee, suffrutescente a tiges nombreuses, tomenteuses,

rigides et droites de 30 & 50 cm.

- 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 ;

- Les capitules sont pauciflores en général, homogenes a fleurs hermaphrodites. Ils sont
sessiles ou subsessiles (Quezel et Santa, 1963 ; Wright, 2002). (Figure 01).

Figure N°01: Photographie d’Artemisia herba alba (Quezel et Santa,1963;Wright, 2002).
1.2. Taxonomie

Tableau I: Classificaion taxonomique d’Artemisia herba alba (Quezel et santa, 1963).

Embranchement Spermaphytes
S/Embranchement Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classe Astéradae
Ordre Astérales
Famille Astéracées
Genre Artemisia
Espece Artemisia herba alba
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1.3. Noms vernaculaires

Tableau Il : Principaux noms vernaculaires d’Artemisia herba alba

Langue Nom Références

Francais Armoise blanche (Bendjilaliet al., 1984)

Anglais White wormwood (Marc et al., 2008)

Arabe Chih, Chiha, Chiba (Quezelet Santa., 1963)
I.4. Habitat

L Artemisia herba alba est largement répandue depuis les Tles 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, I'Artemisia herba alba est
absente des zones littorales nord. Cependant, I'espéce se raréfie dans I'extréme sud (Nabli,
1989).

I.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 tels que les eudesmanolides et les
germacranolides (Marco, 1989). Les flavonoides détectés dans 1’armoise montrent aussi une
diversité structurale allant des flavonoides communs (flavones glycosides et flavonols)
jusqu’aux flavonoides méthylés qui sont trés inhabituel. Les flavonoides glycosides
comprennent les O-glycosides tels que quercitine-3-glucoside et des flavones C- glycosides
qui sont rares dans le genre Artemisia, ainsi que dans I'ensemble des Astéracée (Saleh et al.,
1987 ; Saleh et al., 2005 ). En plus des sesquiterpénes lactones et des flavonoides 1’analyse
phytochimique a montré que la composition des huiles essentielles de /’Artemisia herba alba
est riche en monoterpénes, triterpénes pentacycliques, santonines, coumarines et tanins
(Mohamed et al., 2010).

1.6. L’effet thérapeutique de la plante
L’Artemisia herba alba est trés utilisée en médecine traditionnelle lors d’un désordre

gastrique tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi utilisée en tant que

:
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remede de I’inflammation du tractus gastro-intestinal (Ghrabi et Sand, 2008). Plusieurs
¢tudes scientifiques ont ¢galement prouvées 1’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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I1.1. Les radicaux libres
11.1.1. Définition

Un radical libre est défini 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 1’¢électron nécessaire pour acquérir la stabilité,
une 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).
11.1.2. Production des radicaux libres

La production des espéces oxydantes est une conséquence inévitable du métabolisme
aerobie. En effet, I’organisme a besoin d’O2 pour produire de 1’énergie au cours des réactions
dites de respiration oxydative. Cependant, une faible partiec de 1’oxygéne échappe a sa
réduction en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors étre a I’origine de la production

de radicaux libres oxygénés (RLO). (Figure 02) (Chu et al., 2010)

Les autres sources de production de radicaux libres sont classées en deux catégories ;
les sources endogénes ou les RL sont des produits des réactions de 1’organisme, et les sources
exogenes tel que le tabagisme, les radiations UV, les médicaments, les réactif chimiques, les

solvants industriels et la pollution (Pastre, 2005).
11.1.3. Le stress oxydant

Le stress oxydatif, appelé aussi stress oxydant, se défini comme étant le déséquilibre
entre la génération des espéces réactives de ’oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a

réparer les dommages oxydatifs (Boyd et al., 2003).
11.1.4. Conséquences du stress oxydant

Des concentrations élevées en ERO peuvent étre un important médiateur de
dommages des structures cellulaires, des acides nucléiques, des lipides et des protéines
(Valko et al., 2006).

stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies comme le cancer,
syndrome de détresse respiratoire aigue, cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré...etc. Est
aussi I’un des facteurs potentialisant l'apparition des maladies plurifactorielles tel que le
diabete, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier,
2003).

-
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et antioxydantes

oxydases

Lumigre UV

'0,

Oxygé
i Superoxyde

dismutases

Cycles redox
NADPH ox
mitochondrie

0,

Fe3+

Monoxyde d'azote Anion superoxyde

ONOO OH"

\ 4

peroxynitrite Radical hydroxyle

N\

Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidique I'ADN
de kinases

Figure N°02 : Origine des différents radicaux oxygénés et especes réactives de I’oxygene impliqués

en biologie (Favier, 2003).
11.2. Les antioxydants

11.2.1. Définition

Un antioxydant est défini comme toute substance ayant la capacité de retarder, prévenir ou

inhiber la génération d’un oxydant toxique, d’arréter ceux qui sont

déja produits et de les

inactiver, bloquer de ce fait la réaction en chaines de propagation produite par ces oxydants

(Tang et Halliwell, 2010).
Selon (Valko et al. 2006), un antioxydant devrait a la fois :

Agir spécifiqguement sur les radicaux libres ;

Chélater les métaux de transition ;

-Agir a des concentrations physiologiques relativement faibles.

Agir en synergie avec d’autres antioxydants pour se regenerer ;
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11.2.2. Classification des antioxydants
11.2.2.1. Les antioxydants endogenes
11.2.2.1.1. Les antioxydants enzymatiques

L’organisme posseéde des enzymes qui peuvent métaboliser les ERO (Morena et al.,

2002) . Les plus connues sont:
- La superoxydedismutase (SOD)

Elle catalyse la dismutation de 1’anion superoxyde en hydrogéne peroxyde (H202) et en

OXygene.

[ 202" +2H* » H202+ 02 1

- La glutathion peroxydase

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice
mitochondriale. Elle a pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et
du peroxyde d’hydrogéne (H202) (Valko et al., 2006).

GPx )
2GSH (r¢duity + H202 £SSG (oxyd¢) + 2H20
J
GPx h
2GSH (réduity + ROOH » GSSG (oxyde) + ROH + H20
J

- La catalase

Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes (Valko et al., 2006).

Elle permet de convertir deux molécules de H20 en H,0 et Oo.

[ H202 + H20: »2 H.O + O2 }

11.2.2.1.2. Les protéines antioxydantes

La transferrine, la ferritine et la céruléoplasmine jouent un rdle antioxydant par
chélation des ions (Curtay et Robin, 2000; Pincemail et al., 2002). Ces chélateurs forment
des complexes ou des composés de coordination avec les métaux. lls inhibent ainsi le cycle
redox du métal ont construisent des complexes métalliques insolubles (Cillard et Cillard,
2006).
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11.2.2.2. Les antioxydants exogénes
11.2.2.2.1. Les oligo-éléments

Les oligo-éléments interviennent comme co-facteurs d’enzymes indispensables dans la
lutte contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments on cite ; le zinc, le sélénium et le

manganése (Pastre, 2005).
11.2.2.2.2. Les vitamines

Les vitamines sont des molécules organiques requises en faible quantité indispensable
pour le fonctionnement des voies métaboliques des étres vivants. Elles réagissent sous forme

de coenzyme (Barati Elbaz et Le Marechal, 2008).
11.2.2.2.3. Les composées phénoliques
> Définition
Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus répandu du
réegne végétal et font partic intégrante de 1’alimentation humaine et animale (Martin et
Andriantsitohaina, 2002). L’élément structural fondamental qui les caractérise est la

présence d’au moins un noyau benzoique au quel est directement lié au moins un groupement

hydroxyle libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneto, 1999).
» Classification
1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques sont constitués de deux sous-groupes : Les acides
hydroxybenzoiques, qui ont en commun la structure en C6-Cl et les acides
hydroxycinnamiques, des composés aromatiques avec une chaine latérale a trois carbones
(C6-C3) (Figure 03) (Balasundram et al., 2006).

acide sinapique acide caféique acide p-coumarique acide férulique

e G g

Dérivés de I'acide cinnamique

acide syringique acide acide gallique acide vanillique
£ OHbenzoique protoetéchuique

TR DT T g e

Dérivés de I'acide benzoique

Figure N°03: Les structures chimiques des différents acides phénoliques (Anne-Laure, 2007).

\
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2. Les tannins

Le terme « tannin » a été utilisé a l'origine pour décrire des substances végétales
capables de transformer des peaux d’animaux en cuirs (Cowan, 1999; Khanbabaee et Ree,
2001; Bennick, 2002; Koivikko, 2008; Rahim et Kassim, 2008). Aujourd'hui, le terme est
largement utilisé pour décrire un sous-groupe de composes phénoliques qui sont produits sous
forme de métabolites secondaires, par une multitude d'especes vegétales diversifiées. Leur
poids moléculaire est de plus de 500 Daltons, ils sont solubles dans I'eau avec la capacité de
précipiter les protéines (Hagerman et al., 1998; Cowan, 1999; Toth et Pavia, 2001;

Bennick, 2002; Koivikko et al., 2005; Koivikko, 2008).
a) Les tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont des esters d’un sucre simple (glucose ou xylose
principalement) et d’acides phénoliques. IlIs peuvent étre dégradés par hydrolyse chimique
(acide ou alcaline) ou enzymatique. Les acides phénoliques libérés sont 1’acide gallique dans
le cas des gallotannins et 1’acide ellagique dans le cas des ellagitannins (figure 04) (Zimmer
et Cordesse, 1996 ; Derbel etGhedira, 2005).

COOH “ﬁ N L

I- ) f e‘ﬁ o

o “‘OH /5\ /K@ 3I\ ll‘.‘ "‘.‘. \

HO [
b

A : acide gallique B : pentagalloylglucose (acide tannique) C : acide ellagique

Figure N°04: Structure de I’acide gallique (A), d’un exemple de tannins hydrolysables (B) et de
I’acide ellagique (C) (Derbel et Ghedira, 2005 ; Nicholson et Vermerris, 2006).

b) Les tannins condensés

Les tannins condensés sont des polymeéres d’unités flavaniques, le plus souvent liées
entre elles par des liaisons C4-C8. Les précurseurs sont des flavan-3-ols (catéchine et
épicatéchine) et des flavan- 3,4 diols (Figure 05) (Zimmer et Cordesse, 1996).
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Figure N°05: Exemple de structure d’un tannin condensé (Macheix et al., 2006).

3. Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels du regne
végétal (Ghedira, 2005), qui possédent un squelette de base a 15 atomes de carbone
constitués de deux cycles phényles, les cycles A et B, reliés par une chaine a trois carbones
(structure en C6-C3-C6). La chaine en C3 entre les cycles A et B est communément cyclisé
pour former le cycle C (figure 06) (Bruneton, 1999)

Figure N°06: Structure de base des flavonoides (Saraf et al., 2007).

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) (tableau I11) (Balasundram et al., 2006).

Des substituants des cycles A et B donnent naissance a des composés différents a
I’intérieur de chaque classe de flavonoides. Ces substitutions peuvent impliquer

I’oxygénation, I’alkylation, la glycosylation, I’acylation et la sulfatation (Balasundramet al.,
2006).

<
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Tableau I11: Principales classes des flavonoides avec quelques exemples (Aruoma et al., 2003).

Classes Structure chimique R3' | R4’ R5" | Exemples
BE H |OH H | Apigénine

Flavones i Q © OH | OH H | Lutéoline

QL

L. 8 OH | OCHsz | H | Diosmétine

T . |H |OH H | Kaempférol

Flavonols ; ©‘°| @ . |OH|[OH |H |Quercétine
B OH L.

OH OH | OH OH | Myrecétine

Flavanols OH | OH H Catéchine

H |OH H | Naringénine

Flavanones
OH | OH H | Eriodictyol

o H |OH H | Pelargonidine

L] +
Anthocyanidines @é @ . |OH | OH H | Cyanidine

OH OH | OH OH | Delphénidine

B 0 _OH RS | RY R4'

Isoflavones ©‘ OH | OH OH | Genisteine

|
IO
RS R4 | H O-Glu | OH | Daidzeine

11.3. Propriétés biologiques des composes phéenoliques

Les polyphénols ont une multitude d’activités biologiques dépendant de leur structure
chimique. lls constituent une importante famille d’antioxydants dans les plantes, les fruits et
les légumes puisqu’elles comprennent plus de 6000 molécules. Contrairement aux

antioxydantes synthétiques comme le butylhydroxyanisole (BHA) et le butylhydroxytoluéne

F
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(BHT). Les polyphénols n’ont aucun effet nuisible sur la santé humaine (Bounatirou et al.,
2007).

Les polyphénols ont également un rble dans le contrle de la croissance et le
développement des plantes en interagissant avec les diverses hormones vegétales de
croissance. Ils permettent aux végétaux de se défendre contre les rayons ultraviolets. Certains
d’entre eux jouent le rdle de phytoalexines comme les isoflavonols permettant de lutter contre
les infections causées par les champignons, ou par les bactéries (Makoi et Ndakidemi, 2007).

Les pigments non azotés sont impliqués dans le processus de pollinisation. lls attirentn
I’attention des insectes pollinisateurs, ou servent au contraire a dessiner les formes pour
éloigner les prédateurs. D’autres sont des inhibiteurs d’enzymes et interviennent dans la
Protection de ’homme vis-a-vis de certaines maladies (Bruneton, 1999).

Les polyphénols sont également utilisés dans I’industrie agro-alimentaire comme additif,

colorant, arbme ou agent de conservation (Bruneton, 1999).

11.4. Propriétés biologiquesdes composeés flavonoides

Les flavonoides ont suscité l'intérét scientifique depuis plusieurs décennies. D'abord a
cause de leur importance dans la physiologie des plantes et de leurs rbles dans la
pigmentation, mais aussi parce qu'ils sont impliqués dans la croissance et la reproduction des
plantes (Manach et al. ,2004). Ils ont également pour fonction de protéger ces derniéres
contre les pathogénes d'origine virale ou bactérienne, les prédateurs comme les insectes
(Bravo, 1998).

Les flavonoides, en particulier, sont impliqués chez les plantes dans le transport
d'électrons lors de la photosynthése, et ils jouent un réle de protection contre les effets
néfastes des rayons ultraviolets en agissant comme antioxydant (Havsteen, 2002).

Les flavonoides parviennent a capturer les espéces réactives de I'oxygene associées au stress
oxydatif, les empéchant ainsi de créer des dommages cellulaires. En effet, ils sont capables
d'inactiver et de stabiliser les radicaux libres grace a leur groupement hydroxyle fortement
réactif. Ils inhibent aussi I'oxydation des LDL et, de ce fait, peuvent prévenir l'athérosclérose
et diminuer les risques de maladies cardiovasculaires (Tu et al., 2007).

Les flavonoides sont capables d'exercer en plus des propriétés antioxydantes, des propriétés

anti-inflammatoires, antiallergiques et antiulcérogénes(Di Carlo et al., 1999).
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1.1.Matériel

Le matériel et les réactifs utilisés dans le but de réaliser les analyses phytochimiques et
d’évaluer les activités biologiques sont portés dans I’annexe N°01.

Les préparations des solutions sont portées dans 1’annexe N°02.
1.1.1. Préparation du matériel végétal

Notre étude la été porté sur la partie aérienne (feuille, tiges) de la plante médicinale

aromatique Artemisia herba alba
1.1.2.La récolte

Le matériel végétal a été récolté dans la région rurale d’Akbou dans la wilaya de Béjaia,
durant la période de floraison et de fructification (Mars, 2014),le moment propice pour la
cueillette, loin de la pollution et ceci pour écarter toute modification dans la composition

chimique de cette plante (Figure 07) (Quezel et santa ; 1963).

BeniKsila

Wilaya de BEJAIA

superficie : 3 223,50 Km?
Population totale : +/- un million de personnes

Wilaya de SETIF

www.Bgayet.net

Réalisation : NS

Wilaya de Tizi-O
Mer MEDITERRANNEE

1 - Souk - Oufella
2-Tibane
3-Leflaye

4 -Tinbdar

5 - Sidi - Aich
6-Sidi - Ayed

wilaya de Jijel

Wilaya de Bordj Bou Arreridj

Wilaya de Bouira

FigureN° 07: La localisation géographique du lieu de récolte d’Artemisia herba alba
(www.Bagayet.net)
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1.1.3. Identification de la plante

L’identification de notre plante a été effectuée, au niveau du laboratoire de Biologie
Végétale, de la faculté des sciences de la nature et de la vie, de I’Université de Bejaia, et en
utilisant la flore des plantes Algériennes (Quezel et Santa ; 1963).
I.1.4. Lavage et conservation

Apres I’identification de I’espece récoltée, cette derniere est bien nettoyée et lavée avec
I’eau courante afin de se débarrasser de toute poussiere et matieres étrangéres comme le sable,
le sol et d’autres impuretés, puis conservée dans un endroit sec et loin de la lumiére.
1.1.5. Séchage

Une fois récolté, identifé et nettoyé, notre échantillon est séché a une température
ambiante dans un endroit aéré et a labri de la lumiére, pour :

e Obtenir une meilleure extraction

e Uniformiser le taux d’humidité résiduelle de nos échantillons et permettre un meilleur

broyage.

1.2. Méthodes

1.2.1.Broyage et tamisage

L’échantillon séché est réduit en poudre fine < 250 um gréce a un broyeur électrique
« IKA Az1 Basic ». La poudre obtenue est conservée dans une boite en verre couverte avec du
papier aluminium a I’abri de la lumiere pour éviter la photo oxydation des substances actives

dans la poudre.

1.2.2. Préparation des extraits

La présente étude consiste a optimiser le solvant d’extraction des composes
phénoliques totaux a partir d’Artemisia herba alba en utilisant quatre solvants d’extraction :
eau, méthanol, éthanol et acétone,

Une prise d’essai de la poudre végétale (0,4g) est mise en contact avec 50ml de
solvant d’extraction. Le mélange est soumis a une agitation a l’aide d’un agitateur
magnétique.

Aprés quatre heures d’agitation a I’abri de la lumiére, les mélanges sont filtrés et les extraits

obtenus sont conservés a 4°C.

0
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1.2.3. Dosage des antioxydantes

1.2.3.1. Dosage des polyphénols
e Principe

Le principe de cette méthode est basé sur la réduction en milieu alcalin de 1’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et phosphomolybdique (HsPM0012040) du réactif du Folin-
Ciocalteu en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MogOzs) lors
de I’oxydation des polyphénols. La couleur bleue obtenue est proportionnelle au taux de

composés phénoliques contenus dans 1’extrait (Ribéreau-Gayon et al. 1982).

e Mode opératoire

Le protocole expérimental utilisé et celui de Goli et al., (2005)

1 ml du réactif de 0,2 ml d’extrait

Folin ciocalteu

0,8 ml de carbonate de sodium

a 7,5% (Naz2CO:s)

v
Mettre a I’abri de la
lumiére pendant 1h

Lecture a 740nm

Figure N°08:Protocole de dosage des polyphénols (Goliet al., 2005)
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La concentration en composes phénoliques des extraits, exprimée en gramme par 100 g de
matieres seches, est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage réalisée avec 1’acide
gallique (Annexe 03, Figure 01).

1.2.3.2 Dosage des flavonoides

e Principe

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).

e Mode opératoire

Le protocole expérimental utilisé et celui de Bahourun et al, (2004)

[ Chaque extrait a été ajouté aun volume égal de chlorure d’aluminium (2%) ]

Incubation pendant 15 min

Lecture a 410 nm

Figure N°09:Protocole de dosage des flavonoides (Bahourun et al., 2004)

Les résultats sont exprimés en gramme équivalent quercétine par 100 g de matiéres séches a

partir de la courbe d’étalonnage réalisée avec la quercétine (Annexe03, Figure 02).
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1.2.4.Détermination de I’activité antioxydante
1.2.4.1.Le pouvoir réducteur

e Principe

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).

e Mode opératoire

[ 1 ml de l’extrait (100ug /Iml) ]

P - - - -

e e e e e e e e e e e e e .- = ===
- -

- I

-

-~ -

e o o e e e e e e e e e e e ey e e e e e e e e e =

_____________________________

[ Lecture a 700nm ]

Figure N°10: Protocole d’étude du pouvoir réducteur (Amarowiez et al, 2004)
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1.2.4.2 Evaluation de D’activité antiradicalaire par DPPH
< Principe:

Le DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre, stable ou accepteur
d’hydrogéne de couleur violet intense (Cavaret al., 2009). Ce radical perd sa coloration
native quand il se lie avec des substances anti oxydantes (AH), 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 virage vers cette coloration et 1’intensité de la décoloration découle,
de la nature, de la concentration et de la puissance des principes actifs présents (kroyer, 2003
; Es Safi et al., 2007). La réaction peut se résumer de la fagon suivante :

[ DPPH: + (AH) n —» DPPH-H+ (A)n ]

e Mode opératoire

Le protocole expérimental utilisé et celui de Shon et al., 2003

3 ml de I’extrait(100 ug /ml)

1 ml solution methanolique du |

DPPH (0.LMm) Lo

\\‘\/ v

N

“~_  a30min
22 I'obscurité
L = = =] <

’ I
14 \ \
PRl NV N

w J

v \

Lecture 2 517 nm

Figure N°11: Protocole d’étude de I’activité « scavenging » du DPPH (Shon et al., 2003)
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Le pourcentage de I’activité scavenger du radical DPPH est exprimé par la formule suivante :

% = [(A témoin - A échantillon)/A témoin] x100

A témoin : absorbance du témoin (3ml méthanol+ 1 ml DPPH).
A échantillon : absorbance de I’extrait (3 ml extrait+1 ml DPPH).

Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés a ceux obtenus pour 1’acide
ascorbique et Butyl Hydroxy Anisol (BHA) pris comme antioxydants standards.

Dans ce test on definit la concentration inhibitrice a 50% « 1Cso ».

Les ICso sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de

différentes concentrations de I’extrait testé (Torres et al ., 2006).

1.2.4.3. Evaluation de ’activité antiradicalaire par ABTS
e Principe

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a stabiliser le radical cationique
ABTS" de coloration bleu-verte en le transformant en ABTS incolore par piégeage d’un
proton par 1’antioxydant. La décroissance de 1’absorbance causée par I’antioxydant refléte la
capacité de capture du radical libre (Re et al.,1999). La diminution de l'absorbance (%
d'inhibition) de la solution de radical cationique ABTS+traduit I'effet de I'échantillon
antioxydant par comparaison avec une droite d'étalonnage réalisée a partir de Trolox, dont la
structure moléculaire cyclique est similaire a celle du Trolox (Re et al., 1999).

-
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e Mode opératoire

] [ Solution de persulfate de potassium 7 mM

[ Poudre d’ABTS

[ Solution d’ABTS* 2.45 mM ]
g
______________________ ,
| _Dilution avecle_méthanol _ [

Incubation pendant 7 min a
I'obscurité

1L

[ Mesure de I'absorbance a 734 ]

Figure N° 12:Protocole d’étude de I’activité « scavenging » de ’ABTS+°(Re et al., 1999).

Le pourcentage de I’activité scavenger du radical ABTS™ est exprimé par la formule

suivante :

% = [(A témoin - A échantillon)/A témoin] x 100

A témoin : (1ml de méthanol+1.9ml ABTYS).

A échantillon : (0.1ml d’extrait +1.9ml ABTS).

<
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1.2.5. Traitement statistique

Toutes les données représentent la moyenne de trois essais. L’analyse statistique des résultats

est effectuée avec I’application ANOVA/MANOVA (STATISTICA 5.5) et la comparaison

des données est prise a la probabilité P<0,05.
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Il. Les antioxydants
11.1.Composés phénoliques

L’extraction quantitative des composés phénoliques d’une poudre végétal pose plusieurs
problémes, notamment la présence dans les cellules végétales de différents types d’enzymes,
susceptibles de modifier les composes phénoliques, en particulier les polyphénols oxydases et
les glycosidases. Le séchage du végétal est une bonne méthode pour éliminer les activités
enzymatiques mais, la température de séchage peut étre un facteur destructeur des
polyphénols (Ribéreau-Gayon, 1968). D’autres paramétres peuvent influencer
significativement le taux et la nature des composés phénoliques a savoir le type de solvant
d’extraction, la taille des particules et le temps d’extraction (Goli et al.,2005 ; Naczk et
Shahidi, 2006 ).

Dans le présent travail, on procédé a I’optimisation du solvant d’extraction des composés
phénoliques a partir d’Artemisia herba alba  ainsi qu’a la détermination des activités

antioxydantes des extraits obtenus.

Les teneurs en composés phénoliques des extraits étudiés sont calculées a partir de la
courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Annexes 03) dans une gamme de concentration allant
de 0,02 a 0,24mg/ml.

L’étude statistique montre que la quantité des composés phénoliques extraite a partir
d’Artemisia herbe alba présente des différences significatives selon le solvant utilisé
(p<0,05).

Les résultats sont représentés dans la Figure 13.

<
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3,5 1

3

o

2,5 -
2 b =

1,5 - a
1

0,5 -

Composés phénolique(g /100g MS)

methanol ethanol acetone eau

Extraits

Figure N°13 : Effet du solvant d’extraction sur la teneur en composés phénoliques des extraits

d’Artemisia herba alba

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a<b<c<d)

Les résultats montrent clairement que la meilleur teneur (2.93g /100g MS) a été
obtenu avec 1’acétone suivi par le méthanol (2.11g /100g MS) et 1’éthanol (1.95g/100g
MS). Tandis que I’extrait aqueux présente la plus faible teneur (1.359/100gMS).

Les substances moins polaires (dérivés d’acides phénoliques) ne sont pas isolées
quantitativement en utilisant 1’eau pure comme solvant d’extraction (Cazes, 2005). Selon
(Chirinos et al.,2007), I’extraction par I’eau pure méne 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 complétement 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).

La solubilité des composés phénoliques est influencée par le type de solvant utilisé et
le degré de leurs polymérisations (Naczk et Shahidi, 2004). Cependant, ces derniers sont le
plus souvent combinés a d’autres substances (protéines, polysaccharides, terpenes,

chlorophylle, lipides, composés inorganiques, ...) (Mompon et al.,1996).
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Yizhong et collaboraturs(2003) ont démontré que I’¢thanol est le meilleur solvant
d’extraction de certaines plantes de la famille des astéracées (Arctiuml appa, Artemisia annua,
Artemisia argyiet Artemisia capillaris), ils ont obteuns des teneurs qui varient de 1.94 a 3.74g
EAG /g d’extrait, ces résultats sont similaires a ceux que nous avons obtenus avec I’extrait

éthanolique 2.11mg EAC/g d’extrait.

Tawaha et al. (2007), ont obtenu des teneur en composes phénoliques des extraits
méthanoliques (3.463g EAG/g de matiéreséche) et aqueux (2.35g EAG/g de matiéreséche)
d’Artemisia herba alba qui sont légérement élevés par rapport a nos résultats.

Les teneurs en polyphénols différent d’un auteur a un autre. Cela est probablement di a
différents facteurs comme la complexité de ces composes, la variété des plantes (différentes
familles), le type et la concentration du solvant, la différence de la période et la région de

récolte.
11.2. Les flavonoides

Les teneurs en flavonoides d’Artemisia herba alba est déterminée a partir de la courbe
d’étalonnage de la Quercétine (Annexe03, Figure 02) dans une gamme de concentrations

allant de 0,002 a0, 016mg/ml les résultats sont représentées dans la figure 14.

0,5 - d
0,45 - I
0,4 - s

0,35 -
0,3 - T I
0,25 -
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

Flavonoide (g EAC/100gMS
O
H

methanol ethanol acetone eau

Extraits

Figure N°14 : Effet du solvant d’extraction sur la teneur en flavonoides des extraits dArtemisia herba

alba

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a<b<c<d)
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Les teneurs en flavonoides des extraits testés varient d’une maniére significative (p<0,05)

Suivant les résultats obtenus, 1’acétone a permis d’obtenir la teneur la plus élevée en
flavonoide (0.45g équivalent quercitine/100g MS). Cependant les plus faibles teneurs ont éte
trouvées dans le méthanol et I’extrait aqueux dont les valeurs sont égales a( 0.30 et 0.28g

équivalent quercitine/100g MS) respectivement

Néanmoins, toutes ces valeurs restant assez faibles comparées aux phénols. Cela pourrait étre
expliqué par le fait que les dosages ont été réalisés a partir des extraits obtenus d’Artemisia
herba alba sachant que les flavonoides se localisent généralement dans les parties aériennes
des végétaux vu qu’ils jouent un réle important dans la protection contre les rayonnements

solaires

Djeridane et al.(2006), ont trouvé une teneur en flavonoides de 0,32mg équivalent
quercitine /g pour Artemisia arboresens et une teneur de 0,74mg équivalent quercitine/g pour
Atemisia compestris en utilisant 1’éthanol comme solvant d’éxtration. Ces résultats sont

similaires a celle de nos extraits éthanoliques.

La solubilité des flavonoides dépend du nombre, du type et de la position de la liaison

des glucides avec les flavonoides (Lapronik et al .,2005).
11.3. Pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est la capacité d’un extrait a donner un électron et a réduire le fer.
De nombreux auteurs considerent la capacité réductrice d’'un composé comme indicateur

significatif de son pouvoir antioxydant (Tep et al.,2005).

Les résultats des pouvoirs réducteurs des extraits d’Artemisia herba alba et des standards
gallique et ascorbique a une concentration de 100ug/ml sont représentés dans les figure 15 et
16 respectivement.

-
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Figure N°15 : Pourvoir réducteur des extrait d’Artemisia herba alba
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Figure N°16 : Pouvoir réducteur des standards a différentes concentrations

L’analyse statistique indique que les pouvoirs réducteurs obtenus présentes des différences

significatives selon 1’extrait utilisé (p<0,05).

A partir de ces résultats, nous constatons qu’a la concentration de 100pg/ml, I’extrait

acetonique présente le meilleur pouvoir réducteur avec une absorbance de 0,53 supérieure a

celle de I’acide gallique et de 1’acide ascorbique avec une absorbance 0,47 et 0,42

respectivement.

A la méme concentration (100ug/ml), I’extrait aqueux présente une faible absorbance de 0,04

qui est inférieure a celle de I’acide gallique et de I’acide ascorbique.

27
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La nature et la concentration des antioxydants modulent I’intensité du pouvoir réducteur

ainsi intervient la position et le nombre de groupements hydroxyles.

11.4. Activite scavenger 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 efficacité,
on a utilisé la méthode au diphényl-picrylhydrazyl. Le degré de décoloration indique le

potentiel piégeur des antioxydants présents dans les extraits (Molyneuxe, 2004).

Les résultats de 1’activité scavenging du radical DPPH et les standards sont illustrés dans les
Figuresl17, 18,19.

100
90 - ¢
80 -
70 -
60 -
50 -
40 - a
30
20 -
10 -

O "‘ G T T T 1
0 10 25 50 75

Concentrations( pug/ml)

==@==Ethanol
== Méthanol

Acétone

% d'inhibition du radical DPPH

Figure N° 17 : Activité scavenging du radical DPPH des extraits ethanolique, méthanolique et

acétonique d’artémise herba alba

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a<b<c<d)
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%d'inhibition du radical DPPH

O T T T 1
0 125 150 175 200

Concentrations (ug/ml)

Figure N°18 : Activité scavenging du radical DPPH d’extrait aqueux d 'Artemisia herba alba

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a<b<c<d)

80 -
70 -
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50 A
40 -

=¢—BHA
=li—gallique
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20
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-10
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Figure N°19: Activité scavenging du radical DPPH des standards d ’4rtemisia herba alba a différentes

concentrations

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a<b<c<d)

Les analyses statistiques indiquent que tous les extraits ont une bonne activité contre le

radical DPPH et présentent des différences significatives selon le solvant utilisé (p<0,05).
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Nous constatons que les extraits methanolique et acétonique a une concentration de
10ug/ml ont permis de donner les activités antiradicalaires avec des pourcentages de (34,21%
et 36 ,76%) respectivement, par contre, I’extrait ethanolique a donné le pourcentage de
(32,37 %) largement inférieure a ceux de D’acide gallique et la BHA qui présentent des
pourcentages de (69,18 % et 66,66%) respectivement a la méme concentration. En revanche,
I’extrait agueux a montré un pourcentage de (54,62%) proche de celles des standards mais a

une concentration de (54,54%).

Il est & noter, que c’est ’extrait d’acétone qui a montré la plus forte activité antiradicalaire, ce
qui correspond aux résultats du dosage des flavonoides, ces molécules étant des puissants

agents antioxydants (donneurs d’électrons et de protons).
11.4.1. Détermination des IC50 des extraits et des standards

La valeur IC50 (concentration inhibitrice a 50%) est déterminée pour les extraits et les
standards utilisés. Elle est définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte
de 50% de ’activité de DPPH, ou encore, c’est la concentration de I’échantillon exigée pour
diminuer de 50% I’absorbance de la solution de DPPH. Les IC50 sont inversement
proportionnelles a I’effet scavenger dont les valeurs faibles reflétent un effet antiradicalaire
important (Villano et al ., 2007).

Les IC50 des extraits et des standards sont représentés dans le tableau IV.

Tableau 1V : les IC50 des extraits et des standards.

Extrait IC50 pg/ml
BHA 6,38

Acide gallique 8,07
Méthanol 33,55
Ethanol 35,04
Acétone 23,65

Eau 173,22

L’extrait de I’acétone a donné une ICsg de I’ordre de 23,65ug/ml, cette valeur est supérieure
aux ICso des standards, néanmoins, ce résultat reste satisfaisant, ainsi on peut considérer

I’extrait d’acétone comme un puissant antioxydant .

S
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I11.5. Activité scavenger du radical ABTS

L’ABTS est I’'une des molécules les plus exploitées dans les études des activités

antioxydantes.

L’activité antioxydante d’une molécule est déduite de sa capacité a inhiber le radical
cationique ABTS++ de coloration bleu en le transformant en ABTS incolore, en présence de

proton issu d’un antioxydant (Millers et al.,1993 ; Re et al., 1999 )

Les résultats du test ABTS de I’activité antioxydante des extraits d ’4Artemisia herba alba et du
standard Trolox a une concentration de 100ug/ml sont représentés dans les Figure 20 et 21

respectivement.
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Figure N°20 : Activité scavenging du radical ABTS des extraits dArtemisia herba alba

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents (a<b<c<d)
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Figure N°21: Activité scavenging d’ABTS et du Trolox a différentes concentrations

L’étude statistique montre qu’il existe une différence significative (p<0,05) entre les trois

extraits testés.

Nous constatons que tous les extraits présentent une activité antiradicalaire inférieure a

celle exprimée par le standard a une concentration de 100ug/ml.

L’extrait d’acétone a permis de donner I’inhibition la plus importante (85,35%) par

comparaison aux autres solvants utilisés.

L’activité antiradicalaire élevée de 1’extrait d’acétone pourrait étre expliquée par 1’aspect
cinétique de la réaction de piégeage du radical cationique ABTS" , qui est un marqueur de

I’efficacité des antioxydants (Re et al.,1999 ; Akerstrom et al., 2007 ; Erken et al ., 2008).
La capacité antioxydante exprimée en équivalent Trolox (TEAC), correspond a la
concentration du Trolox ayant la méme activité que la substance a tester a une certaine
concentration. Ainsi, plus la valeur de TEAC est élevée, plus I’antioxydant est efficace
(Schlesier et al.,2002).

Les résultats de ’activité scavenger exprimés en TEAC sont résumés dans le tableau V .
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Tableau V : capacités antioxydantes exprimées en équivalent Trolox

Extrait TEAC (Mm a-Tocophérol)
Méthanol 2,42
Ethanol 2,37
Acétone 2,47
Eau 2,34

Les extraits d’acétone et du méthanol ont montré le TEAC le plus élevé (2,47Mm) et
(2,42Mm) respectivement, ce qui implique qu’ils possédent ’activité anti ABTS la plus
efficace.

Ces résultats peuvent étre dus au faite que notre plante contient différents types des
polyphénols et la synergie entre ces derniers peut expliquer leur pouvoir antiradicalaire
important a piéger ’ABTS™




Conclusion et perspectives

Conclusion

Notre étude a été consacrée aux dosages de quelques antioxydants (polyphénols et
flavonoides) de la plante médicinale de la flore Algérienne « Artemisia herba alba », suivie

par 1’évaluation de leurs activités antioxydantes.

Les résultats du dosage des composés phénoliques, a partir des extraits obtenus, ont
clairement montré que 1’acétone est le solvant le plus efficace qui présente une teneur de 2.93
g EAG/100g MS.

D’autre part, le dosage des flavonoides a montré que 1’acétone a permis d’obtenir la teneur la

plus élevé 0.45g équivalent de quercitine/100gMS.

Le pouvoir réducteur montre la plus grande absorbance avec 1’extrait d’acétone , qui

est supérieure a celle des standards : 1’acide gallique et I’acide ascorbique.

L’¢étude de ’activité antiradicalaire du DPPH a montré que les extraits de méthanol et
d’acétone présentent un pourcentage d’inhibition le plus élevé 34,21% et 36,76%
respectivement. La comparaison des résultats des IC50 obtenus avec ceux des standards, nous
a permis de déduire que I’activité antioxydante de ’ensemble des extraits testés est plus

faible par rapport a celle des standards.

L’extrait d’acétone a permis d’inhiber le radical ABTS avec un pourcentage de 85,35%
et il a donné la valeur de TEAC la plus élevée par rapport aux autres solvants testés
(2,47Mm).

En perspectives, dans le but de compléter ce travail, on propose :
% D’étudier I’activité antioxydante des huiles essentielles de cette plante.
% De tester I’effet antimicrobien des polyphénols et des huiles essentielles de Artémisia
herba alba.

% D’identifier les principes actifs de cette espece avec des méthodes chromatographiques.

-
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Annexes

Annexe n°1 : produit et matériel utilisés
1. Apppareillage :

-Agitateur

- Balance analytique RADWAG
- Balance de précision RADWAG
-Barreau magnétique
-Bain-marie

- Béchers

- Broyeur électrique

-Bain Marie

-Centrifugeuse

-Cuve

-Papier aluminium.

-Papier filtre Wattman.

- pH métre

- Spectrophotomeétre UV visible

- Tamis.

2. produits chimiques :

- Butyl Hydroxy Anisole (BHA) ;
- Eau distillé(H20p) ;

-Acide trichloracétique(TCA) ;

-Chlorure de sodium (NacCl) ;
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Annexe n°2
-Diphénilepicryl-hydrazyle(DPPH) ;
-Ferricyanure de potassium (KsFe(CN)g)
-Meéthanol

Ethanol

Acétone

-Poudre d’ABTS pour préparer la Solution de ’ABTS";
-Tampon phosphate ;

-Trolox.

-Quercétine

-Folin Ciocalteu

3. Préparation des solutions :

Préparation de tampon phosphate a pH=6,6

-HK>Po04 :13,608g /500ml d’H20p.
-KH2P04:11,997g/500ml d*H20p.

Préparation de ferricyanure de potassium:

-Ferricyanure de potassium (KzFe(CN)g) a1% :1g/100ml d’H20..
Préparation de I’acide trichloracétique :

-Acide trichloracétique(TCA) a1% :10g/100ml d’H20>
Préparation ABTS(pour 7Mm ):

-72mg d’ABTS+20ml d’eau distilllée ——p Agitation
-Ajout de 13,24mg de persulfate de potassium, bien agiter
-Incubation durant 12 & 16h & T c ambiante a I’bri de la lumiére

-Mettre au réfrigérateur pour arréter la réaction.
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Courbes d’étalonnages

Absorbance a 740 nm
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¢ R?=0,9959

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Acide gallique (mg/ml)

Figure 01 : Courbe d’étalonnage des composés phénoliques

Absorbance a 410 nm

y = 64,629x
R?=0,9944
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Figure 02 : Courbe d’étalonnage des flavonoides
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100 +

% d'inhibition de I'ABTS

y =33,88x + 1,621
R?=0,995
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Figure 03 : Courbe d’étalonnage de Trolox.
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Glossaire

La plupart des définitions des termes ont été pris a partir du dictionnaire Le petit

Larousse et la rousse : encyclopédie des plantes médicinales
Aromatique : se dit d’une plante odorante, a huile essentielle le plus souvent.

Annuelle : plante vivant une seule année, celle de son semis. Elle grandit, fleurit, fructifie et
meurt en 1’espace d’un an.

Dressé : un organe ou une plante s’élevant verticalement.

Hermaphrodites : (grec : Hermaphrodite, nom mythique): se dit d’une fleur portant

androcée et gynécée fonctionnels, ¢’est-a-dire bisexuée.
Pubescentes : Couvert de poils doux et trés fins.

Sessiles ou subesessiles : Se dit d’une feuille ou d’une fleur ayant une implantation fixe

dépourvue de pétiole ou de pédoncule
Steppique : Formé de steppes

Steppe : formation discontinue de végétaux de petites tailles, adaptés aux milieux sec,
souvent herbacés, des régions méditerranéennes subarides, des régions tropicales ou de celle

de climat continental a hivers trés froids et a étés trés secs.

Hermaphrodite : Qualifie une fleur qui porte des organes males et des organes femelles, tous

fonctionnels.
Glossaire médicale
Ascaris : est un ver rond parasite, qui provoque 1’ascaridiose.

Emménagogues : des plantes médicinales qui stimulent le flux sanguin dans la région

pelvienne et I’utérus.
Glanduleux : pourvu d’une ou plusieurs glandes.
Phytothérapie : traitement de certaines maladies par plantes.

Vitamine : Substance azotée indispensable, en doses infinité simales au métabolisme de

I’organisme.
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