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Introduction générale

Introduction générale :

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guérir les maladies
humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voire
des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les métabolites secondaires. Ces derniers
sont par la suite accumulés dans différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de
la plante. [1]

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la toxicité
des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a creuser dans le monde végétal et
particulierement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules naturelles
efficaces et dénuées de tout effet adverse. [1]

Ces plantes médicinales renferment de nombreux principes actifs ou certains sont issus du
métabolisme secondaire. Les plantes produisent déja 70% de nos médicaments, environ 170
000 molécules bioactives ont été identifiées a partie de plantes. [2]

L'Algeérie possede une flore riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui constituent
le couvert végétal, il y a I'armoise, qui est principalement répartie dans les zones semi-arides.
De nombreuses especes de ce genre sont utilisées en médecine traditionnelle car elles
contiennent une variété de molécules thérapeutiqguement actives, dont I'espece la plus connue
est Artemisia absinthium L.

Artemisia absinthium L communément appelé « Chedjret Merieme » [3]. Cette espece a été
utilisée depuis I’antiquité dans la médecine populaire. Traditionnellement celle-ci est utilisée
comme un antipyretique, un antimicrobien, dans le traitement des plais, des insecticides et
d’autres [4].

Notre recherche est axée vers I’identification de composés phénoliques (polyphénols,
flavonoides), I’évaluation de I’activité antioxydant et antimicrobienne des extraits aqueux et
huile essentielle de d’Artemisia absinthium L.

La présentation de notre travail est réalisée en trois parties :

v la partie théorique concernant 1’étude bibliographique, relative a la plante
étudiée, métabolites secondaire, Stress oxydatif et I’activité antioxydante.

v' La deuxieme partie du travail est expérimentale, elle est consacrée a
I’évaluation in vitro de P’activité antioxydant et P’activité antibactérienne
d’Artemisia absinthuim, ceci est basée sur :

» L’extraction d’huile essentielle et d’extrait aqueux de la plante.
» Dosage des composés phénoliques et des flavonoides.

» Analyses chromatographiques :

1
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X/
L X4

CCM
»  GC-SM
» Test d’activité antioxydante.

X/

» Test d’activité antimicrobienne

v' Dans la troisiéme partie, nous discutons les résultats obtenus et on termine

notre étude par une conclusion.
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Chapitre I : Artemisia absinthium L

1. Plantes médicinales :

D’aprés la X°™ édition de la Pharmacopée francaise, les plantes médicinales” sont des
drogues végétales au sens de la Pharmacopée européenne dont au moins une partie posséde
des propriétés médicamenteuses” [1]. Ces plantes médicinales peuvent également avoir des
usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques.

En d’autres termes nous pouvons dire qu’une plante médicinale est une plante dont un des
organes, par exemple la feuille ou I'écorce, posséde des vertus curatives lorsqu’il est utilisé a
un certain dosage et d’une maniére précise. Au Moyen Age, on parlait de "simples".

Dans le Code de la Santé Publique, il n'existe pas de définition légale d'une plante médicinale
au sens juridique. [2]

1.1. Utilisation des plantes en médecine traditionnelle :

Depuis 150 ans, les plantes médicinales ont fourni a la pharmacie des médicaments tres
efficaces. Aujourd'hui, de nombreux travaux menés dans le domaine de I'ethnopharmacologie,
nous montrent que les plantes utilisées en médecine traditionnelle et qui ont été testées sont
souvent d'une part, des plantes efficaces dans les modéles pharmacologiques et d'autre part
seraient quasiment dépourvues de toxicité. L’cthnobotanique et I’ethnopharmacologie mettent
en relation les savoirs ancestraux des médecins traditionnels et les connaissances scientifiques
actuelles. Ce sont avant tout des domaines de recherche interdisciplinaire a l'interface des
sciences de I'hnomme, comme l'ethnologie, I'histoire, la linguistique, et des sciences de la
nature, comme la botanique, la pharmacologie, la pharmacognosie et la médecine. [3]

2. Présentation de la plante Artemisia absinthium L :

2.1. Introduction :

Les Astéracées constituent I'une des plus vastes familles du regne végétal, c'est la deuxieme
apres les orchidées. Cette famille comprend plus de 20.000 especes végétales. Le métabolisme
terpénique est généralement intense chez cette famille qui élabore une grande variété de
structures : mono, sesqui, di, et tri-terpénique. La famille des Astéracées comprend de
nombreuses plantes aromatiques et médicinales. Parmi les genres importants : Artemisia avec
300 especes. lls sont utilisés dans une grande partie des pharmacopées locales en raison de
leurs diverses propriétés médicinales. [4]

Artemisia absinthium L est connu localement sous le nom de "Chiba", qu’est une espéce
couramment utilisée dans la médecine traditionnelle marocaine pour ses propriétés diurétiques

et antiseptiques. [5]
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2.2. Classification phylogénétique :

>

YV V.V V V V V V VY

>

Régne : Plantes (Plantae)

Sous-régne : Trachéophytes

Division : Spermatophytes

Sous-division : Angiospermes

Classe : Eudicotylédones ou Dicotylédones vraies
Sous-classe : Astéridées

Clade : Campanulidées

Ordre : Astérales

Famille : Astéracées

Genre : Artemisia

Espéce : absinthium

2.3. Description botanique :

A. absinthium L (absinthe) (fig. 1) est un sous-arbrisseau vivace pouvant atteindre 1 m de

hauteur. La tige, souterraine, est ligneuse, dressée et rameuse dont les feuilles alternes,

aromatiques, sont bi- ou tripenniséquées et portent une pubescence dense et soyeuse sur les

deux faces. Les feuilles inférieures ont des lobes lancéolés obtus. Les supeérieures peuvent

devenir entieres et linéaires (fig. 2). Les inflorescences sont de petits capitules floraux jaunes,

globuleux, disposés en grappes composeées, ramifiées. Le fruit est un akene de petite taille,

lisse et sans aigrette. [6]

Fig. 1 : Artemisia absinthium L
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Fig. 2 : les feuilles d’Artemisia absinthium L

2.4. Noms scientifique et communs :

Elle est connue sous le nom absinthe, grande absinthe, herbe sainte, absinthe suisse, alvine,
armoise amere. [7]

Noms vernaculaires Chedjret Meriem, chaibet el adjouz, chih quoragani, degnatech cheik,
siba, chiba. [8]

2.5. Habitat :

L'absinthe pousse naturellement sur les terrains arides non cultivés, sur les pentes rocheuses et
au bord des sentiers et des champs. L'absinthe pousse sur des sites perturbés tels que le long
des clbtures et des routes, sur les bancs d'emprunt et les tas de gravier, ainsi que sur les
paturages surpaturés et les champs recemment abandonnés a la culture. [9]

2.6. Répartition mondiale :

Cette espéce est mondialement distribuée de I'Europe a I'Asie du Nord. L'absinthe, originaire
d'Europe, a €té introduite en Amérique du Nord en 1841. Elle est maintenant naturalisée dans
le nord des Etats-Unis et au Canada et pousse dans différentes parties du monde comme
I'Afrique du Nord, certaines parties de I'Asie (Inde, Pakistan, Afghanistan, Iran et Sibérie) et
I'’Amérique du Sud. [10]

2.7. Utilisation thérapeutique :

La plante est réputée depuis des temps indéterminés pour ses propriétés médicinales. Elle est
citée comme stimulant dans un papyrus égyptien (vers 3550 avant J-C). Les grecs et les
romains [’utilisaient pour combattre les troubles de la ménopause, mais également comme
vermifuge et fébrifuge [11]. Les médecins de I’antiquité en faisaient une panacée. Toute la
médecine populaire attribue a la plante des propriétés apéritives, vermifuges, stomachiques.
D’autres parts, I’absinthe est utilisée depuis I’antiquité pour le traitement des troubles

digestifs. Les parties actives de la plante sont toutes trés ameres. [12]
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Chapitre 11 : Métabolites secondaires

1. Introduction :

Les plantes possedent des métabolites dits « secondaires » par opposition aux métabolites
primaires que sont les protéines, les glucides et les lipides. Ces composés différent en fonction
des espéces et, bien que leurs roles soient encore mal connus, il est cependant clair qu'ils
interviennent dans les relations qu'entretient la plante avec les organismes vivants qui
I'entourent. Ils sont probablement des éléments essentiels de la coévolution des plantes avec
les organismes vivants, tels que parasites, pathogénes et prédateurs, mais aussi pollinisateurs
et disséminateurs. Ces différentes relations ont donné lieu a une extréme diversification des
composés secondaires. On trouve des métabolites secondaires dans toutes les parties de
plantes, mais ils sont distribués difféeremment selon leurs réles. [1]

Parmi les principales familles de métabolites secondaires trouvées chez les plantes on
distingue :

2. Les composés phénoliques :

Les composes phénoliques ou polyphenols sont des métabolites secondaires caractérises par la
présence d’un cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec
un glucide. Ils sont presents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges,
feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus
physiologiques comme la croissance cellulaire, la rhizogenese, la germination des graines ou
la maturation des fruits. Les plus représentés sont les anthocyanes, les flavonoides et les
tannins. [2]

2.1. Classification des polyphénols :

La classification des polyphénols est basée essentiellement sur la structure, le nombre de
noyaux aromatiques et les éléments structuraux qui lient ces noyaux. On peut distinguer deux
catégories : les composés phénoliques simples et les composés phénoliques complexes. [3, 4]
Il existe différentes classes de polyphénols, notamment : les acides phénoliques, les
flavonoides, les tanins, les lignanes, les saponines, dont les plus importants sont: les acides
phénols, les flavonoides et les tanins. [5]

2.1.1. Les flavonoides :

Le terme flavonoide rassemble une trés large gamme de composés naturels appartenant a la
famille des polyphénols [6], les flavonoides (du latin, flavus : jaune) au sens strict sont des
pigments quasiment universels des végétaux. Ils sont présents dans la plupart des plantes, Ils

sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. [7]
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» Structure générale :
Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et ils possédent tous un méme
squelette de base a quinze atomes de carbone constitué de deux unités aromatiques, de cycle
en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3 (fig. 3). [7]

Fig. 3 : Squelette de base des flavonoides

Les flavonoides sont constitues de deux cycles aromatiques liés par trois atomes de carbone
qui peuvent se lier en formant un cycle oxygéné. Selon le degré d’oxydation, les flavonoides
sont classés en six classes : anthocyane, flavonol, flavone, flavanone, isoflavone, flavanol. [8]
2.1.2. Les acides phénols :

Le terme d’acide phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phenolique. Les acides phénoligues sont divisés en
deux classes : les acides phénoliques dérivés de 1’acide benzoique et les acides phénoliques
dérivés de I’acide cinnamique. [9]

% Acides phénols dérivés de I’acide benzoique (C6-C1): trés présent dans le régne
végetal soit sous forme libre ou sous forme combinée a 1’état d’ester ou d’hétéroside,
ex : Acide p-hydroxy benzoique, Acide salicylique ....

%+ Acides phénols dérivés de I’acide cinnamique (C6-C3) : ils présentent une distribution
trés large dans le regne végétal, le plus souvent estérifiés, ex : acide caféique.

2.1.3. Les tannins :

Les tannins (fig. 4) sont des molécules polyphénoliques de poids moléculaire compris entre
500 et 3000 Da. lls sont présents dans les feuilles, les fleurs et les graines des plantes. [10]
Les tannins sont caractérisés par une saveur astringente et sont trouvé dans toute les parties de

la plante: I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits et les racines. [11]
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Fig. 4 : Structure de base des tanins

On distingue deux groupes de tannins différents par leur structure et par leur origine
biogenétique :

» Les tanins hydrolysables :
Ces tanins sont des dimeres d’acide gallique condensés sur un dérivé glycosyle, Ils
comprennent I’acide gallique et les produits de condensation de son dimeére, I’acide
hexahydroxydiphénique. Comme leur nom 1’indique, ces tanins subissent facilement une
hydrolyse acide et basique, ils s’hydrolysent sous I’action enzymatique et de 1’eau chaude.
[12]

» Tanins condensés :
Les tanins condensés sont des polymeres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols, le plus
souvent épicatéchine et catéchine [13]. Les tanins condensés sont des molécules
hydrolysables, leur structure voisine de celle des flavonoides est caractérisée par 1’absence de
sucre. [14]
2.1.4. Les alcaloides :
Le terme d’alcaloide a été introduit par MEISNER au début du XIX®™ siécle pour désigner
les substances naturelles réagissant comme des bases, comme des alcalis. [15]
Un alcaloide (fig. 5) est un composé organique naturel, hétérocyclique avec d’azote comme
hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou moins basique et doué de propriété
physiologique prononcée méme a faible dose. Représentant un groupe fascinant de produit
naturel ils constituent un des plus grandes groupes de métabolites secondaires avec pres de
10000 a 12000 différents structures. [16]
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Fig. 5 : Structure de base des alcaloides

2.1.5. Les saponines :
Le nom saponines dérive du mot latin « sapo » qui signifie savon, parce que ces composés
moussent une fois agités avec de 1’eau. Ils se composent d’aglycones non polaires liés a un ou
plusieurs sucres, cette combinaison d’éléments structuraux polaires et non polaires explique
leur comportement moussant en solution aqueuse. Comme définition on dirait qu’une
saponine est un glycoside de stéroide ou tri terpene, fondamentalement ou distingue les
saponines stréroique et les saponines tri terpénique. [17]
2.1.6. Les anthraquinones :
Les anthraquinones sont des composés aromatiques oxydes principalement d’origine
polycétidique dérivé de cyclisation d’une chaine octacétide. Les composés polycétides
provient des chaines polycetométhyléne, la présence de groupe fonctionnelle et leur
disposition sont déterminer par la séquence de réaction d’alkylation de déshydratation,
d’oxydation, de condensation, d’hydroxylation et de glycosidation.
2.1.7. Les glucides: [18]
Les glucides sont des molécules indispensables a la survie des organismes vivants car les
formes les plus simples sont a la base des mécanismes énergétiques et de la biosynthése des
autres métabolites, chez les végétaux ou le retrouve sous différent forme :

» polymere énergétiques (amidon) ou structuraux (cellulose, pectines...),

» Sucre simples,

» Heéteéroside (sucre lié avec une molécule non osidique),

» Précurseurs de voies de biosynthese.
3. Huiles essentielles :
3.1. Définition :
Dés le XVIII®™ siécle, Diderot et d’Alembert font référence dans leur Encyclopédie a

I’obtention des huiles essentielles par distillation de différentes plantes (fig. 6).
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Pour la Pharmacopée francaise, les huiles essentielles sont "des produits de composition
généralement assez complexe renfermant les principes volatils contenus dans les végétaux et
plus ou moins modifiés au cours de la préparation. [19]

La norme AFNOR définit une huile essentielle comme étant I'extrait obtenu a partir d'une
matiere végétale, par entrainement a la vapeur d'eau, par distillation séche ou par expression
des épicarpes de Citrus. [20]

L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique

n’entrainant pas de changement significatif de sa composition. [21]

Fig. 6 : Distillation des plantes selon Diderot et d’Alembert.

3.2. Historique :

Les premiéres preuves de fabrication et d’utilisation des huiles essentielles datent de 1’an 3000
avant J.C. Les huiles essentielles semblent donc avoir accompagné la civilisation humaine
depuis ses premiéres genéses. Les égyptiens puis les grecs et les romains ont employé
diverses matieres premieres végétales ainsi que les produits qui en découlent, notamment les
huiles essentielles. Ces utilisations concernaient différents domaines : parfumerie, médecine,
rites religieux, coutumes paiennes... etc. [22]

Civilisation arabe (Bagdad, Damas): commerce des épices et des aromates, et
perfectionnement dans I’art de la distillation.

Deux noms a retenir: 1’alambic et incontestablement associé a Avicenne, tout comme le vase
florentin est associé a Giovanni Baptistadella porta (1540-1615).

Hermann Boerhave (1668-1738) fut ’'un des premiers a décrire les huiles essentielles (HE)
d’un point de vue chimique.

3.3. Répartition et localisation :

Les huiles essentielles se rencontrent dans tout le régne végétal. Cependant, elles sont
particulierement abondantes chez certaines familles telles que : les Coniféres, les Rutacées,

les Ombelliferes, les Myrtacées, les Lamiacées, les Poacées... [23]
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Les HE sont stockés dans tous les organes végétaux : Les fleurs (lavande...), feuilles
(eucalyptus, laurier...), fruits (anis, orange...), graines (muscades...), écorce (cannelle...),
rhizomes (gingembre, curcuma...), racines (vétiver...), bois (camphrier...).

3.4. Utilisation des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont connues par leur utilisation dans plusieurs domaines; en médecine
pour le traitement de diverses maladies comme les rhumatismes, la fiévre, le diabéte, de
méme, elles ont un effet antioxydant, antifongique et insecticide. En industrie, elles sont
utilisées comme des ardmes pour l'amélioration de la saveur et pour empécher 1’oxydation des
aliments. [24]

3.4.1. Phytothérapie :

Les HE sont largement utilisés pour traiter certaines maladies internes et externes (infections
d’origine bactérienne ou virale, troubles humoraux ou nerveux). En médecine dentaire,
plusieurs HE ont donné des résultats cliniques trés satisfaisants dans la désinfection de la
pulpe dentaire, ainsi que dans le traitement et la prévention des caries. [25]

3.4.2. Parfumerie et cosmétologie :

L’utilisation des HE dans les cremes et les gels permet de préserver ces cosmétiques grace a
leur activité antiseptique et antioxydante, tout en leur assurant leur odeur agréable. [26]

3.4.3. Industrie alimentaire :

En industrie alimentaire, on cherche toujours a avoir une conservation saine et de longue
durée pour les produits consommeés ainsi qu’une qualité organoleptique meilleure.

Une nouvelle technique pour réduire la prolifération des micro-organismes réside dans
I’utilisation des HE. Les plantes aromatiques et leur HE sont utilisés dans la conservation des
denrées alimentaires. [25]

3.5. Le role des huiles essentielles :

Les spécialistes considérent les huiles essentielles comme des sources de signaux chimiques
permettant a la plante de contrdler ou réguler son environnement (role écologique) : attraction
des insectes pollinisateurs, action répulsive sur les prédateurs, inhibition de la germination des
graines, voire communication entre les végétaux (émission de signaux chimiques signalant la
présence d'animaux herbivores par exemple). [27]

3.6. Propriétés physique des huiles essentielles :

Les huiles essentielles possedent un certain nombre de propriétés physiques communes tres

connues a savoir : [28]
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>

A\

A température ambiante, elles sont généralement liquides; alors qu’elles sont volatiles
a température élevée.

Pouvoir intense de diffusion et de pénétration.

Elles sont incolores a jaune pale mais il existe toutes fois des exceptions.

Elles ont généralement une densité inférieure a celle de I’eau (d<1), mais il existe des
exceptions (les huiles essentielles de girofie).

Elles sont douées dun pouvoir rotatoire justifié par la présence des molécules
asymétriques.

Elles possedent un indice de réfraction généralement élevé.

Elles sont peu solubles dans I’eau (entrainables a la vapeur d’eau), et solubles dans les
solvants organiques usuels, dans les graisses (liposolubles), et dans les alcools.
Sensibles a ’oxydation ; elles ont également tendance a se polymériser pour former

des produits résineux; ce qui limite leur conservation.

3.7. Techniques d’extraction des huiles essentielles :

Aprés avoir déterminé la matiére premiére vegétale, elle doit étre obtenue en utilisant la

méthode d'extraction appropriée.

La neuvieme édition de la Pharmacopée européenne stipule que les huiles essentielles peuvent

étre obtenues par les méthodes suivantes :

>

YV V. V V V

>

Entrainement a la vapeur d’cau. [29]
Extraction par hydrodistillation. [30]
L’extraction par solvants volatils. [31]
Expression a froid. [32]

Enfleurage L'enfleurage. [33]
L’extraction par CO2. [34]

Hydrodistillation assistée par micro-ondes sous vide. [35]

Cependant, il existe d'autres méthodes qui peuvent étre utilisées dans des domaines autres que

la santé. Par conséquent, les mémes matiéres végétales peuvent étre utilisées pour fabriquer de

nombreux extraits différents, y compris des huiles essentielles

3.7.1. Principaux paramétres d’extraction :

Les principaux parametres a prendre en compte dans l'opération de base d'extraction des

matiéres premieres aromatiques naturelles sont:

*

L0

>

La volatilité ;

« La solubilité ;
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% Lataille et la forme des molécules constitutives ;

% L’adsorption.
3.8. Méthode analytique :
La méthode d’analyse pour les huiles essentielles la plus fiable et la plus compléte est la
chromatographie en phase gazeuse. Cette méthode d’analyse s’adapte plus particuliérement
aux substances volatiles, comme les molécules aromatiques. Elle permet d’identifier et de
contrdler toutes les molécules aromatiques. Cette analyse donne une véritable carte d’identité
de I’huile essentielle et permet donc de déceler toutes les fraudes possibles ou encore de
mettre en évidence tout probleme qualitatif due a une mauvaise fabrication ou un mauvais
stockage. Cet appareil de haute technologie est aujourd’hui I’outil indispensable pour le
contréle qualité des huiles essentielles. On détermine en plus quelques parametres physico-
chimiques comme I’indice de peroxyde, I’indice d’acide, la polarité, etc. [36]
3.8.1. Chromatographie sur couche mince (CCM) :
La CCM est utilisée comme technique de routine, pour I’analyse rapide de fractions obtenues
a la suite d’une séparation initiale. L’efficacité¢ de la CCM comme technique de séparation est
souvent mise a profit dans la phase ultime de purification, au moins sur de faibles quantités,
lorsque les autres techniques ont montré leurs limites. [37]
3.8.2. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)
Elle s’applique a des échantillons gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés sans décomposition
dans I’injecteur. C’est de loin la technique la plus utilisée pour les huiles essentielles. La
phase mobile est un gaz (hélium, azote, argon ou hydrogene), appelé gaz vecteur. Le principe
de la chromatographie en phase gazeuse basé sur la séparation des différents solutés gazeux
par migration différentielle le long de la phase stationnaire. Si la phase stationnaire est un
liguide non ou peu volatil, possédant des propriétés de solvant vis-a-vis des composés a
séparer, on parle de chromatographie gaz-liquide ou chromatographie de partage. Si la phase
stationnaire est un solide absorbant (silice, alumine...), on parle de chromatographie gaz-

solide ou chromatographie d’adsorption. [23]
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Chapitre 111 : Stress oxydatif et antioxydant

1. Stress oxydatif:
Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des espéces
réactives de 1’oxygéne et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages
oxydatifs. [1]
L'importance des dommages du stress oxydant dépend de la cible moléculaire, de la sévérité
de l'effort et du mécanisme par lequel I'effort oxydant est impose. [2]
Le stress oxydatif est impliqgué dans de tres nombreuses pathologies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications, la plupart des maladies induites par le stress
oxydant apparaissent avec I'dge car le vieillissement diminue les défenses antioxydants et
augmente la production mitochondriale des radicaux. [3]
2. Le Radical libre :
Un radical est une molécule ou un fragment moléculaire qui contient un électron (ou plus) non
appari¢. De par sa structure particuliere, il a tendance a attirer les électrons d’autres atomes et
molécules pour gagner sa stabilité. Plusieurs éléments peuvent étre a I’origine de radicaux
libres. [4]
Parmi les espéces radicalaires les plus intéressantes se trouvent les formes activées de
I’oxygene. La réactivité particuliere de I’oxygene est due a la structure bi radicalaire de la
molécule. Les radicaux libres sont issus du métabolisme physiologique mais ils peuvent aussi
étre, produits lors de « déviations » du métabolisme cellulaire. [5]
3. Nature des radicaux libres :
Espéces réactives dérivées de I'oxygene (ERO): les principaux radicaux libres dérivés de
I’oxygéne sont les suivants: [6]

< L’anion superoxyde (0O%) :
La molécule d’oxygene, mise en présence d’une quantité d’énergie suffisante, peut acquérir
un ¢lectron supplémentaire et former ainsi 1’anion superoxyde .Cet anion intervient comme
facteur oxydant dans de nombreuses réactions.

% Le radical hydroxyle (OH) :
Il est tres réactif vis-a-vis des structures organiques et joue un role initiateur dans 1’auto-
oxydation lipidique.
4. Especes libres non oxygénées :
Les especes libres non oxygénées sont les produits des réactions de certaines molécules avec
les espéces réactives dérivées de 1’oxygeéne (ERO). Ils peuvent a leur tour réagir avec d’autres
molécules et étre a l'origine de la multiplication des réactions d’oxydation et de la

propagation de dommages oxydatifs.
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Nous citerons, par exemple, les acides gras peroxydés, résultats de I’action des espéces
oxygeneées sur les membranes biologiques. [7]

5. Origine des radicaux libres :

Les Radicaux Libres sont formés par un grand nombre de mécanismes, endogenes et
exogenes.

5.1. Source endogéne :

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques, la plupart des
radicaux libres se forment au cours de métabolisme dans les mitochondries. Le passage d’une
molécule d’oxygene a deux molécules d’eau nécessite I’action de quatre électrons.

Cependant, et jusqu’a 5 % des cas, on peut assister a une réduction incompléte de I’oxygeéne
en eau. Cette réduction incomplete aboutit a la production de ’oxygene singulet mais surtout
de I’anion superoxyde (O?%). La dismutation de O, va donner naissance au peroxyde
d'hydrogéne (H203) puis indirectement au radical hydroxyl (OH). [8, 9].

Les radicaux libres peuvent également étre produits lors de la défense antibactérienne. Les
cellules phagocytaires (macrophages, neutrophiles...) activées pendant la réaction
inflammatoire, vont libérer un anion superoxyde OZ. Les radicaux superoxydes formés
peuvent alors subir eux aussi des transformations donnant naissance aux dérives oxygeéneés
toxiques.

La régulation des fonctions cellulaires letales telle la mort cellulaire programmée (apoptose)
fait appelle aussi a la production endogenes des radicaux libre [8, 9].

5.2. Source exogene :

L’organisme humain est soumis a 1’agression de différents agents extérieurs capables de
donner naissance a des especes oOxygénées réactives. Les rayonnements UV (par
I’intermédiaire d’agents photo sensibilisants) et les radiations ionisantes induisent la synthése
de radicaux libres dérivés de 1’oxygéne tels que O%, OH et de molécules génératrices de
radicaux libres.

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO), des toxiques présents dans notre
environnement (suie, goudron, tabac, polluants industriels) sont également responsables de la
synthése de radicaux libres. Ils sont a l’origine d’une auto-oxydation des acides gras
polyinsaturés (AGPI) des alvéoles pulmonaire. [3]

Il a aussi été montré que I’ingestion d’alcool pouvait étre a I’origine de la production de
radicaux libres. Ils sont produits au cours de I’oxydation de I’acétaldéhyde. Mais aussi

certains médicaments anti-cancéreux antibiotiques. [3, 10]
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6. Antioxydant :

Le terme d’antioxydant désigne toute substance qui, présente a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement I’oxydation de ce
substrat. [8]

L'équilibre entre les antioxydants et les oxydants (fig. 7) est généralement appelé « équilibre
d'oxydo-réduction. [9]

/-""" ‘-\ Antioxidante
S N,
(@ o
i i / \
X 4 \/

Radical ibre
Fig. 7 : Le transfert d'électron entre I'antioxydant et le radical libre

6.1. Déférente type des antioxydants :
6.1.1. Antioxydants endogenes :
Les antioxydants endogeénes sont synthétisés dans les cellules et comprennent a la fois les
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques.
Les principaux antioxydants enzymatiques comprennent la superoxyde dismutase (SOD), la
glutathion peroxydase (GPX) et la catalase (CAT). Ensemble, ces enzymes antioxydantes
préviennent le stress oxydatif en récupérant les radicaux et les espéces réactives avant qu'ils
n'endommagent les composants cellulaires.
Le principal antioxydant non enzymatique dans toutes les cellules est le glutathion (GSH). Cet
important antioxydant non enzymatique peut non seulement agir comme un piége des
oxydants indépendants, mais aussi collaborer avec la glutathion peroxydase pour éliminer le
peroxyde d'hydrogéne (un oxydant) de la cellule. [9]
6.1.2. Les antioxydants exogenes :

% 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 [10].
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% Les oligo-éléments :
Les oligo-¢éléments interviennent comme cofacteurs d’enzymes indispensables dans la lutte
contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments on cite ; le zinc, le sélénium et le
manganese [11].

% Les médicaments :
Ils constituent une source importante d’antioxydants. Actuellement, les classes thérapeutiques
comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les antihyperlipoprotéinémiques, les béta-
bloquants et autres antihypertenseurs ont été évalues pour leurs propriétés antioxydants [12].

% Composes phénoliques :
L’efficacité antioxydante des poly phénols est essentiellement due a la facilité avec laquelle
un atome d’hydrogéne d’un groupe hydroxyle aromatique est cédé a un radical libre [13].
6.2. Mécanismes d’action des antioxydants :
Les organismes aérobies sont protéges contre les ROS par des systéemes enzymatiques et des
scavengers chimiques qui sont capables d'éliminer ces radicaux. En plus de la défense
primaire qui implique généralement des enzymes comme le superoxyde dismutase, la catalase
et la glutathion peroxydase [14], un autre systeme appelé defense secondaire qui, a coté de
certaines glutathion transférases et des oxydo-réductases, fait intervenir de nombreuses
molécules capables de capter les ROS pour produire des especes chimiques moins toxiques.

C’est le cas de la vitamine E, des caroténoides et des polyphénols [15]
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Chapitre 1V : Matériels et Methodes

1. Introduction :
L’objectif de cette présente étude réalisé au sin de laboratoire de génie des procédés de
université de Saida est d’évaluer ’activité antioxydant et antimicrobienne des différentes
extraits organique et aqueux de la plante Artémisia absinthuim L & savoir : I’huile essentiel et
I’extrait aqueux, apres avoir déterminé les taux des polyphénols et flavonoides totaux.
Pour attendre ces objectifs, nous avons adopté ’enchainement suivant :
1. Extraction solide-liquide.
2. Dosage des polyphénols et flavonoides totaux.
3. Analyses chromatographiques :
% CCM
% GC-MS
4. Test d’activité antioxydante.
5. Test d’activité antimicrobienne
2. Matiere végétal :
2.1. Récolte de la plante :
La plante d’Artémisia absinthuim L (fig. 8) a été collectée au mois de mars de Tircine (wilaya
de Saida).

Fig. 8 : plante Artémisia absinthuim L

Apreés la récolte, le matériel végétal est nettoyé (débarrassé de ses débris), étalé sur du papier
et laissé sécher a température ambiante, dans une piece aérée, a I’abri de ’humidité et de la
lumiére. Cette étape dure environ une semaine. Une fois séché, 1’échantillon est conservé dans
des sacs en papier jusqu’au moment de I’extraction.

2.2. Extraction de la plante :

2.2.1. Extraction d’huile essentielle :

Les échantillons d'huiles essentielles ont été obtenus par hydrodistillation, a l'aide d'un
appareil de type Clevenger (fig. 9).

Le montage est constitué¢ d’un ballon en verre (de 1 litre). On peut y traiter 100g de matériel

végétal additionné d’un litre d’eau, placé au-dessus d’une chauffe ballon.
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Le ballon en verre est surmonté¢ d’une colonne qui communique avec un réfrigérant,
permettant la condensation des vapeurs d’eau chargées de gouttelettes d’huile essentielle, qui
sont ensuite recueillies sous forme de distillat dans une ampoule & décanter (fig. 10).

L’extraction dure deux heure et demi.

Fig. 10 : Huile essentielle récupéré

» Détermination du rendement d'extraction:
Selon AFNOR, Le rendement en huile essentielle (RHE), est défini comme étant le rapport
entre la masse d'huile essentielle obtenue apres extraction (M') et la masse de la matiére

vegétale utilisée (M). Il est donné par la formule suivante:

I |
RHE% = (MY/M) *100 1evvvnrvsnrennns (IV.1)

Ou:
RHE% : rendement en huile essentielle de la plante.
M" : masse de I'huile essentielle obtenue en gramme.
M : masse de plante utilisée en gramme.
» Conservation :
Afin d’éliminer toute trace d’eau, dans les huiles essentielles obtenues, on ajoute une petite
quantité de sulfate de sodium anhydre (Na>SO.). Par la suite, les huiles essentielles sont

transférées dans des tubes en verre, hermétiquement fermé et couverts de papier aluminium.
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L’huile extraite est conservée, a I’abri de la lumicre et au réfrigérateur (a +4°C), jusqu’a
moment de I’analyse.

2.2.2. Préparations extraits aqueux :

10g des feuilles sec d'Artemisia absinthium L ont été mis dans erlenmeyer avec 100 mL d’eau
distillé et laisser macérer sous agitation a température ambiante pendant 24h (fig. 11).
L’extrait ainsi obtenu apres filtration est concentré puis vaporiser. L'extrait sec résultante est

conservé au réfrigérateur a + 4°C.

Fig. 11 : Photos montrant ’extraction par macération.

2.3. Analyse quantitative des extraits :
2.3.1. Dosage des polyphénols totaux (TPC) :

» Principe :
Les teneurs en polyphénols totaux des extraits sont déterminées au moyen du réactif de Folin-
Ciocalteu [1]. Ce dernier est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (Hs3PM012040) qui est réduit, lors de I’oxydation
des phénols en mélange d’oxydes bleus de tungsténe (WgO23) et de molybdéne (MogO23). La
coloration bleue produite posséde une absorption maximale aux environs de 765 nm, est
proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux.
L’absorbance, par référence a une gamme étalon obtenue avec un acide phénolique (acide
gallique), permet de déterminer la quantité de polyphénols totaux présente dans un extrait.
Elle est exprimée en mg d’équivalent acide gallique par g de matieére séche (mg GAE/ g).

» Mode opératoire :
A. Extrait aqueux :
Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a été
décrit dans la littérature [1] avec une légére modification.
Une prise d’essai de 0,1 mL d’une solution de (1 mg/mL) dans d’eau distillée, ajouter 0,1 mL
de réactif de Folin-Ciocalteu (10%), le mélange est soumis a une agitation au vortex, apres 3

33



Chapitre 1V : Matériels et Methodes

min ajouter 0,3 mL de carbonate de sodium (Na2COs) a 2%, on compléte le mélange jusq’au
5 mL par d’eau distillée. Aprés 2h d’incubation a température ambiante et a ’obscurité, la
densité optique est lue au spectrophotometre UV-VIS a une longueur d’onde de 760 nm. Le
blanc est présenté par 4,6 mL d’eau distillée additionnée de 0,1 mL de réactif de Folin-
ciocalteu et 0,3 mL de carbonate de sodium. La quantité des polyphénols totaux est calculée a
partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique (1 a
0,6 mg/ml) et est exprimée en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de
plante (mg EAG/g de plante).

B. Huile essentielle :

Cette méthode est basée sur l'oxydation des groupes phénoliques en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu [2]. A 2,5 mL de réactif Folin-Cioalteu (10%), on a ajouté 0.5 ml d’une
solution d'acide gallique de (1 mg/mL) dans de DMSO (diméthyl sulfoxide). Le mélange a été
soigneusement mélangé et laissé reposer pendant 5 minutes a température ambiante. Apres
cela, 2 ml de NaHCO3 (7%) ont éteé ajoutés lentement et le mélange réactionnel a été laissé
au repos dans l'obscurité pendant 30 minutes a tempeérature ambiante. Les lectures
d'absorbance ont été prises a 765 nm. La méme procédure a été répétée pour la solution
d’huile essentielle dans de DMSO. La teneur en phénols était obtenue a partir de la courbe
d'étalonnage de l'acide gallique et exprimé en grammes d'équivalent d'acide gallique pour 100
grammes de poids sec de I'échantillon (g GAE/100 g)

2.3.1. Dosage des flavonoides totaux (TFC) :

L’estimation de la quantit¢ des flavonoides a été effectuée par une méthode adoptée de
Lamaison et Carnat. [3]

Dans ce test les flavonoides ont été quantifiés par un dosage direct a 1’aide d’une solution
aqueuse de trichlorure d’aluminium (AICI3). Cette solution forme un complexe tres stable
avec les groupements hydroxydes (OH) des phénols. Ce complexe de couleur jaune absorbe
dans le visible a une longueur d’onde 510 nm. Dans cette méthode la Catéchine a été utilisée
comme flavonoide standard.

La quantité des flavonoides dans les extraits étudiées a été déterminée a partir de la courbe
d’étalonnage de la Catéchine et exprimée en équivalent catéchine pour 1 gramme de plante
(CE mg/g).
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2.4. Analyses chromatographiques :
2.4.1. Chromatographie sur Couche Mince (CCM):

» Principe :
La phase mobile est un solvant ou un mélange de solvants (état liquide) et la phase
stationnaire est généralement un adsorbant maintenu sur une plaque soit en verre soit en
plastique rigide. L'échantillon soit liquide ou solubilisé dans un solvant volatil est déposé
ponctuellement sur la phase stationnaire (sur la plaque). Les constituants de I'échantillon sont
élués (entrainés) par la phase mobile qui grimpe par capillarité vers le haut de la plaque. Ils
peuvent étre identifiés par comparaison a I’élution simultanée de témoins.
Bien que le principe de la CCM soit connu depuis plus d’un siecle [4], son application en tant
que méthode analytique ne date que de la fin des années 50 [5, 6]. Lorsqu'on abandonna
progressivement la chromatographie sur papier pour celle réalisee sur des adsorbants déposés
sur une plaque de verre pour des questions de reproductibilité, de rapidité cette technique de
séparation est performante et certainement pleine d'avenir [7].
Dans ce test, 10 mg de (extraits aqueux ou huile) est dissout dans 1ml méthanol.
Notre phase stationnaire est une plaque de silice phase normale (Ultra pure silicagel, 10-12
um, Silicycle), cependant la phase mobile est un mélange de trois solvants dont ; Chloroforme
(CHCls), Méthanol (MeOH) et héxane (CsHa14) avec différents rapports :
CHCls: (3), (v).
CHCI3 / MeOH: (1.5/1.5), (v/v).
CHCls / CgHu4 : (1.5/1.5), (v/v).
Finalement, pour faire révéler les taches résultants, les plaques ont été séchées dans un milieu
d’lz

» Facteur de rétention :
Le facteur de rétention (RF), ou facteur de retardement, d'un composé est le rapport de la
distance parcourue par le composé et la distance parcourue par le front du solvant. Le facteur

de rétention pour un compose :

Distance de migration d'un composé (|V 2)

Rf = Distance demigration dun compost |

Distance de migration du solvant

2.4.2. Chromatographie Phase gazeuse couplée au spectroscopié de masse (GC-MS):
Les analyses d’huile par chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse (CG-SM) ont été effectuées en utilisant un chromatographe en phase gazeuse (TRACE
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GC 2000) couplé a spectrométrie de masse modele (Polaris Q) équipé d'une colonne Rxi-5ms
(60m x 0,25 mm, df: 0,5 pm) programmé a 60°C (3min) et a 3°C/min jusqu’a 240°C. Les
températures de ’injecteur été 220 °C et le volume injecté été 0.2 ml. Le programme adopté a
éte inspire de [8].

2.7. ldentification des composants

L’identification des composants d’huile essentielle a été basée sur les indices de rétention (RI)
relative a n-alkane et la base de donné d’ordinateur avec le logiciel Xcalibur.

2.5. Activités antioxydant par DPPH :

Le DPPH (2,2 Diphényl 1-Pycril Hydrazil) est un radical de couleur violet intense. La mesure
de Defficacit¢ d’un antioxydant (capacit¢ a fixer des radiaux libres, donc arréter la
propagation de la réaction en chaine) se fait en mesurant la diminution de la coloration
violette, due a une recombinaison des radicaux DPPH

DPPHox + A0OXreg ——» DPPHyeg + A0Xox

De nombreuses méthodes sont développées permettant d’évaluer les capacités antioxydantes
de composés naturels ou bien issus de la syntheése chimique. L’une d’entre elle, couramment
utilisée, fait appel a ’utilisation d’un radical libre stable, le (2,2-Diphényl-1-Picryl Hydrazyl)
(DPPH).

La stabilité¢ de ce radical résulte de la délocalisation importante de 1’électron célibataire sur la
totalité¢ de la molécule empéchant ainsi la dimérisation de se produire comme c¢’est souvent le
cas pour les autres radicaux (fig. 12). D’autre part, cette délocalisation est a 1’origine de la
coloration violette en solution méthanolique caractérisée par une bande d’absorption dans le

visible a une longueur d’onde de 515 nm.

N NiH
OzN NO; O5N NO,
—_—
HOR —)
NO, NO,
1.1-Diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPH') (DPPH):H
Violet Pale Orange

Fig. 12 : Forme libre et réduite du DPPH [9]
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Dans des tubes secs et stériles, on introduit 0,1 mL de la solution a tester, on ajoute 3,9 mL de
solution au DPPH. Apres agitation, les tubes sont placés a I’obscurité, a une température
ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée par la mesure de 1’absorbance & 515 nm
par un spectrophotométre. Le contrble négatif est composé de 0,1 mL de la solution
méthanolique au DPPH (0,3 mM) et de 3,9 mL de méthanol. Le contrdle positif est représenté
par une solution d’un antioxydant standard; I’acide ascorbique dont 1’absorbance est mesuré
dans les mémes conditions que I’échantillon test.

2.5.1. Expression des resultats :

Pour obtenir la concentration efficace qui réduit la concentration initiale de DPPH de 50%, les
résultats sont exprimeés en activité antioxydante.

Cette activité qui exprime la capacité de piéger le radical libre est estimée par le pourcentage
de décoloration du DPPH en solution dans le méthanol.

L’activité antioxydante ""AA%"" est donnée par la formule suivante : [10]

[ AA % =100 - {[(A.b& test —Abs B]aut) X lm}] /Abs ('onrrol} ]

Ou:
AA : Activité Antioxydante

Abs : Absorbance a la longueur d’onde de 517 nm.

La valeur 1Cso est déterminée pour chaque extrait, est défini comme étant la concentration du
substrat qui cause la perte de 50% de l'activité de DPPH (couleur) (exprimée en mg de
substrat/g de DPPH). Ou encore, c’est la concentration de l'échantillon exigé pour diminuer
de 50% l'absorbance de la solution contréle constitué de méthanol et DPPH. [11]

2.6. Activités antimicrobienne :

Nous avons adoptés une technique standard pour ladétermination de la susceptibilité des
microorganismes (bactérie, levures, champignons, ....) aux agents antimicrobiens. Cette
technique est réalisé selon les recommandations d’institut de laboratoire standard et clinique
CLSI M02-A10 [11].

L’activité antibactérienne d’huile essentielle contre différentes bactéries et levure a été testé
en appliquons la méthode de diffusion sur disque décrite par [12]. Une suspension bactérienne
d’une culture jeune de 18 a 24 heures est ajustée a une turbidité standard 0.5 McFarland [13].

0,1 ml de cette derniére est étalé a la surface de gélose MHA (Muller Hinton Agar). Des
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disques stérile de 6 mm de diametre imprégner de 0,02 ml d’huile essentielle sont placées au
surface des boites pétris. Aprés 1 heure de conservation a4 °C, les boites pétris sont incubées

au 37 °C pendant 24 heures. Le pouvoir antimicrobien est estimé par la mesure de diamétre
d’aréole au tour de disque.
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Introduction:

Dans ce chapitre nous allons exposer et discuter l'essentiel des résultats expérimentaux
obtenues suite aux extractions et caractérisations de I’huile essentielle et extrait aqueux.

1. Extraction de I’huile essentielle d’Artemisia absinthium L. par hydrodistillation :

1.1. Rendement :

Les différents tests et analyses que nous avons effectuées ont été réalisés sur la plante fraiche
d’Artemisia absinthium L. Cette derniere est récoltée de la région Terssine (Saida).

Le rendement d’extraction de notre huile essentielle est de (0.43 %) est exprimé en
pourcentage (fig. 13), est légérement supérieur a celui trouvé par Weiss et al [1] par contre,
d’apres les travaux de Orav et al [2], les rendements en huile essentielle de différentes régions
de Tunisie ont donnée des valeurs plus importantes : Gafsa (1.24 %), Kasserine (1.87 %) et
Ghar dimaou (2.22 %).

Nous attribuons le faible rendement que nous avons révele, comparé a celui observé dans ces
travaux, a une différence dans les périodes du cycle végétatif ou la prise d’échantillon a été
effectuée. En effet, les échantillons prélevés a différentes périodes de I’année ne donnent pas

les mémes teneurs, ainsi aux conditions climatiques et techniques d’extractions, etc.

R %

0,43

Huille essentielle
d’Artemisia absinthium L

Fig. 13 : Le rendement en huile essentielle d’Artemisia absinthium L.

2. Macération (extrait aqueux) :
Notre extrait présente un aspect visqueux avec une couleur Marron. Ce dernier a subi une
évaporation de solvant a fin de recueillir le substrat sec qui vas nous servir au plus tard a nos

analyses et tests.
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3. Analyses phytochimiques quantitatives :

3.1. Teneur en polyphénol totale (TPC) :

La détermination de la teneur totale en polyphénol a été exécuté selon la méthode de Folin-
Ciocalteu décrite pour I’extrait aqueux [3] et huile essentielle d’Artemisia Absinthium L. [4],
qui repose sur la réduction des réactifs de Folin par des groupements oxydables en milieu
alcalin composés phénoliques, conduisant a la formation des produits de réduction. Ces
derniers ont une absorption maximale a 765 nm, et son intensité est proportionnelle a la
quantité de polyphénols existent dans I'échantillon. La teneur totale en polyphénol est
indiquée en mg d'équivalent acide gallique /g matériel végétal.

A partir de 1’équation de régression (y= 0.424x - 0.010), du courbe d’étalonnage d’acide
gallique (fig. 14), on calcule la concentration en polyphénols totaux d’extrait aqueux avec un
coefficient de correlation de (R? = 0.946). Ce dernier a montré une teneur moyenne en

polyphénols totaux de 2.254 mg EAG/g.

0.6
0.5 .
0.4
3
g 03
2 02 y = 0.4249x - 0.0106
< R2 = 0.9466
0.1
0
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
-0.1
Concentration mg/ml

Fig. 14 : La courbe d’étalonnage d’acide gallique (extrait aqueux).
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y = 1.4126x + 0.0801
R2 = 0.9618

Absorbance
o
(o]

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentration mg/ml

Fig. 15: La courbe d’étalonnage d’acide gallique (huile essentielle).
Parallelement, par les mémes étapes la concentration total en polyphénol présente dans I’huile
est calculé a partir de la courbe d’étalonnage dont 1’équation de regression (y = 1,412x +
0,080) avec (R?=0,961) est de 0.623 mg EAG/g (fig. 15).

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que la quantité des composés phénoliques dans
I’extrait aqueux (2.207 mg EAG/g) des feuilles de Artemisia Absinthium L.est plus élevée par
rapport a celle de 1’huile essentielle (0.623 mg EAG/g) (fig. 16).

Les résultats de ces études sont difficiles & comparer avec d’autres résultats a littératures a
cause des différences dans les méthodes d’extraction et de calcul [5]. En outre, la température
et le solvant d’extraction jouent un réle dans le rendement en polyphénols obtenu [6].

En plus, la quantité des polyphénols dans les plantes dépend de nombreux facteurs intrinseque

(génétique) et extrinséque (environnemental, récolte, séchage et stockage) [7].

2.254

N
[ I

0.623

[N

Teneur en TPC EAG mg/g
o =
(6)] o1

o

HE extrait aq

Fig. 16 : La teneur en polyphénol totaux d’extrait aqueux et I’huile essentielle

43



Chapitre V: Résultats et discussion

3.2. Teneur totale en flavonoides (TFC) :

La méthode spectrophotométrique au chlorure d'aluminium (AICI3) est adopté pour calculé le
taux flavonoides totaux présent dans I’extrait aqueux des feuilles d’Artemisia Absinthium L.
Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent de catéchine par g de matiére végétal
(mg CE/qg).

La courbe d’étalonnage de catéchine (fig. 17) nous fourni 1’équation de régression (y = 0,605x

+ 0.019) avec un coefficient de corrélation de (R? = 0.957).

y =0.6058x + 0.0196
R? = 0.957

Absorbance

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentration mg/ml

Fig. 17 : La courbe d’étalonnage de catéchine (extrait aqueux).

Teneur en flavonoides totaux en extrait aqueux de [’Artémisia absinthuim L. est (1.550 mg
CE/g). Toute fois, cette teneur semble compatible et en corrélation avec le taux des
polyphénol totaux obtenu avec I’extrait aqueux.

4. Analyses chromatographiques :

4.1. Chromatographie sur Couche Mince (CCM):

Par ses faibles contraintes techniques, son emploi simple et son colt modeste, cette technique
nous informe sur le contenu en phytocomopsés en se basant sur les résultats analytiques [8].
Dans notre étude, nous avons réalisé une chromatographie sur couche mince pour I'extrait
aqueux et I’huile essenteil des feuilles d’Artemisia Absinthium L. sur une plaque de gel de
silice en utilisant deux systemes :

Chloroforme / méthanol / héxane (1.5/1.5 /1.5) (V/v).

Les rapports frontaux (Rf) des différents composés d’extrait aqueux dans la phase mobile sont

représentés dans le tableau 1.
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Tableau 1: Les rapports frontaux des taches obtenues pour les extraits aqueux

Extrait aqueux Rf
CHCL; CHCL; / MeOH CHCL; / CgHi4
Tache 1 0.19 0.1 0.08
Tache 2 0.37 0.23 0.37
Tache 3 0.75 0.53 0.75
Tache 4 0.87 0.88 -

De tableau 1, c’est clair que I’extrait aqueux est approximativement composé de quatre
different taches, dont chaqu’un d’entre eux nous oriente vers 1’existance d’un compose.
Cependant, de la meme maniere le tableau 2 nous rapporte les different rapports (Rf) des
différents composés d’huile essentielle dans la phase mobile issue de la plaque CCM.

Les rapports frontaux des taches obtenues pour les extraits aqueux

Tableau 2: Résultat de la CCM (rapports frontaux « Rf ») des taches obtenues pour I’huile

essentielle
Huile essentielle Rf
CHCL3 CHCL3 / MeOH CHCL3 / CgH14
Tache 1 0.38 0.40 0.21
Tache 2 0.46 0.45 0.31
Tache 3 0.6 0.50 0.43
Tache 4 0.77 0.55 0.57

Les résultats de 1’analyse chromatographique ont permis de mettre en évidence la présence
des flavonoide et composé phénolique. Le systéme de migration constitué de chloroforme;
méthanol et héxane a permis d’avoir une bonne séparation chromatographique et une visibilité
acceptable des spots.

La plague de CCM de systeme de chloroforme/ méthanol/ héxane (fig. 18, 19, 20, 21) révéle

quatre taches différentes.
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Fig. 18 : Résultats de CCM  Fig. 19 : Résultats de CCM  Fig. 20 : Résultats de CCM
d’huile essentielle pour le d’extrait aqueux pour le d’huile essentielle pour le
systeme CHCIlz/MeOH systeme CHClz/MeOH systeme CHCls3

Fig. 21 : Résultats de CCM d’extrait aqueux (E) et I’huile essentielle (F)
pour le systéeme CHCI3/CgH14

Les différences des valeurs de Rf sont dues a la polarité des composés vis-a-vis du systeme de
solvants d’¢élution et la phase stationnaire.

En général, les constituants chimiques different selon la partie de plante aussi d'une espece a
lautre [9]. Comme en peut expliquer ces différences par la variabilité de solubilité des
composeés phénoliques et flavonoides dans les différents systémes des phases mobiles.

4.2. Chromatographie Phase gazeuse couplée au spectroscopié de masse (GC-MS):

La composition chimique d’huile essentielle des feuilles d’Artemisia Absinthium L., a été
déterminée a I’aide de la chromatographie en phase gazeuse couplé a la spectrométrie de
masse (CG-SM).

La composition chimique d’huile essentielle est résumée dans le Tableau 3.

Dans I’huile essentielle des feuilles d’Artemisia Absinthium L.., nous avons identifié dix-huit

(18) composés différents.
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En général, notre échantillon d'huile essentielle est riche en monoterpenes.
Les composes majoritaires identifiés sont :
» o-Thujone
» Camphor
La comparaison entre la composition chimique des huiles essentielles des feuilles d’Artemisia
Absinthium L., de notre étude avec ceux rapportés dans la littérature [10] révele une

ressemblance importante, avec des différences pour les composés majoritaire.

Tableau 3: composition chimique d’huile essenticlle d’A. absinthium

Pic N°.  Composant? RI Rt Formule moléculaire ~ Cas N°.
1 a-Thujene 928 8.97  CioHis 2867-05-2
2 Linalool 1086 9.03  CioHis0 78-70-6
3 a-Thujone 1107  9.25  CioHi0 546-80-5
4 Camphor 1141  9.89  CioHi0 76-22-2
5 Borneol 1170  10.79 CyoHis0 507-70-0
6 Terpinen-4-ol 1181 11.04 CioHis0 562-74-3
7 a-Terpineol 1188 11.67 CioHis0 98-55-5
8 a-Cubebene 1342 16.21 CisHas 17699-14-8
9 B-Bourbonene 1378 16.39 CisHxu 5208-59-3
10 trans- 1412 1721 CisHa 87-44-5
11 Caryophellene 1455 1749 CisHa 3856-25-5
12 Copaene 1467 18.05 CisHa 6753-98-6
13 a-Caryophellene 1479  18.69 CisHa 23986-74-5
14 Germacrene D 1486 19.74 CisHxu 6980-46-7
15 y-Amorphene 1564  20.98 Ci5H240 1139-30-6
16 Caryophellene 1587 21.16 CisHz0: 3915-83-1
17 oxide 1634 22.62 CisHz60 473-15-4
18 Neryl Isovalerate 1655 29.45 CisHz60 481-34-5
B-Eudesmol
a-Cadinol

a: composés en ordre d’élution de colonne Elite-5ht

RI: rétention index; Rt: rétention time (min)
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5. Evaluation de I’activités antioxydant par DPPH :

La mise en évidence du I’activité antioxydante des extraits des feuilles d’Artemisia Absinthium
L., a été réalisée par une simple techniques chimiques, il s’agit de piéger le radical libre
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Le composé chimique 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
fut I'un des premiers radicaux libres utilisé pour étudier la relation structure-activité
antioxydante des composes phénoliques. Il posséde un €électron non apparié sur un atome du
pont d’azote. La réduction de ce radical s’accompagne par son passage de la couleur violette
caractéristique de la solution de DPPH a la couleur jaune mesurable par spectrophotométrie a
510-515 nm.

La mesure de I’absorbance a été effectuée par spectrophotométrie a 515 nm. A partir des
valeurs obtenues, nous avons calculé les pourcentages d’inhibition en utilisant la formule

donnée dans le chapitre matériel et methodes.
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Fig. 22 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration d’acide
ascorbique (l'eau)
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Fig. 23 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration d’acide
ascorbique (DMSO)
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Fig. 24: Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration d’huile essentielle
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Fig. 25 : Variation de I’inhibition du DPPH en fonction de la concentration d’extrait aqueux
(I'eau)
Les valeurs obtenues ont permis de tracer les courbes représentées dans les figures (22, 23, 24

et 25), qui représentent la variation du pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations
de nos extraits. Nous avons déterminé graphiquement la concentration correspondante a 1Cso.
L’acide ascorbique est utilise comme antioxydant de référence pour estimer le pouvoir de
réduction de nos extraits aqueux et huile essentielle.

D’aprés les figures (22, 23, 24 et 25), nous pouvons remarquer que le pourcentage
d’inhibition du radical libre DPPH est proportionnel a la concentration des différents extraits

(acide ascorbique, huile essentielle et extrait aqueux) d’Artemisia Absinthium L.
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Fig. 26 : Resultats des valeurs I1Cso d'acide ascorbique, huile essentielle et extrait aqueux
L’activité antioxydante des différents extraits est mesurée par la valeur d’1Csg qui représente
la quantité d’extrait qui est capable de réduire ou piéger 50% de radical libre DPPH.
Cependant, une faible valeur d’1Cso implique une activité antioxydant plus élevee.

L’ensemble des résultats de I’activité antioxydant exprimée en ICso sont illustrés dans la
figure 26.

Globalement, I’activité antioxydante est exprimée en ICso, ce parametre a été employé par
plusieurs groupes de chercheurs pour présenter leurs résultats [11-13], il définit la
concentration efficace du substrat qui cause la perte de 50% du radical DPPH. (couleur). Les
ICso sont déterminées a partir des figures 20, 21, 22 et 23) dont I’abscisse représente la
concentration de I’extrait brut et ’'ordonné I’activité antioxydante en pourcentage. Elle est de
60.12 mg/ml pour I’extrait aqueux et 35.08 mg/ml pour I’huile essenticlle, alors qu’avec
’acide ascorbique la valeur est de 0.28 mg/ml.

Tous les extraits ont un pouvoir anti-radicalaire envers le DPPH. (Fig. 24), plus la valeur de
I’ICso est petite plus I’extrait est considéré comme un antioxydant puissant.

L’activité antioxydante est influencée par la nature chimique des composés présents dans les
extraits. Cette derniere est en relation étroite avec la polarité de solvants utilisés pour

I’extraction des substances bioactives du matériel végétal [14].
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6. Evaluation de P’activité antimicrobienne :

L'activité antimicrobienne d’huile essentielle des feuilles d’Artemisia Absinthium L., a été
testée contre les souches microbiennes : Pseudomonas aeruginosa (CECT 110) et Candida
albicans (CECT 1394), en utilisant les méthodes de diffusion sur disque sur un milieu gelosé.

Le pouvoir antimicrobien est obtenu par la mesure des diamétres des zones d’inhibition (mm).

8 8

8
€
é 6
g,
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&
ra 2

0

Pseudomonas aeruginosa Candida albicans

Fig. 27 : Résultats de test d’activité antimicrobienne d’huile essentielle
d’Artemisia Absinthium L.

Les résultats des observations effectuées sur I’effet de 1’huile essentielle sur la croissance des
souches microbiennes sont regroupés dans la figure 27.

Aprés une incubation durant 24 h, le diamétre des zones d’inhibition est mesurées (le
diametre du disque inclus). La lecture se fait a I’aide d’un pied a coulisse.

Nous remarquons des faibles zones d’inhibition avec des diamétres différents qui entourent
les disques imprégnés d’huile essentielle. Ces aréoles sont de I’ordre de 8 mm pour I’espéce
Pseudomonas aeruginosa (fig. 28) et de méme pour la levure Candida albicans (fig. 29). Cela

s’explique par la résistance modéré des souches microbiennes.

Fig. 28 : Résultat de test d’aromatogrammes de Pseudomonas aeruginosa testées
avec I’huile essentielle d’Artemisia Absinthium L.
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Fig. 29 : Résultat de test d’aromatogrammes de Candida albicans testee
avec I’huile essentielle d’Artemisia Absinthium L.

Dans la réalité, méme si I'activité antimicrobienne d'une huile essentielle est souvent attribuée
essentiellement a ses composés majoritaires, aujourd'hui il est connu que l'effet synergique ou
antagoniste des composés du mélange doit étre considére [15]. En outre, les composants des
huiles essentielles de quantité plus faible peuvent également contribuer a lactivité
antimicrobienne, impliquant probablement un certain type de synergie avec d'autres composés
actifs [16].

De nombreuses plantes aromatiques ainsi que les huiles essentielles elles-mémes possedent un
fort pouvoir antimicrobien. On les utilise méme quelquefois comme conservateurs. Ce
pouvoir s'exerce a l'encontre des bactéries pathogénes qui altérent les structures et la
fonctionnalité membranaire. En effet, leur caractere lipophile leur permet de se lier aux
membranes cellulaires des microorganismes et d'inhiber les échanges d'électrons
membranaires lors de la phosphorylation oxydative ce qui freine ainsi le métabolisme
cellulaire. De fortes doses en huile essentielle provoqueraient méme la lyse membranaire des

microorganismes [17].
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Conclusion générale :

La présente étude ayant pour objectif la recherche de nouveaux composés naturels a intérét
thérapeutique parmi les especes végétales Algériennes, pour cela nous avons opté pour
Artemisia absunthuim L., choisie sur la base de sa large utilisation en médecine traditionnelle
locale.

A fin d’expliquer son potentielle thérapeutique, nous avons essayé de quantifier et d’identifier
ces composés Vvia des analyses phytochimiques et chromatographique.

Deux méthodes d’extraction sont adoptées dont la premicre est une simple macération par
I’eau distillée et la seconde est une hydrodistillation.

L’extraction par hydrodistillation nous a fourni de I’huile essentielle avec un faible rendement
de 0.43 %.

La richesse des feuilles de Artemisia absunthuim L. en composes phénoliques permet
d’expliquer leur utilisation en médecine traditionnelle. Cela est témoigné avec les taux en
polyphénols tataux (TPC) trouvé pour I’huile essentielle avec 2.254 mg EAG/g contre
I’extrait aqueux avec 0.623 mg EAG/g.

L’analyse chromatographie couplé a la spectroscopie de masse d’huile essentielle des feuilles
d’Artemisia absunthuim L. nous a identifié dix-huit (18) composés différents dont les
composes majoritaires sont a-Thujone et Camphor.

L’activité antioxydante d’huile essentielle d’Artemisia absunthuim L. a été évaluée par la
méthode de réduction de radical libre DPPH. Ca valeurs en 1Csq étais de 35.08 mg/ml.
Cependant, I’activité antimicrobienne a été déterminée sur deux souches bactériennes, selon la
méthode de diffusion sur disque. En conséquent, ces résultats indiquent que I’huile essentielle
possede une activité antimicrobienne modérée.

En terme de perspective, I’ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une
premiére étape dans la recherche de substances d'origine naturelle biologiqguement active, dont
des analyses tres poussés et une étude complémentaire in vivo sont souhaitables, pour obtenir

une vue plus approfondie et explicatif sur ces pouvoir thérapeutiques.
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Résumé

Les recherches actuelles sont focalisées sur les molécules douées d’activités biologiques d’origine
naturelle. L’objectif de cette étude est 1’évaluation de I’activité antioxydante et antimicrobienne
d’extrait aqueux obtenu par macération et d’huile essentielle obtenu par hydrodistillation des parties
aeriennes d’Artémisia absinthuim L.

L’analyse phytochimiques a permis de mettre en évidence la présence des polyphénols et flavonoides
dans I’extrait aqueux. Cependant, la teneur en polyphénols totaux était 2.254 mg EAG/g, et la teneur
en flavonoides était 1.550 mg CE/qg.

L’analyse chromatographique d’huile essentielle par CG-MS nous a permis d’identifier 18 composés
dont le a-Thujone et le Camphor.

L’activité antioxydante de ces extraits a été évaluée in vitro par test de DPPH. Les valeurs d’ICso
obtenus sont de 60.12 mg/ml et 35.08 mg/ml pour Pextrait aqueux et I’huile essentielle,
respectivement.

L’effet antimicrobien d’huile essentielle a été évalué par la méthode de diffusion sur disque vis-a-vis
les deux espéces microbiennes ; Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans. Les résultats révelent
que I’huile essentielle a exercé un effet modéré sur la croissance des especes étudiées.

Mots clés: Artémisia absinthuim L., TPC, TFC, GC-MS, activité antioxydante, activité

antimicrobienne.

Abstract :

The current research is focused on molecules with naturally occurring biological activities. The aims
of this study is to evaluate the antioxidant and antimicrobial activity of agueous extract obtained by
maceration and essential oil obtained by hydrodistillation of the aerial parts of Artemisia absinthuim L.
Phytochemical analysis revealed the presence of polyphenols and flavonoids in the aqueous extract.
However, the content of total polyphenols was 2,254 mg EAG/g, when the content of flavonoids was
1,550 mg CE/qg.

Chromatographic analysis of essential oil by CG-MS allowed us to identify 18 compounds including
a-Thujone and Camphor.

The antioxidant activity of these extracts was evaluated in vitro by DPPH test. ICs values obtained are
60.12 mg/ml and 35.08 mg/ml for the aqueous extract and the essential oil, respectively.

The antimicrobial effect of essential oil was evaluated by the disk diffusion method against;
Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans. The results show that the essential oil had a moderate
effect on the growth of the species studied.

Keywords : Artémisia absinthuim L., TPC, TFC, GC-MS, antioxidant activity, antimicrobial activity.
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