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Avant Propos

A cause de la pandémie mondiale Covid-19 survenue en début de lI'année
2020 et les décisions administratives émanant de notre université prise en mois
de mars 2020, nous étions dans I'impossibilité matérielle et sanitaire de réaliser
la partie pratique attendue de ce travail. Aussi et afin d'enrichir ce document,
nous avons sélectionné quelques résultats obtenus par certains chercheurs et ce
dans une optique d'aboutir a une discussion intéressante et un contenu riche
scientifiguement. Tous les résultats mentionnés dans ce mémoire concernent des

travaux d’auteurs disponibles dans la littérature.



Résumé

Dans le but de valoriser les plantes médicinales Algériennes, nous sommes intéressés
dans cette étude d’une part, a la caractérisation qualitative et quantitative de I’extrait
méthanolique de la plante médicinale Artemisia herba alba, et d’autre part, a la détermination

des activités biologiques.

La premiére partie liée a 1'étude phytochimique de I’extrait méthanolique d Artemisia
herba alba par le screening phytochimique (étude qualitative) et le dosage des différents
métabolites (étude quantitative). Le criblage phytochimique prouve I'existence des
polyphénols, des tanins et des flavonoides. Quantitativement le dosage de ces métabolites
dans I’extrait méthanolique de la plante étudiée par des chercheurs intéressés par ce domaine
a montré une teneur tres élevé pour les polyphénols totaux et un teneur moyenne en

flavonoides.

La deuxiéme partie a été dédiée a I’étude de I’activité antioxydante, antibactérienne,
antidiabétique et anti-inflammatoire de ’extrait de la plante étudiée. Concernant 1’activité
antioxydante, les résultats trouvés dans la littérature montrent une trés grande activité avec
une Clsp variant entre 0.039 (mg/ml) et 0,82 (mg/ml). L’extrait d ’Artemisia herba alba n’agit
pas contre les souches bactériennes Staphylococcus Ep et E. coli. Par contre, l'essence
d'Artemisia herba alba exerce un effet certain sur la bactérie E. coli. L'activité anti-diabétique

de I'extrait éthylique & 70% de cette plante inhibe 1'activité de 1'enzyme a-amylase de 11%.

L activité anti-inflammatoire selon certaines recherches antérieures qui ont montré que
cette plante possede un fort impact anti-inflammatoire avec un pourcentage d’inhibition de
I’ordre de 65.06 + 0.019 %.

Mots clés: Activité antioxydante, Activité antibactérienne, Activité antidiabétique, Activité

anti-inflammatoire, polyphénols, Artemisia herba alba.



Abstract

With the aim of enhancing the value of Algerian medicinal plants, we are interested
in this study on the one hand, in the qualitative and quantitative characterization of the
methanolic extract of the medicinal plant Artemisia herba alba, and on the other hand, in the
determination of biological activities.

The first part relates to the phytochemical study of the methanolic extract of Artemisia
herba alba by phytochemical screening (qualitative study) and the determination of the
various metabolites (quantitative study). The phytochemical screening proves the existence of
polyphenols, tannins and flavonoids. Quantitatively the dosage of these metabolites in the
methanolic extract of the plant studied by researchers interested in this field showed a very
high content for total polyphenols and a average flavonoid content. But dismaying the tannins

they are found in small quantities.

The second part relates to the study of the antioxidant, antibacterial, antidiabetic and
anti-inflammatory activity of the extract of the plant studied. Regarding antioxidant activity,
the results found in the literature a very high activity with a Clso between 0.039 (mg/ml) and
0.82 (mg/ml). Artemisia herba alba extract does not work against bacterial strains
Staphylococcus Ep and E. coli. On the other hand, the essence of Artemisia herba alba exerts
an effect on the bacterium E. coli. Compared to Staphylococcus bacteria. Ep. The antidiabetic
activity of the 70% ethyl alcohol extract of Artemisia herba alba inhibited a-amylase activity
by 11%, The anti-inflammatory activity according to previous research has shown that this

plant has a strong impact with an inhibition percentage of around 65.06 £+ 0.019%.

Keywords: Antioxidant activity, Antibacterial activity, Antidiabetic activity, Anti-

inflammatory activity, polyphenols, Artemisia herba alba.
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Introduction

Introduction

Depuis D’antiquité, l'humanité a utilis€é diverses plantes rencontrées dans son
environnement, pour ses besoins médicaux et alimentaires afin de traiter et soigner toutes
sortes de maladies (Boumediou et Addoun., 2017). Ceci s’explique par les faibles cofits de
production, la disponibilité, I’accessibilité¢ et la faible toxicité des végétaux (Yehya et al.,
2016 ; Eddouks et al., 2017).

Ces plantes constituent une grande source de principes actifs qui peuvent étre utilisés
pour traiter de nombreuses maladies (Marisa et al., 2015) et L'Artemisia herba alba est une
plante médicinale utilisée a cet effet.

Artemisia herba alba (nom arabe chih) elle appartienne a la famille des Asteraceae,
qui c¢’une des plus grandes familles, qui comprennent environ 1000 genres et plus de 20.000
especes (Abu-Darwish et al., 2015), Elle se caractérise par sa richesse en huile essentielle et
en polyphénols de composition différente (Bouzidi., 2016).

Par conséquent, notre travail sera porté sur I’évaluation de ’activité antioxydante,
antibactérienne, antidiabétique et anti-inflammatoire des extraits des parties aériennes de la
plante médicinale Artemisia herba alba.

Notre travail sera donc réparti en trois parties :

v' Une recherche bibliographique qui se compose de I’utilisation et la description
botanique et systématique de la plante étudiée. Les propriétés de la plante Artemisia
herba alba, sa classification, sa composition chimique et phytochimique ainsi une
petite résumé sur les activités biologiques (antioxydante, antibactérienne,
antidiabétique et anti-inflammatoire).

v La deuxiéme partie présente le matériel et les méthodes utilisés pour la réalisation de
cette étude.

v’ Latroisiéme partie comportera les résultats obtenus par d’autres chercheurs concernant

ce travail.
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Chapitre I. Revue Bibliographique

I. La plante de «Artemisia herba alba»

La famille Asteraceae représente 1’un des taxons les plus importants de régne végétal.
Elle est principalement représentée par des especes vivaces. Les feuilles sont le plus souvent
alternes, mais aussi opposées ou radiales, bractées, simples ou parfois composée (Yapi et al.,
2018).

Le genre Artemisia est considéré 1’un des genres les plus largement distribués de la
famille des Astéracées. C’est un genre trés vaste et tres diversifié et hétérogéne, composé de
plus de 500 espéces diverses réparties principalement dans les zones tempérées d’Europe,

d’Asie, et d’Amérique du nord. (Quezel et Santa., 1963)

Dans la flore de 1’Algérie, ce genre est représenté par 11 espéces spontanées parmi
les quelles se trouve Artemisia herba alba. Ont été utilisee comme plantes médicinales dans la

médecine populaire depuis les périodes antiques. (Lehout et Laib., 2015)
I.1. Caractéristiques botaniques de la plante

Artemisia herba alba ou Armoise herbe blanche est une plante herbacée vivace de la
famille des Asteraceae de peut mesurer de 30cm a 50cm de haut et tres feuillée (Neffati et al.,
2017).

Ses tiges ligneuses, droite, cylindrique, de 20 a 40 cm, rigides, érigées, ramifiées et
tres feuillées et rameuse (présentant de nombreux rameaux), de couleur verte et quelque fois
rougeatre (Bendahou., 1991). La tige principale se divise en « branches » physiologiquement
indépendantes les unes des autres et susceptibles de mourir sans entrainer la mort de la plante
entiére (Matteucci et Giampie., 2008).

Ses feuilles sont oblongues, découpées en segments de couleur vert fonceé sur la face et
blanc cotonneux sur leur partie inférieure, elle posséde aussi des petites fleurs tubuleuses
jaunes. (Quezel et Santa., 1963) ; (Wright., 2002)

Les fleures groupées en grappes (3 a 8 fleurs) a capitules tres petites et ovoides de 1,5
a 3mm de diamétre de couleur jaune a rougeatre. Ces capitules pauciflores, en genéral
homogames sont insérés directement sur 1’axe et sans aucun support. Les fleurs situées a

I’extrémité des rameaux. Chaque fleur tubulée a corolle généralement a 4-5 pétales soudés en
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un tube prolongé (Ali et al., 2008). La floraison s’effectue en automne a partir du mois de
septembre, I'Artemisia herba alba présente une forte production de graines et un pouvoir de

régénération élevé (Matteucci et Giampie., 2008).

Ses fruits sont des akénes ovoides. Ou oblong sont souvent couronnés d’une aigrette
de soies appelée pappus qui favorise la dispersion des graines par le vent (Ghrabi et Sand.,
2008).

La racine de I’Armoise est ligneuse (ressemblant a du bois), rampante et fibreuse

(composée de nombreuses fibres) (Quezel et Santa., 1963).

L "Artemisia herba alba caractérisée par une odeur de thymol, agréable et aromatique,

un godt amer (Quezel et Santa., 1963).

(A) (B)

Figure 1 : Artemisia herba alba ; (A) : la plante au début de la saison de floraison, (Messai.,

2011) (B): Tige d’Artemisia herba alba (photo par les auteurs)
1.2. Différentes appellations attribuées a la plante

Herba alba signifie herbe blanche. Son nom scientifique est Artemisia herba alba ou

Artemisia inculta. (djali et Hamadi,. 2017)

Langue Nom Références

Francais Armoise blanche (El rhaffari., 2008)

Anglais White wormwood (Abass., 2012)
Arabe Chih-labyadh , Chiha, alala, seri, azzere, zezzri (Belhattab., 2014).
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1.3. Classification de « Artemisia herba alba »
La place d’Artemisia herba alba dans la systématique est présentée dans le tableau 1.

Tableau 1. Classification systématique d’Artemisia herba alba (Djali et Hamadi,. 2017)

Phylum Angiospermeae
Sous Phylum Dicotylédones
Ordre Gampanulatae
Famille Asteraceae
Sous-famille Asterioideae.
Tribu Anthemideae.
Sous-tribu Artemisiinae
Genre Artemisia.
Espece Artemisia herba alba.

1.4. Répartition géographique de la plante

Les especes qui appartiennent au genre Artemisia sont des arbustes aromatiques, qui
poussent de fagcon spontanée dans plusieurs régions de ’hémisphére nord de la terre, surtout
dans les zones semi arides et le bassin méditerranéen, et s’étendent jusqu’a I’Himalaya, dans
I’hémispheére sud elles sont trouvées en Afrique du sud, I’Australie et I’Amérique du sud,

(Vernin et al., 1995)

L'Artemisia herba alba est une plantes spontanée tres répandue en Afrique du nord et
au moyen Orient, Elle affectionne les climats secs et chauds, et existe sous forme de
peuplements importants dans les zones désertiques. C'est une plante steppique des régions
iranotouraniennes, prédominante dans les steppes d'Espagne ainsi que dans le désert de Sinai
(Eloukili., 2013). Et se raréfie dans le sud de la France (Julve., 2015)

En Algérie, I'Artemisia herba alba, couvre prés de six millions d'hectares dans les

steppes, elle se présente sous forme de buissons blancs, laineux et espaces (Eloukili., 2013).

Figure 2 : Aire de répartition mondiale de 1’ Armoise blanche (Eloukili., 2013)

4
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I.5. La plante dans I’écosysteme

L'Armoise Herbe Blanche existe dans des bio-climats allant du semi aride jusqu'au saharien,
Elle semble indifférente aux altitudes et peut vivre dans des régions d'hiver chaud a frais. Par
ailleurs, cette espéce est abondante dans le centre sur des sols, a texture fine. Dans le sud, elle
pousse sur des sols bruns steppiques de texture moyenne et en extréme sud sur des sols
sableux. L'armoise résiste a lasécheresse, supporte legypseet des niveaux
de salinité modérément élevés. Dans un biome steppique type, les groupements d'Artemisia
Herba-Alba sont marqués par deux strates : une strate de ligneux bas (environ 40 cm du sol)

et une autre constituée d'herbacées annuelles (hauteur moyenne de 20 cm) (Nabli., 1989)
1.6. Composition chimique

L’Armoise est un genre productif dans la recherche de nouveaux composés
biologiquement actifs, les investigations ont montré que ce genre est riche en sesquiterpenes,

monoterpenes, flavonoides et coumarines (Khireddine., 2013).

Les flavonoides détectés dans Artemisia herba alba montrent une grande variation
structurelle, allant de la plus commune comme des glycosides (de flavones et de flavonols
aux plus insolites flavonoides hautement méthylés). Dans des études réalisées sur les feuilles
d’Artemisia herba alba, huit composés de flavonoides O- et C-glycosides ont été isolés et
identifiés (Mansour., 2015).

L’Artemisia herba alba présente un taux de cellulose beaucoup moins élevé malgré
que son aspect extérieur indique I’inverse (17 a 33%). La matiére séche (MS) apporte entre 6

et 11% de matiére protéique brute dont 72% est constituée d'acides aminés. (Boudjelal, 2013).

La valeur énergétique de 1’armoise herbe blanche, tres faible en hiver (0,2 a 0,4 UF/kg
MS), augmente rapidement au printemps (0,92 UF/kg MS) pour diminuer de nouveau en été
(0,6 UF/kg MS). En automne, les pluies de septembre provoquent une nouvelle période de

croissance et la valeur énergétique augmente de nouveau (0,8 UF/kg MS). (Messai., 2011)

En Algérie, les composés majoritaires identifiés dans Artemisia herba alba sont : le
camphre, I’a- et la B-thujones, la chrysanthenone, 1’eucalyptol, le trans-pinocarvéol, le 1,8-
cinéole, la verbénone, ’acétate de cis-chrysanthényle et des lactones sesquiterpéniques.
(Lakehal et al., 2016)


https://www.wikiwand.com/fr/Semi-aride
https://www.wikiwand.com/fr/D%C3%A9sert_du_Sahara
https://www.wikiwand.com/fr/Sable
https://www.wikiwand.com/fr/Sable
https://www.wikiwand.com/fr/S%C3%A9cheresse
https://www.wikiwand.com/fr/Gypse
https://www.wikiwand.com/fr/Salinit%C3%A9
https://www.wikiwand.com/fr/Biome
https://www.wikiwand.com/fr/Plante_ligneuse
https://www.wikiwand.com/fr/Herbe
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Tableau 2 : Valeur nutritive de la plante Artemisia herba alba (Boussaid et al., 2004).

MS%% Ext P Ca K IVE MAD
Mm | MC | MA | MG B ghg MS

11.7 26.3 14.1 4.1 43.2 0.22 1.33 2.68 0.79 118

(MS) Matiere séche ; (M.m) matiere minéral; (MC) matiére cellulosique; (MA) matiere
azotée ; (MG) matiére grasse ; (MAD) matiere azotée digestible ; (Ext n.az.) extrait non azoté

; (P) phosphore ; (Ca) calcium ; (K) potassium ; (Na) sodium.
1.7. Différentes applications de ** Artemisia herba alba ™

Les especes de ce genre sont largement utilisées dans les industries pharmaceutique,

cosmétique et alimentaire (Neffati et al., 2017).

+ Domaine alimentaire

Par ses caractéres organoleptiques I’Armoise blanche peut é&tre utilisée pour
aromatiser certaines boissons comme le café dans le sud des pays du Maghreb. Son
emploi reste cependant limité a cause de la toxicité de 1’a-thujone et de la B-thujone
contenus dans les huiles essentielles. Le code des bons usages pour I’industrie des ardmes
préconise que le taux de la thujone ne doit pas dépasser 5 mg/kg dans les aliments et les
boissons (Neffati et al., 2017).

+» Domaine thérapeutique
Plusieurs études scientifiques ont également prouvées 1’efficacité de I’armoise blanche
en tant qu’agent antidiabétique, antiparasitaire, antibactérien, antiviral, antioxydant, anti-
malarien, antipyrétique, antispasmodique, anti-inflammatoire et antihémorragique.
(Boudjeladl., 2013). Et aussi est un remede trés populaire auquel on a souvent recours pour
faciliter la digestion, calmer les douleurs abdominales et certains malaises du foie. Ses

racines sont indiquées contre certains troubles nerveux (Baba aissa., 2000).

1. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et

accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Amara et Melouk., 2016).

Les plantes produisent un grand nombre des métabolites secondaires, d’une variété

structurale extraordinaire souvent complexe (Khiri et Lalaoui., 2007).
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La variation des conditions écologiques, édaphiques et climatiques, interactions entre
les végétaux et les animaux sont des facteurs qui peuvent stimuler la production des
métabolites secondaires. La concentration des ces derniers variée selon I’espece, 1’age de la

plante, la saison et la partie de la plante (Aneb., 2017).

Les meétabolites secondaires ne sont pas produits directement lors de la photosynthese
mais résultent de réactions chimiques ultérieures (Khiri et Lalaoui., 2007). Ces composés sont
localisés dans les vacuoles (flavonoides, alcaloides), dans des organites spéciaux tels que
chloroplastes (avec la chlorophylle), chromoplastes (caroténoides) (Aneb., 2017).

Les métabolites secondaires sont classés en plusieurs grands groupes : parmi ceux ci,
les composés phénoliques, les terpénoides et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme

une tres grande diversit¢é de composés qui possedent une trés large gamme d’activité

biologique (Bouzid., 2009).

Tableau 3. Activités biologiques des métabolites secondaires (Bouzid., 2009).

Activités Composants chimiques Références
biologiques
alcools, éthers, cétones, tinalool,
1,8-cinéole, géranial/néral, (Edris., 2003)
citronellal, I'isomenthone, menthone, aterpinéne,
Activité y-terpinene,i‘a terpinolén
antioxydant naringénine (Bodet et al., 2008)
Flavonoides (Kumar et Pandey, 2013)
La lutéoline (Brodowska., 2017)
Phénols, polyphénols (Laib., 2011)
Acides phénoliques I'acide gallique (Roche et al., 2017).
les flavonoides et les tanins (Basli et al., 2012).
Activité Les pyrrolizidines (Mandi¢ et al., 2009)
bactérienne Les indoles (Oh et al., 2006)
Les saponosides (Mothana et Lindequist.,
2005)
anti- Flavones L'apigénine (Brodowska., 2017)
inflammatoires | Flavonoides La quercétine (Zahoor et al., 2018)
Flavonols La myricétine (Semwal et al.,2016)
Flavanones Naringénine (Bodet et al, 2008 ;
Kumar et Pandey, 2013 )
Coumarines (Lv etal., 2015)
Antispasmodiqu | L'apigénine (Brodowska., 2017)
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Les alcaloides

(Hartmann et Witte 1995

anticancéreux,

L'isorhamnetine ,La lutéoline, Tanins,Saponine

Li et al, 2014 ; Kim et
al,2011 ; Xiao et al, 1999

anti-allergiques

La lutéoline

(Brodowska., 2017)

anti-
inflammatoires

La lutéoline

(Brodowska., 2017)

Saponosides

(Touami., 2016)

Cétones, acides

(Leroyer., 2015)

Aldéhydes

(Mayer., 2012)

anti-diabétique

La myricétine
Les alcaloides

(Semwal et al.,2016)
(Patel et Mishra., 2012)

Activité
anticoagulant

Cétones, coumarines

(Andrew et 1zzo, 2017).

L'isorhamnetine

(Lietal, 2014 ;Kim et al,

Anti viral 2011)
catéchine, (Bouhaddouda., 2016)
Tanins ( hydrolysables condonsées)

Activité safrole et I’eugenol (Achache., 2017)

insecticide

Activité Phénols, alcools terpéniques, cétones (Hélene., 2015)

antiparasitaire

Activité Acides Phénols (cinnamiques et benzoiques) (Saliha., 2009)

antifongique Les tropanes (O'Hagan., 2000)

Activité Les tanins (Bruneton., 1999)

antiseptique

Activités saponines furent (Moharram et al., 2007)

analgésique

I11. Les composes phénoliques

111.1. Définition

Les composés phénoliques également connus sous le nom™ Les polyphénols " ou

""polyhydroxyphénols™, sont une classe structurelle de produits chimiques organiques

principalement naturels mais également synthétiques ou semi-synthétiques, caractérises par

la présence de multiples unités structurales phénoliques. Le nombre et les caractéristiques de

ces structures de phénol (Figure 3) sont a la base des propriétés physiques, chimiques et

biologiques uniques (métaboliques, toxiques, thérapeutiques, etc.) de certains membres de la

classe (Srivastava et Mishra., 2015).
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Figure 3 : Structure chimique du phénol (Sobiesiak M., 2017).

Les polyphénols sont le plus grand groupe de composés phytochimiques (Tsao., 2010),
et plus de 8 000 structures phénoliques actuellement connues, allant de simples molécules
telles que des acides phénoliques & des substances hautement polymeérisés comme les tanins
(Dai et Mumeper., 2010).

Les polyphénols subdivisés en acides phénoliques simple (dérivés de 1’acide
benzoique ou dérivés de I’acide cinnamique), coumarines, stilbenes, flavonoides, lignanes,
lignines, tanins, quinones. Ces molécules constituent la base des principes actifs que I'on

trouve chez les plantes médicinales (Babadji et Zebbar., 2018).
I11.2. Structure et classification des polyphénols

Plusieurs classifications des composés phénoliques basées sur des criteres différents ont

été proposeées :

» Selon le nombre de noyaux aromatiques qu’ils contiennent, et la nature de leur
squelette carboné, les classes majeures des polyphénols sont : acides phénoliques
(C6CJ), flavonoides (C6-C3-C6), stilbenes (C6-C2-C6) et lignanes (C6-C3-C3C6)

» Selon le nombre d'atomes du carbone dans le squelette de base, la classification des

polyphénols est la suivante (Tableau 4)
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Tableau 4. Principales classes des polyphénols (Macheix et al., 2005).

Squelette carboné Classe Exemple
C6 Phénols simples Catichole
C6-C1 Acides hydroxybenzoiques p-hydroxybenzoique
C6-C3 Acides hydroxycinnamique Acides caféique, férulique
coumarines Scopolétine, esculétine
C6-C2-C6 Steblenes Resveratrol
Flavonoides
e Flavonoles Kaempférol, quercétine
C6-C3-C6 e Anthocyane Cyanidine, pélargonidine
e Flavanoles Catéchine, épicatéchine
e Flavonones Naringénine
e Isoflavones Deéidzéine
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol
(C6-C3)n Lignines
(C6-C3-C6)n Tanins

» Selon leur structure chimique, les polyphénols sont divisés en 4 classes majeures:
phénols et acides phénoliques, flavonoides, tannins (tannins hydrolysables et tannins
condensés), coumarines (Harborne., 2000)

111.2.1. phénols et acides phénoliques

Acides phénoliques sont caractérisés par une fonction acide et plusieurs fonctions
phénols. lls sont incolores et plut6t rares dans la nature. lls se divisent en deux catégories :
ceux dérivés de 1’acide benzoique, et ceux dérivés de 1’acide cinnamique. Les premiers sont
trés communs, aussi bien sous forme libre que combinée a 1’état d’esters ou d’hétérosides. A
titre d’exemple, 1’acide gallique qui est un élément principal de la structure des tannins
hydrolysables. Les seconds sont souvent estérifiés. Les plus courants sont 1’acide cinnamique,
I’acide caféique, 1’acide férulique, 1’acide pcoumarique et 1’acide sinaptique dont certains sont

représentés dans la figure suivante (Heleno et al., 2015).
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Acide benzoique Acide gallique Acide vanillique
Acide cinnamique Acide ferulique Acide caféique

Figure 4 : Exemple de quelques acides phénols (Bruneton., 2009).

111.2.2 Flavonoides

Ces molécules bioactives ont un squelette de base ** 2-phenylchromane ** formé par
deux cycles en C6 (A et B) reliés entre eux par une chaine en C3 qui peut évoluer en un
hétérocycle (cycle C) (Figur 5) Ils responsables d’engendrer des couleurs allant du jaune clair
au jaune or. Ces composes peuvent exister sous forme libre dite aglycone ou sous forme

d’hétérosides, c'est a- dire liee a des oses et autres substances (Harborne., 2013).

OH @ O @
———

Figure 5: structure de base des flavonoides (Harborne., 2013)

Les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes : anthocyanidines,
flavonoles, , flavones, isoflavones, flavanes, isoflavanes, flavanols, flavanones, isoflavanones
aurones et Chalcone (Boukr., 2014) réparties en fonction du nombre, de la nature des
substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles...), Mais aussi de la position de la liaison
entre le noyau B et I’hétérocycle C (position 2 ou 3) (Akroum., 2011). Celles-ci sont comme

indiquées dans le tableau 5.

11
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Tableau 5 : Différentes sous-classes des flavonoides

Liaison en position 2 : les flavanes (Akroum., 2011) :
les flavan-3-ols constituent la principale sous-classe
des flavanes. Ces structures varient des monomeres
simples catéchines a des structures polymériques
comme les anthocyanidines (Crozier., 2007).

Liaison en position 3 Les isoflavanes sont
caractérises par la liaison du cycle B au C3. Par sa
structure, ce composé¢ imite 1’hormone stéroidale «
oestradiol » qui bloque I’ovulation (Crozier., 2007).

Flavanone : si la position 4 du flavane porte un
groupement carbonyle, la molécule est appelée

_.'-' e ) — -'2
Bnllt [ 3 flavanone (Akroum, 2011).caractérisées par 1’absence
: @ de la double liaison entre C2 et C3 (Afanas’eva et al,
2001) La structure est tres reactive et subit des
Flavone o réactions d'hydroxylation, de glycosylation et d'O-
i () méthylation.

ol : Il ‘ﬂ Les flavones : caractérisés par une double liaison
= entre C-2 et C-3 dans le squelette flavonoide

(Hostetler et al .,2017)
Flavonol Flavonol : La substitution du squelette précédent en

oA Tie

5

O

position 3 par un groupement hydroxyle nous donne le
flavonol. Ces composeés représentent la classe la plus
répondue des flavonoides (D’archivio, 2007).

Les anthocyanidines : se caractérisent par la présence
d’un atome d’oxygeéne chargé au niveau du cycle
central C (Leopoldini et al, 2011). Ce sont des
pigments donnant la coloration rouge ou bleue a
certains végétaux (Kovinich etal., 2014 )

Comparativement aux autres flavonoides, les
chalcones se caractérisent par la présence d’un noyau
pyranique central ouvert (Leopoldini et al., 2011).

Aurones : I’hétérocycle comprend deux atomes de
carbone

1Z
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111.2.3. Tannins

Les tanins sont des composés phénoliques a haute masse molaire, n'en trouve que
dans les plantes dont le poids moléculaire est compris entre 500 et plus de 3 000 Da et jusqu'a
20 000 Da. La structure chimique des tanins est tres diverse et différente. Les tanins ont été
trouvés sous forme libre et liée. (Margarete et al., 2018)

Les tanins peuvent se lier étroitement aux protéines (par précipitation) par une
liaison hydrogéne entre les groupes phénoliques des tanins et les groupes -NH des peptides.
(Hagerman et al., 1989). Il ont la capacité de former des complexes avec les polymeres
naturels comme les polysaccharides (I’amidon, la cellulose, I’hémicellulose), les lipides, les
acides nucléiques, les acides aminés (Makkar., 2003) et les alcaloides (Roux et Catier.,
2007). De plus, ils sont capables de capter les ions métalliques et les métaux lourds (Santos-
Buelga et Scalbert., 2000)
111.2.3.1. Tannins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont constitués par une molécule de sucre (le D-glucose le
plus souvent) est estérifiée par l'acide galligue ou l'un de ses dérivés (acide ellagique,
chébulique ou valonique). (Alice et al., 2015). Ils sont facilement hydrolysables par voie
chimique ou enzymatique ce qui explique leur dénomination (Jimenez et al., 2014).
111.2.3.2. Tannins condensés

Appelés aussi proanthocyanidines, ce sont des polymeéres de flavonoides ne possédant
pas de sucres dans leurs structures. Sont des produits de la polymérisation de flavan-3-ols
(catéchines) obtenus par des liaisons carbone-carbone entre des unités de flavan-3-ols
(Bruneton., 1999). Ils sont aussi désignés sous le nom de « tanins catéchiques » et ne sont
hydrolysables que dans des conditions fortement acides.

Condensed tannins:
R = H: procyanidins
R = OH: prodelphinidins

Exemple de tannins hydrolysables (a) Exemple de tannins condensé (b)

Figure 6. Structure chimique d’un tannin hydrolysable (a) et d’un tannin condensé (b)
(Arbenz et al., 2015 ; Ropiak et al., 2017)
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111.2.4. Coumarines

Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante (Booth et al., 2004). Dans la
cellule végétale elles sont principalement présentes sous forme glycosylée (Hofmann., 2003),
Cette glycosylation est une forme de stockage permettant d’éviter les effets toxiques de ces
molécules.

Le squelette de base des coumarines est constitué de deux cycles accolés avec neuf
atomes de carbone (Ford et al., 2001). A ce noyau peuvent s’ajouter différents groupements
chimiques a I’origine de quatre types de coumarines différentes rencontrées chez les plantes

supérieures (Bourgaud et al., 2006)
.-""'ﬂ' -‘\"-.
.
HO o o

Figure 7: Squelette de base des coumarines (Venugopala., 2013)

Les coumarines peuvent étre divisés en différentes classes : Les coumarines simples,
Les furocoumarines résultent de la fusion d’un cycle furane sur un noyau coumarine simple,
Les pyranocoumarines, Les phénylcoumarines résultent de la fusion d’un cycle phényl sur un
noyau coumarine simple et sont issues du métabolisme de I’isoflavone résultent de la fusion
d’un cycle pyrane sur un noyau coumarine simple.

Elles sont considérées comme des phytoalexines, c'est-a-dire de métabolites que la
plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une infection causée par des
champignons ou par des bactéries. Et les huiles essentielles obtenues a partir de tissus de

plantes peuvent contenir de grandes quantités de coumarines (Yeh et al., 2014)

111.3. Activités biologiques des polyphénols

Composant phénolique Activité biologique Référence
Acide phénolique antipyrétiques (Hennebelle et al., 2004)
anti-inflammatoires
Antioxydantes (Bruneton., 2009)

14
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Anticancéreuse (Medina-Torres et al., 2017)
antidépressives, (Bruneton, 1993) ;
anti-protozoaires, (Hennebelle et al., 2004).
antivirales,
antibactériennes,
fongicides
antiallergiques

Flavonoides Antioxydante (Messai., 2011)
Antidiabétique (Akroum., 2011).
Anti-inflamatoire (YYakhlef., 2010)
Antiallergiques (Ghedira., 2005).
Antispasmodiques
Insectide
Antibactériennes (Azzouzi., 2016)
Antivirales
Anticoagulantes
Anticencirogéne (Nkhili., 2009)

Tanin Antioxydante (Rahman et al., 2006)
Anticoagulant
anti-anxiolytiques, (Okuda et al., 2009)
les antibactériens
antifongiques, (Morey et al., 2016)
les antitumoraux,

Coumarine anti-inflammatoire (Hennebelle et al., 2004)
Antimicrobienne, Antivirales

Lignine Antiviral, (Aissous et al., 2016)

anticancéreux, antimicrobien
antioxydant

IV. Activités biologiques étudiées

IV.1. Activité antioxydante

IV.1.1. Stress oxydant

Des molécules pro-oxydantes appelées radicaux libres ou espéeces réactives de 1’oxygéne

(ERO) sont produites quotidiennement dans 1’organisme. Ces derniéres sont cependant

controlées par les antioxydants. Un stress oxydatif survient lorsque 1’équilibre est rompu

en faveur des radicaux libres. Toute fois, une production excessive de ces molécules réactives

ou une insuffisance des mécanismes antioxydants peut déséquilibrer

oxydant/antioxydant (Okuno et al., 2018).

15
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IV.1.1.1. Espéces réactives de I’oxygene

Les ERO peuvent étre radicalaires (radicaux libres de I’oxygéne a proprement dit) ou

non radicalaires (certains dérivés oxygénés réactifs ne possédant pas d’électron célibataire).

Les différentes espéces réactives de 1’oxygéne sont le radical superoxyde (02" ),
monoxyde d’azote (NO°), perhydroxyle (HO>"), hydroxyle (OH"), peroxyle (RO>’), alkoxyle.
(Gardes-Albert et al., 2003), peroxyde d’hydrogéne (H202) I’oxygéne singulet, acide
hypochloreus (HOcl), peroxynitrite (Lilya et Réda., 2014)

La production de ces espéces reactives est nettement accélérée lors de la réduction du

flux respiratoires, notamment au cours des maladies (Go et al., 2018)
IV.1.1.1.1. Radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique possédant un ou plusieurs électrons non
appariés sur sa couche externe donc tres instable, pour essayer de devenir stable il se balade

partout et perturber la fonctionne des autres molécules (Joris., 2018).

Les phénoménes de stress oxydant interviennent par les atomes d’oxygéne
essentiellement. Cela représente les ERO, le métabolisme normal de I’oxygéne en produit
continuellement en faible quantité. L’oxygene est le receveur universel d’électrons a la fin de
la chaine respiratoire cellulaire mais lors d’un déséquilibre entre la production de ces radicaux
libres et le systéme de défense antioxydant qui permet leur destruction, on observe un stress
oxydatif (Debydupont et al., 2002)

A coté des ERO, il existe des ERN (espéce réactives nitrogénées) dont le représentant
majeur le NO- (Agent vasodilatateur). Il est synthétisé par NO synthases (NOS). Le NO- est un
radical peu réactif mais peut se lier aux radicaux libres oxygénés pour former des molécules
plus toxiques comme les peroxynitrites (Mohammedi., 2013). Et il existe aussi radicaux libres
soufrés, ont comme origine 1’oxydoréduction a un électron du couple disulfure/dithiol de

protéines ou de petits peptides (Benaissa et Bouguerne., 2012)

IV.1.1.1.2. Sources des espéces réactives de I’oxygéne

Il existe plusieurs sources cellulaires d’espéces réactives de I’oxygeéne localisées a
divers endroits de la cellule qui sont produites de fagon permanente durant le
métabolisme normale et durant les périodes de stress.

» Sources Exogenes
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L'exposition prolongée au soleil, ainsi les rayonnements UV, X. induisent la synthése des
ERO peuvent par différents mécanismes faire apparaitre des radicaux libres (Martinéz-
Cayuela., 1995 ; Chen et al., 2012). L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO32)
présents dans notre mode de vie (tabagisme, radiations ionisantes, champs électriques,
polluants industriels), une alimentation déséquilibrée (carences en vitamines et oligo-

éléments) ou encore les situations cliniques (chirurgie, transplantation) (Zerargui, 2015).

» Sources Endogénes

Les métabolismes intracellulaires (endogénes) sont des sources plus importantes d’ERO et
La principale source de radicaux libres dans 1’organisme est cependant I’activité des
mitochondries, ou ils sont produits a partir des électrons fournis dans le cycle de Krebs par
des molécules de pyruvate et des résidus acétyl, et utilisés dans la chaine respiratoire pour les
réactions de phosphorylation oxydative de I’ADP en ATP. Au cours de ces processus vitaux,
5 a 15% des électrons tombent de la chaine de transporteurs et sont transformés en radical

superoxyde toxique (Hippocrate., 2018)
IV.1.1.2. Cibles des radicaux libres

> Action sur ADN

Les radicaux libres attaquent les nucléotides de I'ADN par modification des bases azotées,
par rupture des brins de la chaine nucléotidique, ou par déstabilisation de la forme
géométrique de I'ADN en rompant les liaisons hydrogéne entre bases complémentaires. Ces
actions conduisent a la progression des maladies telles que, le vieillissement et les cancers.
(Karay., 2013)

» Effet sur les protéines et les lipides

Selon (Karray., 2013) les radicaux libres peuvent réagir avec les acides aminés et altérer
la structure des protéines (de transport cellulaire et de récepteurs et enzymes), et modifier

leurs fonctions.

Lors de la peroxydation lipidique, les radicaux libres peuvent arracher un atome
d’hydrogene aux chaines latérales d’acides gras des lipides pour former des radicaux alkyles.
Ceux-ci vont ensuite réagir avec I’oxygene moléculaire pour former des radicaux peroxyles.
La peroxydation lipidique entraine notamment une désorganisation des lipides membranaires,

ce qui peut mener a une lyse cellulaire (Haleng et al., 2007).
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IVV.1.2. Pathologies liées au stress oxydant

Stress oxydant est impliqué dans de trés nombreux désordres et maladies : Athérosclérose
(Henriksen et al., 1983), cancers. (Gentric et al., 2017), accélérant le vieillissement et la
dégradation des cellules et des tissus (Chérifa., 2014), maladies neurodegénératives (Barouki.,
2006), maladies rhumatismales, diabéte, 1’alzheimer, les maladies cardiovasculaires
(Georges., 2015)

IV.1.3. Antioxydants

IV.1.3.1. Définition d’un antioxydant

Un antioxydant est une substance présente en faible concentration par rapport a celle du
substrat oxydable qui, de maniére significative retarde ou empéche I’oxydation de ce
substrat. 1l peut agir en supprimant les ERO, ou en empéchant leur formation, ou encore en

réparant les dommages causés par ceux-ci (Martin et al., 2015).
IV.1.3.2. Principaux antioxydants

Il s'agit principalement des acides phénoliques (Delattre et al., 2005), des tanins,
des coumarines, des flavonoides, le B-caroténe, la vitamine E ou tocophérol, la vitamine C ou

acide ascorbique, des enzymes et des médicaments (Diallo., 2005).
IVV.2. Activité antibactérienne

Les bactéries se sont peu a peu adaptés aux medicaments et leur résistent de plus en plus
(Maamri épse Habibatni., 2009). Et le codt de certains médicaments est tres élevé ainsi que
leur indisponibilité sur le marché (Boudjelal., 2012). Pour cette raison une bonne partie des
recherches scientifiques s’orientent actuellement vers la voie de l'usage des extraits
biologiques actifs des plantes aromatiques et médicinales, notamment vers les huiles

essentielles (Merouane., 2013).
IV.2.1. Agents antibacteriens

On distingue trois catégories des agents antibactériens : agents physiques, agents

chimiques, agents chimio-thérapeutiques

Tableau 6. Principaux agents antibactériens et leurs modes d’action (Benkhaled. et al., 2013).
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Agents antibactériens

Modes d’action

Température | Chaud | Séche ou humide

Dénaturation des protéines
Dénaturation de membrane

Froid Congélation

Tue les germes par la rupture de
leur membranes

Agents Réfrigération Ralentit la multiplication des
physiques germes
Radiations Ultraviolets Agissent au niveau des acides
nucléiques en réalisant des
mutations
Radiations X et y Entrainent des perturbations des
fonctions vitales
Désinfectants Eau oxygénée, Oxydation et dénaturation des
et antiseptiques | halogene, protéines
Agents métaux lourds
chimiques Composés phénoliques, | Altération de la membrane
détergents, aldéhydes cytoplasmique
gaz, alcools, colorants,
conservateur alimentaire
Agents tuent les microorganismes
chimio- pathogénes ou inhibent leur
thérapeu- Antibiotiques développement
tiques

1V.2.1.1. Agents antibactériens naturels

Les recherches actuelles sur les molécules antimicrobiennes d’origine naturelle se

concentrent principalement sur les plantes (Yano et al., 2006).

> Po

lyphénols

phénols sont généralement bactéricides, Cet effet est probablement di a

I’inhibition de certaines enzymes (Elzaawely et al., 2005; Taguri et al., 2006). et

intercaler dans les phospholipides membranaires des bactéries et exercer leurs

effets antibactériens (Daglia., 2011)

Flavonoides la capacité de ces molécules a inhiber 1’expression de I’ADN et la

synthése de certaines enzymes et protéines membranaires des microorganismes

(Ulanowska et al., 2006) sont capables aussi de détruire la membrane

cytoplasmique des cellules bactériennes (Kusuda et al., 2006)
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e tannins peuvent inhiber la formation de biofilms, réduire 1’adhésion aux ligands
de I’hote et neutraliser des toxines bactériennes, comme ils peuvent établir une
synergie avec certains antibiotiques (Daglia., 2011).

e Quinones Leurs cibles probables au sein de la cellule microbienne seraient les
protéines d’adhésion de surface, les polypeptides de la paroi et les enzymes
membranaires (Cowan., 1999).

» Huiles essentielles ont un spectre d’action trés large puisqu’elles inhibent la
croissance des bactéries. Leur activité antimicrobienne est principalement en fonction
de leur composition chimique, en particulier de leurs composés volatils majeurs
(Sipailiene et al., 2006 ; Mebarki., 2010)

> Polypeptides sont chargés positivement et comportent des ponds dissulfures. I
semblerait qu’ils agissent par la formation de canaux ioniques dans la membrane
microbienne ou par inhibition compétitive de I’adhésion des protéines microbiennes
aux polysaccharides des récepteurs de la cellule hote (Yang et al., 2006 ; Dolezilvoka
et al., 2007).

» Alcaloides intercale avec la paroi et/ou ’ADN (Cowan., 1999)

1VV.2.1.2. Antibiotique

Les antibiotiques sont définis comme toute substance antibactérienne d’origine
biologique, synthétique ou semi synthétique (Lavigne., 2007). Les antibiotiques sont des
substances chimiques élaborées par des microorganismes vivants (champignons, bactéries) et

qui inhibent, a tres faibles doses, le développement des bactéries. (Pibiri., 2006)
IVV.2.2. Résistance des bactéries aux antibiotiques

» Résistance naturelle

Appeler aussi résistance intrinseque est une caractéristique propre a une espece
bactérienne et partagée par toutes les souches de cette espece. Pour chaque classe
d’antibiotique, il existe des especes bactériennes pour lesquelles 1’antibiotique est inactif par

défaut de cible ou d’acces a la cible. (Mehdi., 2008).

» Reésistance acquise

Cette résistance résulte d’'une modification génétique par mutation ou d’une acquisition de

matériel genétique étranger (Faure., 2009).
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IVV.3. Activité antidiabétique
1V.3.1. Généralité sur le diabete

Le diabete sucré est un probleme mondial de santé publique qui affecte de nombreux
pays. Il se caractérise par un exces de glucose dans le sang ou hyperglycémie et une insulino

résistance (Lopez-Otin et al., 2013).

Le diabete sucré est une maladie chronique qui survient lorsque le pancréas ne produit
pas assez d’insuline ou lorsque I’organisme n’est pas capable d’utiliser efficacement I’insuline
qu’il produit. Cela se traduit par une hyperglycémie (Bucala., 2014). L hyperglycémie se
définit par un taux de glucose a jeun supérieur ou égal a 1,269/l (mesuré a deux reprises) ou

une glycémie supérieure a 2g/1 a n’importe quel moment de la journée (Ait Ali., 2011).
IVV.3.2. Types de diabete

> Diabéte de type 1

Encore appelé diabete insulinodépendant. Au cours du diabete de type I, des cellules du
pancréas sont détruites entrainant alors une diminution voire une absence totale de sécrétion
d'insuline, le pancréas ne réussit plus a synthétiser suffisamment d'insuline. Le glucose
n'arrive donc plus a pénétrer dans les cellules, augmentant ainsi son taux sanguin et
provoquant une hyperglycémie. Le diabéte de type 1 a une origine auto-immune (Ozturk et
al., 2018).

> Diabéte de type 2

Encore appelé diabéte non insulinodépendant résulte d'une diminution des effets de
I'insuline, Si elle ne fonctionne pas bien, le sucre s'accumule dans le sang, la glycémie

augmente, le diabéte apparait. (Khemtemourian et al., 2016).
1V.3.3. Complications de diabéte

Les complications liées au diabéte ont une origine commune : l'excédent de glucose
dans le Sang. Aprés un certain temps, une trop grande quantité de glucose dans le sang a des
effets néfastes sur les reins (néphropathie), les yeux (rétinopathie), le systeme neurologique
(neuropathie), le cceur (infarctus) et les vaisseaux sanguins (hypertension, artériosclérose,

etc.) (Chettab et Djamil., 2017).
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1VV.3.4. Traitement de diabete

Les traitements du diabéte reposent sur un contréle alimentaire, une activité physique

réguliere et I’administration d’agents hypoglycémiants et/ou d’insuline.

» Insulinothérapie
L’insuline est utilisée dans le traitement du diabéte de type 1 et chez certains patients
présentant un diabete de type 2. (Littele et Rhodus., 2007).
» Phytothérapie

Dans le cas du diabéte, les plantes ont une action hypoglycémiante et parmi les
constituants des plantes ayant une activité hypoglycémiante on trouve les polysaccharides, les
peptides, les alcaloides, les glycopeptides, les triterpenoides, les acides aminés, les stéroides,
les flavonoides, les phénols, les coumarines, les ions inorganiques (Edwin et al., 2008).
L’activité antidiabétique des plantes peut dépendre de plusieurs mécanismes (Jarald E et al.,
2008) ; (KashikarV.S et al., 2011) ;(Singh U et al., 2012) :

¢ Inhibition de I’alpha-galactosidase, béta-glucosidase et alpha-amylase.

e Réduction de la résistance a 1’insuline.

e Stimulation de la sécrétion d’insuline a partir des cellules ou/et inhibition du
processus de dégradation de I’insuline.

e Régénération ou/et réparation des cellules pancréatiques lésées.

o Effet protecteur de la destruction des cellules.

¢ Inhibition de la réabsorption rénale du glucose.

e Prévention du stress oxydatif, qui peut étre impliqué dans le dysfonctionnement
des cellules.

e Stimulation de la glycogeneése et de la glycolyse hépatique.

1V.4. Activité anti-inflammatoire

IV.4.1. Généralité sur I’inflammation

L’inflammation est un mécanisme physiologique de défencee de 1’hdte contre
I’invasion par des agents pathogeénes. Cependant, elle peut avoir des effets néfastes si elle
n’est pas régulée. Elle est accompagnée par la production de divers médiateurs
inflammmatoires tels que les cytokines, les leucotriénes et les prostaglandines (Noack et al.,
2018). En outre, les cellules inflammatoires peuvent produire des especes réactives de
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I’oxygene (ERO) et de nitrogéne qui peut déclencher des réactions d’oxydation toxiques,

conduisant a des lésions tissulaires (Majdalawieh et Fayyad., 2015).

L’inflammation peut étre aigue ou chronique. La premiére est une réponse immédiate
de courte durée, Toutefois, elle peut évoluer vers une inflammation chronique a laquelle

plusieurs maladies peuvent étre liees (Roifman et al., 2011 ; Noack et al., 2018).
IV.4.1.1. Inflammation aigue

L'inflammation aigué est une réponse immédiate & un agent agresseur, de courte durée
(quelques jours a quelques semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée
par des phénomeénes vasculo-exsudatifs intenses (Wirtz et al., 2017). Elle se traduit par quatre
symptomes cardinaux: cedéme, rougeur, douleur et chaleur. Cependant, un échec dans la
résolution provoque une infiltration incontrolée et persistante des cellules inflammatoires,
conduisant ainsi a la progression en inflammation chronique (Khanna et al., 2010 ; Lee et
Surh., 2012 ; Rathinam et Fitzgerald., 2016). La réponse inflammatoire aigué se déroule en

trois phases :

» Une phase vasculaire, immédiate avec dilatation et perméabilisation des vaisseaux

» Une phase cellulaire, consécutive marquée par un afflux de polynucléaires et
macrophages, libération d’enzymes, de phagocytose et production de lymphokines.

» Une phase de résolution, régénération et cicatrisation correspondant a la synthese du
collagene par les fibroblastes (Weill et al., 2003 ; Charles et al., 2010).

IV.4.1.2. Inflammation chronique

L’inflammation chronique est une inflammation qui n’a aucune tendance a la guérison
spontanée et qui évolue en persistant ou en s’aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs
années. A la différence de ce qui se passe dans I’inflammation aigue, les phases vasculaires et
cellulaires ne se succédent pas mais coexistent tout au long de 1’évolution de cette
inflammation. L’inflammation chronique conduit souvent a une perte des tissus ou des
fonctions des organes. Des phénomenes de destruction tissulaire et de tentative de réparation
sont également présents (Lee et Surh., 2012 ; Howcroft et al., 2013 ; Park et al., 2014).
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Figure 8. Principales étapes de la réaction inflammatoire (Weill et al., 2003).

1V.4.1.3. Les Cellules impliquées dans la réaction inflammatoire

e Les cellules endothéliales au centre de se prosessue , elles présentent la cible des
signaux et médiateurs de I’inflammation assure la permiabilité des parois vasculaire,
I’adhésion intercellulaires, se sont aussi des cellules présentatrices de 1’antigéne

e Les polynucléaires : Neutrophiles (PPN), Eosinophiles (PNE), et les Basophiles, Ce
groupe de cellules possede des caractéristiques communes. Elles contiennent un noyau
plurilobé.

e Monocytes et les macrophages, Mastocytes, Les lymphocytes, Les fibroblastes, Les
plaquettes (Botting et Botting., 2000 ; Rankin., 2004).

1V.4.1.4. Médiateurs de I’inflammation

» Meédiateurs plasmatiques

Les médiateurs plasmatiques de I’inflammation sont constitués de trois systemes

interdépendants de protéases plasmatiques;

e le systeme de la coagulation- fibrinolyse, permet la formation du caillot afin de
limiter le foyer inflammatoire et constitue une matrice sur laquelle les cellules
immunitaires peuvent se déplacer (Sanchez-Munoz et al., 2008).

e les kinines, sont des polypeptides plasmatiques, dont la plus active est la

bradykinine. ont une action de relachement des muscles lisse et une vasodilatation
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artétielle et agissent sur les cellules des capilair sanguins pour augmenté la migration
des leucocytes (Henrotin et al., 2001).
e le systtme du complément, c¢’est un groupe de 35 protéines connues de résume dont

I’activation s’effectue par des réactions de protéolyses en cascade
» Mediateurs cellulaires

e Amines vaso-actives : les polynucléaires et les mastocytes secrétent les histamines
et sérotonines, ces derniers entrainent une vasodilatation, (Sanchez-Munoz et al.,
2008).

e Eicosanoides : (leucotriénes, thromboxanes et prostaglandines), des dérivés de
I’acide arachidonique. Les leucotrienes augmentent la perméabilité capillaire, tandis
que les prostaglandines produisent une vasodilatation locale, Les thromboxanes

stimulent les mécanismes de 1’agrégation plaquettaire (Sanchez-Munoz et al., 2008).

e radicaux libres : Durant I’inflammation, la formation des ERO aprés I’excés de
consommation d’O2 par les PMNs. qui rentre initialement 1’activation de la NADPH-
oxydase qui active la production de 1’02 ™, La réaction d’O> ™, sur lui-méme ou avec
d’autres radicaux afin de former d’autres ERO plus puissants comme le H20»
(Serteyn., 2003 ; Hurtado-Nedelec et al., 2014).

e Cytokines et chimiokines: ils sont secrétés par les cellules inflammatoires
éventuellement pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6 et le TNFa) ou anti-inflammatoires
(IL-10) (Noack et al., 2018). ils interviennent dans I’inflammation (Weill et al.,
2003).

e Molécules d’adhésion : qui servent le ciblage du foyer inflammatoire par les

cellules immunitaires (Sanchez-Munoz et al., 2008).
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I. Matériel et méthodes

1.1. Matériel biologique
1.1.1. la plante

Les parties aériennes de la plante médicinale Artemisia herba alba sont collectées
pendant la saison de floraison loin de la pollution et ceci pour écarter toute modification dans

la composition chimique de cette plante.
1.1.2. Souches bactériennes utilisées

Afin de tester le potentiel antibactérien d’Artémisia herba alba in vitro, Les souches

bactériennes utilisées sont des souches de référence obtenues de 1’American type culture

collection (ATCC) (Tableau 8).

Tableau 7. Souches utilisées dans I’activité antibactériennes (Zerrouak et Hadji., 2019)

Staphylococcus epidermidis. Positif (ATCC 14990)
Escherichia coli Négatif (ATCC 25922)

1.2. Réactifs chimique et équipements
1.2.1. Réactifs chimiques et milieux de culture utilisés

Tableau 8. Réactifs chimiques, milieux de culture et antibiotiques utilisés.

Méthanol Macération et Extraction

Ethanol Etude qualitative
FeClI3

’acide chlorhydrique
chlorure de fer (FeCls) a 1 %.
réactif de FolinCiocalteu Etude quantitative
carbonate de sodium a 20 % (Naz CQ3).
I’acide gallique

trichlorure d’aluminium(AICl3) a 10%
la quercetine

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) Activité antioxydant
I'acide ascorbique
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e Milieu Mueller-Hinton (MH) Activité antibactérienne
e tampon phosphate Activité antidiabétique

e amylase

e amidon

e acide citrique a 50%.

e Sérum bovine albumine (BSA) 0.5% Activité anti-inflammatoire

e Declofinac

1.2.2. Equipements

Parmi ’appareillage utilisé utilisés & presque toutes les étapes se trouvent les mémes
que ceux utilisés par la plupart des chercheurs : Spectrophotomeétre (spectrum SP-UV 2005),
agitateur magnétique (SCILOGEX), vortex (VELP), etuve universelle de 5 a 220°C avec
ventilation (MEMMERT), papiers filtre, micropipette, balance analytique (OHAUS), balance
(KERN PCB), réfrigérateurs (Liebherr), bain Marie (nive bath, MEMMERT), autoclave
(Raypa), pH métre (Hanna instruments)et la verrerie: béchers, pipettes, ballons, éprouvettes

graduées, flacons, support, spatule.

1.3. Méthodes

Ce travail est divisé en deux parties:

» Partie phytochimique : elle a comporté
e La préparation de I’extrait de [’ Artémisia Herba Alba ;
e Les tests phytochimiques ;
e Le dosage des polyphénols totaux, des tanins et des flavonoides.
» Partie biologique : pour :
e L ’évaluation de l'activité antioxydante de I’extrait obtenu par la méthode piégeage
du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH).
e [’¢évaluation de 'activité antibactérienne.
e [’évaluation de I’activité antidiabétique in vitro.

e [’évaluation de l'activité anti-inflammatoire in vitro.

1.3.1. Préparation de I’extrait

Différentes méthodes d’extractions peuvent étre adaptées a I’extraction des composés

naturels. Parmi celles-ci la macération est la plus utilisé, car c’est une technique simple et
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facile a mettre en ceuvre. Une quantité de 60 g de la poudre de la plante, a été mise en contact
avec 300 ml du méthanol/eau & 80/20 (v/v). La préparation ont été agitée a la température
ambiante et a 1’abri de la lumiere pendant 24h. Apres filtration par un papier filtre, 1’extrait

ont été évaporés. L’extrait méthanol/eau a été ensuite mis dans 1’étuve a 40 °C.
1.3.2. Extraction des HEs par hydrodistillation

Les HEs d’Artémisia herba alba est obtenue par hydrodistillation a I'aide d'un

appareil de type Clevenger (Wang et al., 2005).

Cette opération consiste a introduire 50g de la partie aérienne de la plante dans un
ballon de 1 litre, imprégné dans 500 ml d’eau distillée, sans remplir le ballon pour éviter les
débordements de I’ébullition. L’ensemble est porté a ébullition a 1’aide d’une chauffe ballon;
en prenant garde de ne pas chauffer jusqu’a sec. L’HE s’évapore avec les vapeurs d’eau
dégagées qui se condensent entraversant un réfrigérant puis elle est recueillie a I’autre bout du
montage. L'huile essentielle se sépare de I'nydrolat par simple différence de densité. Elle
surnage au dessus de I'nydrolat, puis attirer I'huile de sortie, et conservée dans un flacon
opaques bien fermés a température basse (4 a 5 C°). La durée d’extraction est plus de trois
heures a partir du début d’ébullition (Piochon., 2008).

1.3.3. Etude phytochimique
1.3.3.1. Etude qualitative

L’étude phytochimique qualitative permet de détecter les différentes familles
chimiques présentes dans 1’extrait préparé par des réactions de coloration, de précipitation et
des observations sous lumiére ultra- violette. Ces tests (répétés trois fois) ont été réalisés selon

les techniques décrites par : (Harborne., 1998) et (Bruneton., 1999).

» Mise en évidence des composés phénoliques :

L'extrait (0,1 g) a été dissout dans 3 ml d'éthanol et 5 gouttes de FeCls y ont été
ajoutées, la présence des composés phénoliques a été marquée par l'apparition de la

coloration bleue verdatre.

> Mise en évidence des flavonoides
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Ajoutez & 1 ml de I’extrait 1 ml de I’acide chlorhydrique concentré et 3 coupeaux de
magnésium ou la présence de flavonoides est révélée par 1’apparition d’une couleur rouge,

orange ou rose.

» Mise en évidence des tanins

Dans un tube a essai, nous avons introduit 2 mL de 1’extrait a analyser avec 0,5 mL
d’une solution aqueuse de chlorure de fer (FeClz) a 1 %. En présence de tanin, il se
développe une coloration verdatre (Tanins Cathéchique) ou bleu noir (Tanins Gallique)
(Edeogal et al., 2005).

1.3.3.2. Etude quantitative
1.3.3.2.1. Dosage des composés phénoliques
1.3.3.2.1.1. Dosage des polyphénols totaux (réactif de Folin Ciocalteu)

La teneur en phénols totaux des extraits a été déterminée par la méthode de Folin
Ciocalteu, mélange de complexes d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et 1’acide
phosphomolybdique (H3PMo012040) de couleur jaune.

Le principe de la méthode est basé sur 1’oxydation des composés phénoliques par ce
réactif. Elle entraine la formation d'un nouveau complexe molybdene-tungsténe de couleur
bleu qui absorbe a 760 nm. Le test en question, consiste a mélanger une quantité de 0.5 ml de
I’extrait a différentes concentrations avec 1ml du réactif de Folin—Ciocalteu fraichement
préparé (10 fois dilué) et 1ml de carbonate de sodium a 20 % (Na2 COs). L’ensemble est
incubé a I’obscurité et a température ambiante pendant 60 minutes et la lecture est effectuée
contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre a 760nm. La quantification des polyphénols a
¢té déterminée en fonction d’une courbe d’étalonnage, réalisée par [’acide gallique a

différentes concentrations, dans les mémes conditions que 1’échantillon (Wong et al., 2006).
1.3.3.2.1.2. Dosage des tanins totaux

La technique de dosage des tanins condensés est basé sur la réduction de 1’acide
phosphomolybdique et tungstique en milieu alcalin, en présence de tanins pour donner une

coloration bleue dont I’intensité est mesurée a 760 nm.
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Les tanins sont dosés selon la méthode colorimétrique de Folin Denis décrite par
Joslyn, 1970 modifiée. Des dilutions convenables de 1’extrait sont préparées, ainsi qu’une

gamme d’étalon (Joslyn., 1970).

Préparation des différentes solutions comme La solution saturée de COsNaz. Puis
préparation de la gamme étalon ; est utilise 1’acide tannique comme standard de calibration.
A partir de la solution mére (SM) 1mg /ml d’eau distillée, on prépare des dilutions allant de
0,5 & Img/ml selon (ANNEXE 1).

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

») selon 1’équation suivante :

" Tt=C.V/M \l

C : Concentration de I’extrait équivalente a 1’acide tannique, obtenue a partir de la courbe

d'étalonnage (mg/ml) ; V : Volume de I’extrait (ml); M : Poids sec de I'extrait de la plante (g).
1.3.3.2.1.3. Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium est utilisée pour quantifier les flavonoides

dans I’extrait de la plante (Patel etal., 2014).

A 1 mL d’échantillon ou standard (préparés dans le méthanol) est ajouté 1 mL de la
solution d’AlCIz (2% dans le méthanol). Aprés 10 minutes de la réaction, I’absorbance est lue
a 430 nm. La teneur en flavonoides a été¢ calculée a partir d’'une courbe d’étalonnage (y=
ax+b) réalisée par la quercetine a différentes concentrations (0-40 pg/mL) dans les mémes
conditions que les échantillons ainsi que la retine. Les résultats sont exprimiés en
microgramme équivalents de quercétine par milligramme d’extrait sec (Ug EQ/mg d’extrait

Sec).
1.3.4. Activités biologiques
1.3.4.1 Evaluation de P’activité antioxydante

» Principe
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L'activité antioxydante est déterminée par spectrophotomeétrie par le dosage du DPPH
le principe de ce test se résume en la capacité de ’extrait a réduire le radical libre DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette foncée, qui se transforme en coloration
jaunatre (aprés réduction). Cette décoloration est mesurable par spectrophotométrie

(Merouane et al., 2014).

(1 ] . 7
| -+ Antioxydant -OFH ! + Antioxydant-O .
i NH
O \'@/ TNC» MNO \Q/ O
DPPH (Violet) DPPHH (Jaumne)

Figure 9. Mécanisme de réduction du radical libre DPPH par un antioxydant (Talbi et al,
2015).

» Mode opératoire

L’effet de 1’extrait sur le DPPH est mesuré par la procédure décrite par Benariba et al,
(2013) avec quelques modifications. 100 pl de chacune des différentes concentrations de
I’extrait ont ét¢ mélangés avec 900 pl d’une solution méthanolique de DPPH a 0.004
%(ANNEXE 1). Aprés une période d’incubation de 30 minutes a température ambiante, les
absorbances a 517 nm ont été enregistrées. Le controle négatif est composé de 100 ul de
méthanol et de 900 ul de la solution de DPPH. Le contrdle positif est représenté par une
solution d'un antioxydant standard : I'acide ascorbique. Les résultats obtenus pour I’extrait

testé ont été exprimés par rapport a ceux obtenus pour 1’ascorbique dans les méme conditions.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%) :

[ Pourcentage d’inhibition % = [(Abs contrdle — Abs test)/ Abs contréle] x 100 D

Abs ¢ : Absorbance du contrdle sans extrait aprés 30 min ; Abs e : Absorbance de

I’échantillon testé apres 30 min.
1.3.4.2. Evaluation de ’activité antibactérienne

» Principe

La technique la plus utilisé est de diffusion en milieux géloses sur boites de pétri en

adaptant la méthode de disques décrite par (Bendif., 2017).

31



Chapitre 1. Matériels et méthodes

Cette technique repose sur la diffusion de I’extrait sur le milieu solide dans une boite de
Pétri, avec création d’un gradient de concentration aprés un certain temps de contact entre le

produit et le microorganisme cible (Heni., 2016).

L’activité antimicrobienne est déterminée en termes de diamétre de la zone d’inhibition

produite autour des puits (ou des disques) aprés 24 h d’incubation a la température adéquate
(Bouhdid et al., 2006).

» Mode opératoire

La gelose de Muller -Hinton (milieu spécifique pour les bactéries) préparer le méme

jour (ANNEXE 2) préte a I’'usage est coulée dans des boites de pétrie stériles.

Les especes bactériennes (Staphylococcus Ep, Echerichia coli) repiquées par la
méthode des stries sur gélose Mueller Hinton, puis incubées a 37 °C pendant 18 a 24 heures

afin d'obtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de I’inoculum.

A l'aide d’un inoculateur prends quelques colonies bien isolées et parfaitement

identiques et est mises dans 10 ml d'eau physiologique stérile a 0.9% de sel (Na CI).

L’ensemencement doit se faire en moins de 15 min aprés la préparation de 1’inoculum.

Et se fait sur des boites contenant le milieu gélosé Mueller Hinton bien séché.

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne, I’essorer en le pressant
fermement, en tournant sur la paroi interne du tube, afin de le décharger au maximum. Fait un
¢talement uniforme.et Frotter I’écouvillon sur la totalité¢ de la surface gélosée, séche, de haut
en bas, en stries serrées. Et répéter I’opération deux fois, en tournant la boite de pétri 60° a

chaque fois, sans oublier de faire pivoter 1I’écouvillon sur lui-méme.

En fin I’ensemencement est finir, en passant 1’écouvillon sur la périphérie de la gélose.
Déposer a l'aide d'une pince stérile les disques (trois disques par boite), imprégné de 1’extrait

végétal, sur la surface de la Muller Hinton.

Placer les boites de pétri a basse température (4°C) pendent 15 a 30min afin de
permettre au extrait de diffuser dans la gélose avant que les bactéries ne commencent a se
multiplier. (Braz et Mohamed., 2018).

Retirer les boites du réfrigérateur et les placer a 1’étuve, a la température optimale de

croissance du germe a étudier (37 °C) pendent 24 h
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Aprés 24 heures d’incubation, mesurer a 1’aide d’une régle graduée le diamétre
d’inhibition des bactéries auteur des disques. Le diameétre (mm) de la zone entourant le disque

est proportionnel a la sensibilité du germe étudié (Braz et Mohamed., 2018)
1.3.4.3. Evaluation de P’activité antidiabétique in vitro

v' Test d’inhibition de I’alpha- amylase
» Principe

L’amylase de mammifere, sécrétée par la glande pancréatique et de la salive comme
étant une enzyme glycolytique a travers le suc pancréatique dans I’intestin, est I’enzyme clé
qui catalyse la premiere étape du processus digestif des hydrates de carbone (glucides). Les
inhibiteurs de l'hydrolyse des hydrates de carbone par I’amylase dans le tractus digestif
retardent leur digestion et prolongent son temps, causant une réduction dans le taux
d’absorption du glucose (Megh-Raj et al. 2008), et par conséquent diminution des niveaux de

glucose plasmatique et abaissement de I’hyperglycémie (Hong et al., 2008).

» Mode opératoire

Selon la méthode Sindhun et al. (2013) au préalable deux solutions ont été préparées, a
savoir la solution mere d'amidon a 1 % et la solution d’amylase a 2,5 mg /ml dans le tampon
phosphate 0,02 M a pH 6,95 (ANNEXS 1), les deux solutions sont conservées a une

température de 4°C.

e Le mélange réactionnel contient ;

300 pL du tampon phosphate, 80 pL de I’extrait a (0,05-0,7 pug/ml) et 20 uL d’amylase. Le
mélange est incubé pendant 15 min, ensuite 100 uL d’amidon sont ajoutés. Enfin, la réaction
enzymatique est stoppée par l'ajout de 2 ml de la solution acide citrique & 50%. Et

I’absorbance est enregistrée a 450 nm contre un blanc.

L’activité inhibitrice de chaque extrait est calculée selon la formule suivante :

Inhibition d’alpha amylase = DO contrdle - DO échantillon /DO Controle x 100

1.3.4.4. Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire in vitro

» la méthode d’inhibition et dénaturation des protéines (Williams et al., 2008) avec

des modification.
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La méthode consiste a préparer quatre solutions :

e La solution d’essai (0.5 ml) composée de 0.45ml de la solution aqueuse de sérum
bovine albumine (BSA) 0.5 % et 0.05 ml de I’extrait.

e La solution contréle test (0.5 ml) composée de 0.45 ml de la solution aqueuse de
sérum bovine albumine (BSA) 0.5 % et 0.05 ml d’eau distillé.

e La solution contrdle produit (0.5 ml) composée de 0.45 ml d’eau distillé et 0.05 ml
de I’extrait.

e La solution standard test (0.5 ml) composée de 0.45 ml de la solution aqueuse de
sérum bovine albumine (BSA) 0.5 % et 0.05 ml de la solution de standard diclofenac

de sodium a concentration de 250 pg /ml.

Les échantillons incubés a 37 °C pendant 20 min, ensuite la température était augmentée
pour garder les échantillons a 57 °C pendant 3 min, apres refroidissement des tubes, 2.5 ml de
la solution phosphate tampon salin (pH 6.3) a été ajouté aux solutions ci-dessus, 1’absorbance
a été lue par le spectrophotometre UV-visible a 255 nm, et le pourcentage d’inhibition de la

dénaturation des protéines a été calculée comme suit :

Pourcentage d’inhibition = 100 - (Abs de la solution Test — Abs de la solution

contréle) / Abs de la solution controle test *100

Le contrble représente 100 % de protéine dénaturées ; et les résultats sont comparés avec

le Diclofenac de sodium (250 pg/ml).
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Chapitre 111. Résultats et discussion

A cause de la pandémie mondiale Covid-19 survenue en début de I'année 2020 et les
décisions administratives émanant de notre université prisent en mois de mars 2020, nous
étions dans I'impossibilité matérielle et sanitaire de realiser la partie pratique attendue de ce
travail. Aussi et afin d'enrichir ce document, nous avons sélectioné quelques résultats obtenus
par d'autres auteurs et ce dans une optique d'aboutir a une discussion interrésante et un

contenu riche scientifiquement.
|. Résultats de I’étude qualitative

> Mise en évidence des composés phénoliques et des flavonoides

Le tableau suivant regroupe les résultats de différentes analyses réalisées au niveau du

laboratoire de I’université Abbes Laghrour de Khenchela (Ghedir et Boudjemaa., 2017).

Tableau 9. Résultats des tests de la détection des composés phénoliques et des flavonoides

dans la matiere végétale Artemisia herba alba (Ghedir et Boudjemaa., 2017).

Composes phénoliques Flavonoides
Extrait Couleur Quantité relative Couleur Quantité relative
méthanolique Vert noiratre +H+ Orange ++

+++ : Présence en forte quantité ; ++ : Présence en quantité moyenne

» Mise en évidence des tanins

Les principaux résultats réalisés sur I’extrait méthanolique de la plante Artemisia herba

alba par (Ababsa et Boukaous., 2018) sont consignés dans le tableau 10.

Tableau 10. Résultats des tests de la détection des tanins dans la matiere végétale Artemisia
herba alba (Ababsa et Boukaous., 2018)

Types Quantité relative Couleur
Tanins catéchique Galliques - /
Catéchiques +++ coloration
verdatre
Tanins vrais + bleu noiréatre
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Les familles chimiques détectées sur la plante Artemisia herba alba (les composes
phénolique, flavonoides et tanins) viennent confirmer les travaux de (Kahlouche et al.,2015)
et (Sellami et al.,2010) sur la méme plante. Cependant, des résultats différents en matiére de

molécules de tannins trouvées d'autres chercheurs.
I1. Résultats de I’étude quantitative
11.1. Dosage des composés phénoliques

11.1.1. Dosage des polyphénols totaux (réactif de FolinCiocalteu)

Les travaux conduits par (Katalinic et al., 2010 ; Mulinacci et al., 2004 et Koffi et al.,
2010), confirment que le méthanol en combinaison avec I’eau permet une meilleure extraction
des polyphénols totaux. C’est pour cette raison que nous avons utilisé les résultats liés a
I’extrait méthanolique de la plante médicinale Artemisia herba alba.

La teneur en polyphénols totaux des I’extraits a été calculée a partir de la courbe
d'étalonnage linéaire (réalisée a 1’aide de différentes concentrations de 1’étalon acide gallique
a partir d’une solution mere). Elle est exprimée en mg equivalent acide gallique par gramme

d’extrait (mg EAG/g d’extrait).

Nous avons comparé les résultats concernant la teneur en polyphénols totaux des

I’extraits d’Artemisia herba alba trouveés par différents chercheurs.

teneur en polyphénols des extraits méthanoliques (mg EAG/g d'extrait)
140

120
100
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40
.
0 - T T
Boulanouar etal  Kawther etal.2012 Saffidine et al 2015
2017

M extraits méthanoliques

Figure 10. La teneur en polyphénols totaux des extraits méthanoliques d Artemisia herba

alba
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Daprés les résultats de la figure 10 nous remarquons que la teneur en polyphénols
totaux des extraits méthanoliques d’Artemisia herba alba est de 1’ordre 24.963 mg EAG/g
d’extrait, 32.377 mgEAG/g d’extrait et 114.45 mgEAG/g d’extrait, ces valeurs soient
trouvées par les chercheurs ( Boulanouar et al., 2017), (Kawther et al., 2012) et ( Saffidine et

al 2015) respectivement.

Les résultats de L’étude réalisée par (Khlifi et al., 2013), ont révélé que Artemisia
Herba-Alba est plus riche en composés phénoliques avec une concentration de 123.95 + 4.30

mg EAG/g d’extrait.

Ou cela peut étre interprété comme la quantité des composés phénoliques des extraits
de plante étudiée dépend essentiellement : de 1’origine (Ebrahimzadeh et al., 2008), la variéte,
la saison de culture, la saison de récolte, les conditions climatiques et environnementales, la
localisation geographique, les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité

de la plante (Park et Cha., 2003) et la durée de conservation.
11.1.2. Dosage des tanins totaux

Le dosage des tanins a été réalisé selon la méethode colorimétrique de Folin Denis.
L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 760 nm. Les résultats sont représentés

dans la courbe d’étalonnage (Charif et Louizini., 2016)

1.6 W =1514,3x

Absorbance & 760 nm

o 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
concentration d"AT (mg/ml)

Figure 11. Courbe d’étalonnage de I’acide tannique (Charif et Louizini., 2016)

La quantité des tanins a été rapportée en milligramme d’équivalent d’acide tannique par

gramme de poids sec de I’extrait (mg EAT/g Ps).

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des tanins est :

Tt=7.99 x 10° + 1.96 x 10° mg EAT/g Ps
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D’apres ces résultats, on remarque que la teneur en tanins de extrait d’ Artemisia herba

alba est tres faible avec une concentration de 0.0000799 mg EAT/g Ps.

Alors que, une concentration de 0.175 mg EC/g d’extrait est obtenue de la méme

espéce par (khirddine., 2013).
11.1.3. Dosage des flavonoides

Nous avons comparé les résultats concernant la teneur des flavonoides trouvés par

différents chercheurs.

La teneur en flavonoides des extraits a été calculée a partir de la courbe d'étalonnage
linaire (réalisée a I’aide de différentes concentrations d’équivalent de standard a partir
d’une solution mere) et exprimée en équivalent quercitine par 100 gramme d’extrait (EQ

/100gE).ou en équivalent rutine par gramme d’extrait (ER/gE)

Teneur en flavonoides (mg de Rutine /gd’extrait)

M Teneur en flavonoides (mg de Rutine
/gd’extrait)

Kawther et al, 2012 Boulanour et Abedelaziz, 2014

(A)

Teneur en flavonoides (équivalent quercitine/100g MS)

0.305

0'0223 H Teneur en flavonoides (équivalent

0.285 quercitine/100g MS)
0.28 -+

0.275 A
0.27 A

Kessoum Samia, 2014 Saoudi et al., 2010

(B)

Figure 12. La teneur des flavonoides ou le Standard Une fois c'est la rutine (A) et dans 1’autre
fois le standard est quercitine (B).
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D’apres la figure 12, On peut donc dire que I’ Armoise blanche est trés riche en
flavonoides, ce résultat est assemblable a celui de (Khireddine., 2012) et semble légerement

inférieure a celles trouvées par d'autres auteurs pour la méme espece (Akrout et al., 2011 ).

Concernant la teneur en flavonoides, la raison principale pour laquelle nous avons
choisi cette classe de polyphénols, réside dans le fait que les flavonoides constituent la classe
polyphénolique la plus importante, avec plus de 5000 composes déja décrits (Gomez-
Caravaca et al., 2006)

I11. Evaluations des activités biologiques

I11.1. Evaluation de P’activité antioxydante

L’activité anti oxydante de I’extrait méthanolique de cette plante vis-a-vis du
radical DPPH a été évaluée a 1’aide d’un spectrophotométre réglé a 517 nm en suivant la
réduction du radical DPPH.

Les résultats du pouvoir antioxydant de I’extrait méthanolique de la plante étudiée,
exprimés en pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de concentration de
I’extrait méthanolique de la plante Artemisia herba alba sont illustrés dans la figure 14
(Ababsa et Boukaous., 2018)

Ababsa et Boukaous en 2018 ont constaté que le pouvoir antioxydant de 1’extrait
méthanolique de la plantes étudiée augmente avec I’augmentation des différentes
concentrations préparées a partir d’une solution mére. Et en comparaison avec le pouvoir

antioxydant de 1’acide ascorbique figure 13.
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Figure 15. Pourcentages de DPPH résiduels en fonction de concentrations de 1’extrait

méthanolique d’Artemisia Herba Halba (Yacheur., 2016)

Tandis que les résultats de (Djelti et Belhadji., 2016) sont exprimés en pourcentage
de piégeage du radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations de 1’extrait.

La figure 16 représente les résultats de I’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba

représente un pourcentage d’activité anti oxydante de I’ordre (91,56 % +0,001).
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Figure 16. Variation du pouvoir antioxydant de 1’acide ascorbique et de I’extrait de plante.
(Djelti et Belhadji., 2016)

Nous avons constaté que le pouvoir antioxydant 1’extraits de la plante étudiée augmente

avec I’augmentation des différentes concentrations préparées a partir d’une solution mere

La variation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations d'extrait permis

de calculer la concentration efficace ; Clsg

1C50
0,5
0,8
0,7
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Figure 17. Valeur De Clso trouvées par divers chercheurs

Le résultat obtenu concernant I’Clsg de 1’extrait méthanolique d’Artemisia herba alba
trouvés par ;(Saliha et Seddik., 2014) ; (Ababsa et Boukaous., 2018) ; (Oana et al., 2012) et
(Yacheur., 2016) sont: 0.058 (mg/ml) ; 0.058 (mg/ml); 0.57 (mg/ml) et 0.059 (mg/ml)
respectivement. Mais le travail de (Boulanouar et abedelaziz, 2014) présentent une valeur
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d’Clso égale a 0.039(mg/ml) c'est la valeur la plus faible des résultats mentionnés, tandis que
(Babita et al., 2014) présentent une valeur d’Clsop = 0,82 (mg/ml) car selen Sahgal et al.
(2009), une valeur faible d’Clsp indique une activité antioxydante forte.

Ce résultat signifie que I’extrait posséde une activité anti oxydante puissante et la

plante représente une activité anti oxydante élevée.
111.2. Etude de I’activité antibactérienne

Résultats trouvés par Zerrouak et Hadji en 2019 pour I’activité antibactérienne
d’extrait éthanolique d'Artemisia herba alba et I’huile essentielle, testée vis-a-vis de deux
souches bactériennes via la méthode de diffusion sur disque (Bendif., 2017).

Tableau 11. L’activité antibactérienne de 1I’extrait éthanolique et les huiles essentielles
d'Artemisia herba alba (Zerrouak et Hadji., 2019)

Zone d’inibition (mm)

Plante Staphylococcus ep E. coli

Iml|05ml |[0.25ml [0.16 ml |1 ml 05mlj0.25ml |0.16 ml

L’extrait éthanolique de | / / / / / / / /
I’ Artémisia herba alba

HE de I’ Artémisia / / / / 12 10 10 8
herba alba

Figure 18. Les résultats de I’effet antibactirienne de ’extrait éthanolique d'Artemisia herba alba sur

les deux souches bactériennes
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Figure 19. Les résultats de I’effet antibactirienne des HES d'Artemisia herba alba sur les deux

souches bactériennes (Zerrouak et Hadji., 2019).

A: effets HEs d' Artemisia herba alba sur bactérienne Staphylococcus ep B: effets HES

d'Artemisia herba alba sur bactérienne Escherichia coli

Les résultats révelent que 1’extrait d Artemisia herba alba n'exerce aucun effet sur les
deux souches bactérienne (Escherichia coli et Staphylococcus ep). Par contre, I'essence d'
Artemisia herba alba exerce un effet sur la bactérie E. coli. Par rapport la bactérie S. Ep

111.3. Evaluation de P’activité antidiabétique in vitro

Certaines études ont montré que les espéces végétales du genre Artemisia, utilisées
dans les systemes ethnomédicaux d'Asie, ont des propriétés antidiabétiques (Dabe et Kefale.,
2017).

Artemisia herba alba parmi les plantes utilisées dans le traitement du diabete ce
résultat est similaires avec plusieurs études indiquant l'utilisation de cette plante dans le
traitement du diabéte (Boudjelal et al., 2012; Hamza et al., 2009).

In vitro, l'inhibition de l'activité de 1'a-amylase par I'extrait alcoolique d'Artemisia
herba alba a été rapportés par (Awad et al., 2012): I'extrait d'alcool éthylique a 70%
d'Artemisia herba alba ont inhibé l'activité de l'a-amylase de 11%, qui pourrait étre un
mécanisme d'action par le quel I'extrait d'Artemisia herba alba pourrait abaisser la

concentration du glucose y compris une glycémie basse.

(Miliauskas et al., 2004) ; (Silva et al., 2006). Ils ont démontré qu'il existe une relation
significative entre les composés phénoliques et les flavonoides végétaux et leurs activités

antioxydantes et inhibiteurs d'alpha-amylase.
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111.4. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire in vitro

Les résultats obtenus par (Rehrah., 2015) utilisant I'éthanol comme solvant ou il a
comparé le pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique pour deux autres plantes tel
que ’origan et la lavande. Et malgré le changement de concentration 1’Artemisia herba alba
reste toujours dominante et atteint le maximum a une concentration de 100 pg/ml avec un
pourcentage de I’ordre 65.06 £0.019 %.

Contrairement au diclofénac, qui a été utilise comme référence (standard) a un
pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique égal 94,22 +1,32 %. (Guerfaet
Ounaissia., 2015).Tandis qu'il existe des recherches indiquant que les huiles essentielles de

I’armoise n'ont aucun effet contre la dénaturation protéique (Guerfa et Ounaissia., 2015).
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Conclusion et perspectives

La découverte de ressources naturelles du regne végetal reste capitale pour la mise au
point de nouveaux remedes thérapeutique. La présente étude a porté sur la plante médicinale
Artemisia herba alba qui appartient & la famille des Asteraceae, ’'une des familles les plus
importantes de la flore Algérienne, Elle a permis de mettre en évidence a travers un criblage
phytochimique la présence de différents métabolites secondaires en particulier polyphénols,
tanins, et les flavonoides avec des teneurs élevé consternant les polyphénols et les
flavonoides mais pas les tanins, on les trouve en plus petite quantité.

Le test de piégeage du radical DPPH montré que I’extrait méthanolique de la plante
¢tudiée a un pouvoir antioxydant élevé par rapport a I’acide ascorbique comme antioxydant
standard.

La richesse de ’extrait de la plante en polyphénols et flavonoides ainsi des tanins a
démontré que la plante étudiée a une meilleure activité antioxydante d’Clsg d’ordre de
0.059(mg/ml) ; 0.058(mg/ml) ; 0.57 (mg/ml) ; 0.039 (mg/ml) ; 0,82(mg/ml).

Ce qui concerne le pouvoir antibactérien par la méthode de la diffusion sur disque,
L’extrait d ’Artemisia herba alba n’agit pas contre les souches bactériennes Staphylococcus
Ep et E. coli mais Son huile essentielle efficace pour la bactérie Staphylococcus Ep.

L’estimation de D’activité antidiabétique in vitro, ainsi 1’évaluation de I’effet anti-
inflammatoir in vitro de I’extrait éthanolique d’Artemisia herba alba sur I’inhibition de
I’alpha- amylase et de la dénaturation des protéines respictivement ont révelé des
pourcentages d’inhibition importants.

Nombreuse perspective expérimentales écoulent de cette recherche. Et a la lumiére de

ces résultats, il est souhaitable de compléter et d’approfondir ce travail par :

% Une étude de I’activité antioxydante par d’autres méthodes (-carotene, ABTS)

% élargir le panel des activités antioxydantes, antibactériennes, antidiabétiques et anti-
inflammatoires in vitro et pourquoi pas in vivo.

% Faire une étude comparative avec les autres fractions extraites a partir de la méme
plante.

%+ L’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits vis-a-vis d’autres bactéries et
champignons pathogénes et définir leur mode d’action.

s Isolement des molécules responsables des activités antioxydantes observées.
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Annexe 1

Préparation des réactifs

@
L4

Préparation de 1Mm de DPPH (Bougandoura, 2013)

0,04 =100 ml
X EBE=p 10miEeE=—="> X=10%0,04/100==>> X =0,004g

Le DPPH 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (C1sH12NsOs) a été solubilisé dans du methanol

absolu pour avoir une solution de 1 Mm

Préparation de la solution de carbonate de sodium (Na2COs) 20%(Charif et
Louizini., 2016)

e Dissoudre 20g dans un volume de 100ml d’eau distillée.
Préparation de la solution de (AICI3) a 2% (Charif et Louizini., 2016)

e Dissoudre 2g dans un volume de 100ml d’eau distillée.
Préparation de la solution du chlorure de fer (FeCls) 0.1%(Charif et Louizini.,
2016)

e Dissoudre 0.1g dans un volume de 100ml d’eau distillée.

Préparation de I’eau physiologique stérile (composition en g/l) (Charif et Louizini.,
2016)

e Chlorure de sodium(NaCl)..............ccoeeiiiniinnn... 9g.
e Faudistillée...........oooiiiiii 1000ml.
o pH=7.

e stérilisation & 120°C/15min.
Préparation du Tampon phosphate salin (pH 6.3) (Belhadj., 2018)

2g Na ClI

)

0.05 g kCl

> [ + 200 ml eau distille

0.06 KH2PO4 pH=6.3

0.036g Na2 PO4 —

Al




% Préparation des dilutions de I’acide tannique (Joslyn., 1970) modifié.

Tableau. Préparation des dilutions de 1’acide tannique

Concentration 0 1 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5
mg/ml
Volume SM 0 2000 1800 1600 1400 1200 1000
()
Volume E.D 2000 0 200 400 600 800 1000
()

Chaque dilution (dilution d’acide tannique et 1’extrait aqueux) est traitée selon le

protocole décrit par la figure ci-dessous :

Protocole de dosage des tannins (Joslyn, 1970) modifié

Iml de I"échantillon
+ 75ml d’eau disullée

+ 10ml de réactif de Folin Dems

+ 20ml de la solution saturée de CQO:Naz

Incubation a4 T  ambiante et I"obscurité pendant 30min

Agitation mecanigque

Lecture des DO a 760 nm




Annexe 2
+« Préparation de milieu de culture (Zerrouak et Hadji. 2019)

Geélose de Muller Hinton est une gélose standardisée pour les tests de sensibilité des
souches bactériennes a différentes concentrations d’extrait, pour la préparation de la gélose de

Muller Hinton, on a besoin :
- 239 de la poudre du Muller Hinton.
- 259 de l'agar agar.

Le milieu de culture préparé comme suit :

Dissoudre 23 g de la gélose déshydratée dans 1 litre d’eau distillée, puis on mesure le
pH a l’aide d’un pH-métre, et ajuster le pH a 1’aide d’une base NaOH ou d’un acide HCI
jusqu’au pH=7.00. Faire bouillir avec agitation jusqu'a dissolution compléte, homogénéiser la
suspension obtenue avant de répartir, puis répartir le volume dans des flacons de verre bien
fermé pour stériliser, puis auto-claver pendant 15 minutes a 121°C. laisser le refroidir, puis
couler en boite de pétri (25ml par boite) dans un milieu stérile et laisser reposer. Ils sont préte

a l'utilisation immédiatement ou stocker a 2°C a 8°C pendant une semaine au plus.

Gélose nutritive de Mueller Hinton.



