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Liste des abréviations

A. Herba Alba : Artemisia Herba Alba
Abs: Absorbance
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FRAP : Feric Reducing Antioxydant Power assay (Pouvoir réducteur des ions ferriques)
g : Gramme

g /mol : Gramme par mol

h : Heure

HCI : Acide chlorhydrique

HD : Hydrodistillation

HE : Huile essentielle

I : Inhibition

IC50 : Concentration inhibitrice a50%
Min : Minute

M & e : Miscibilité a 1’éthanol

Mg : Milligramme

Mg /ml : Milligramme /Millilitre

Mg EAG/qg : Milligramme d'équivalents d'acide gallique par gramme d'extrait
ml : Millilitre

Nm : Nanometre

s : Seconde

P1% : Pourcentage d’inhibition

R : Rendement

Rmoy: Rendement Moyen

C° : Degré Celsius

ul : Micro litre

% : Pourcentage
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Introduction

Les plantes représentent une source immense de molécules chimiques complexes qui
exploité dans 1‘industrie des parfums, agro-alimentaire, cosmétique et pharmaceutique.

Les végétaux renferment des huiles essentielles ; ils sont appelés «plantes
aromatiques». Ces huiles essentielles se trouvent dans de nombreuses parties de la plante : le
bois, les feuilles, les fruits, les écorces, les graines et les racines. Les huiles essentielles (HE)
sont classées usuellement selon la nature chimique des principes actifs majeurs, plus rarement
sur le mode d'extraction, ou les effets biologiques (Georges S, 1979).

Ce sont des melanges complexes constitués de composés, principalement des terpenes
et de composés aromatiques. (Robert, 2000).

Les polyphénols constituent une famille de molécules organiques largement présente
dans le regne vegétal. Ils sont caractérisés, comme 1’indique le nom, par la présence d'au
moins deux groupes phénoliques associés en structures plus ou moins complexes. Les
polyphénols prennent une importance croissante, notamment grace a leurs effets bénéfiques

sur la santé (Stanley et al 2003)

Les polyphénols présentant des propriétés antioxydantes bien établies et en lien avec
I’inhibition de 1’oxydation aussi bien dans le domaine alimentaire (oxydation des lipides) que
physiologique (stress oxydant). Il peut constituer une alternative a l'utilisation d'additifs
alimentaires de synthése ayant montré des effets indésirables, tels que le butylhydroxyanisol
(BHA) et le butylhydroxytoluene (BHT), (Hynes M.J. et al., 2001).

Le genre Artemisia appartient & la famille des Astéracées, il y a plus de 300 espéces de
ce genre se trouvent principalement dans les zones arides et semi arides dans le monde
(Nikolova M, et al 2010). Les espéces les plus connues se trouvent Artemisia Herba Alba.
Qu’est une plante utilisée par la population algérienne dans la médecine traditionnelle. La
valeur thérapeutique de cette plante est due a ses métabolites secondaires, notamment les
huiles essentielles et les composés phenoliques. La concentration de ces molécules peut varier
d’un organe a I’autre du méme plant.. L’extraction de principes actifs de ces métabolites est
une étape trés importante dans leur isolement, aussi bien que dans leur identification
(Mahmoudi S, et al 2013).



https://fr.wikipedia.org/wiki/Plante
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ph%C3%A9nol_(groupe)

A travers de ce travail, nous nous intéressons dans un premier temps a donner
quelques connaissances bibliographiques sur 1’Artemisia Herba Alba, et généralité sur les
agents antioxydants, les huiles essentielles ainsi que les composés phénoliques.

La deuxiéme partie est consacrée a 1I’étude expérimentale qui décrivant ;

> Les différents protocoles expérimentaux utilisés pour la préparation des extraits
phénoliques et les huiles essentielles d’Artemisia Herba Alba.

» La caractérisation physico-chimique de I’huile essentielle issue de 1I’Artemisia Herba
Alba.

» Etude du pouvoir antioxydant de la plante par la mesure du pourcentage d’inhibition
du radical (DPPH), et le pouvoir réducteur par le test de (FRAP).

Ensuite, nous nous occuperons d'analyser les résultats obtenus et de les discuter en
relation avec les données de la littérature.

Enfin, nous terminerons le manuscrit par une conclusion générale qui permettra de

tirer quelques perspectives de prolongement a ce travail.




1. Généralite



1. Généralité

11.1. Apercu sur la plante étudiée

L’A.herba Alba c’est une espece connue sous le nom de « chih », mensuelle et tres
répondu dans les zones arides a semi-aride, peut mesurer de 30cm a 50cm de haut. Ses tiges
sont floriferes et élancées, un peu velues et ses feuilles sont oblongues, découpées en
segments de couleur vert foncé sur la face et blanc cotonneux sur leur partie inférieure, elle
possede aussi des petites fleurs tubuleuses jaunes ; elle dégage une odeur tres forte, parfois
désagréable (Ozenda, 1983 ; Baba Aissa, 2000).

Figure 11.1. A.herba-alba apres séchage.

La période de floraison est de juillet a octobre, ses fruits sont des akénes ovoides (Pottier,
1981). Les espéces qui appartiennent au genre Artemisia possedent des propriétés
thérapeutiques, et non seulement elles utilisées dans la médicine traditionnelle, mais aussi
dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique (Mirjalili et al ,2007). Les parties de la plante
utilisées en phytothérapie sont notamment les feuilles et les sommités fleuries (Mucciarelli et
Maffei., 2002).

11.1.1. Nomenclature et taxonomie

Artemisia est le nom de genre d’Artemisia, il provient de celui de la déesse grecque de

la chasse Artémis ; herba-alba signifie herbe blanche (Nabli, 1989).




Comme elle est connue sous plusieurs noms :

Seriphidium herba-alba (Asso) Sojak (Belhattabet al, 2014).

Tableau 11.1. Classification botanique d’A.herba alba.

A.herba-alba Asso, Artemisia inculta Del.

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

11.1.2. Habitat

L’Armoise est largement répandue depuis les iles Canaries et le sud-Est de I'Espagne
jusqu’aux steppes d'Asie centrale (Iran, Turkménistan, Ouzbékistan) et a travers I’ Afrique du
Nord, 1I’Arabie et le Proche-Orient. En Afrique du nord, cette espéce couvre d'immenses
territoires évalués a plus de dix millions d'hectares, A.herba alba est absente des zones
littorales nord et se raréfie dans I'extréme sud (Nabli, 1989). En Algérie, A.herba alba Asso
est trés présente dans les hauts plateaux, les zones steppiques et au Sahara centrale dont le
taux de recouvrement est estimé entre 10 et 60 %. On la trouve également dans des zones
proches du littoral (Bendahou, M, 2007).

11.1.3.Composition chimique
La partie aérienne d’A.herba alba possede des activites antioxydants significatives. En
effet cette partie de la plante est riche en composés doués d’activité antioxydants tels que : les
flavonoides, les polyphénols et les tanins, ces différents constituants exercent ses actions
antioxydants en inhibant la production de I’anion su peroxyde, 1’hydroxyle, comme ils

inhibent la peroxydation lipidique au niveau des microsomes (Bruneton, 1999).




11.1.4. Toxicité
A forte dose, l'armoise est abortive, neurotoxique et hémorragique. La thuyone
constitue la substance toxique et bioactive dans I'armoise et la forme la plus toxique est

I'alpha-thuyone. Elle a des effets convulsivantes (Aouadhi, 2010).

11.1.5 Domaine alimentaire
En alimentation, 1’A.herba alba peut étre utilisé pour aromatiser certaines boissons
comme le café dans le sud des pays du Maghreb. Toutefois, son utilisation en industrie
alimentaire reste limitée a cause de la toxicité de la B-thujone.
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 (Benjilali et al, 1984).

I1.1.6. L’effet thérapeutique de la plante
L’A.herba alba est tres utilisée en médecine traditionnelle lors d’un désordre gastrique
tel que la diarrhée et les douleurs abdominales. Elle est aussi utilisée en tant que reméde de
I’inflammation du tractus gastro-intestinal (Ghrabi et Sand, 2008). Plusieurs eétudes
scientifiques ont également prouvées 1’efficacité de 1’armoise blanche en tant qu’agent
antidiabétique (Tastekin et al, 2006) leishmanicide (Hatimi et al, 2001), antiparasitaire,
antibactérien, antiviral, antioxydant, anti malarien, antipyrétique, antispasmodique et

antinémorragique (Yin et al, 2008).

11.2.Agents antioxydants
Les antioxydants sont défini comme toute substance ayant la capacité de retarder,

prévenir ou inhiber la génération d’un oxydant toxique, d’arréter ceux qui sont déja produits
et de les inactiver, bloqué de ce fait la réaction en chaines de propagation produite par ces
oxydants (Tang et Halliwell., 2010) et selon (Valko et al, 2006), un antioxydant devrait a la
fois :

* Agir spécifiquement sur les radicaux libres.

* Chélates les métaux de transition.

* Agir en synergie avec d’autres antioxydants pour se régénérer.

« Agir a des concentrations physiologiques relativement faibles.




11.3. Composés phénoliques

Les polyphénols regroupent plusieurs catégories de composés chimiques faiblement
acides, contiennent au moins un groupe hydroxy phénolique relié directement au composé
aromatique a anneau phénolique a base de carbone. La figure (I1.2.) suivante résume les
principales classes des composés phénoliques.
Les polyphénols sont facilement oxydés en quinones par les especes oxydées radicalaires,
propriété qui leur confere leur capacité a piéger les radicaux libres. Les polyphénols ont
différentes fonctions chez les plantes. Le plus important polyphénol des plantes, sur le plan du
volume, est la lignine (Charles M, 2005). Lorsque la plante meurt, les composés phénoliques
peuvent perdurer pendant des semaines et avoir une incidence sur la décomposition, ils ont

également une incidence sur la durée de conservation des fruits et Iégumes apres la récolte.

I POLYPHENOLS I
|

| Flavonoides l l Non flavonoides |

r
| ]

Aurones |
I

Flavones I
I Chalcones I

1

Acides uhenollaues

Stilbénes
|
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1

I ngnmes I

Flavonones
I

Flavonols
1

Flavononols I

1

Isoflavonoides |

1

Flavanols
|

Tanins hvdrolvsables

Flavanes Tanins condensés

Anthocyanines
Anthocvanidines

Figure 11.2. Classification des composés phénoliques (Péroumal, 2014).

11.3.1. Les flavonoides
Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols (Seyoum et al, 2006), ils sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits
et parfois des feuilles. A 1’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme
d’hétérosides (Ghestem et al, 2001 ; Bruneton, 1999) et de point de vue structural, se

répartissent en plusieurs classes de molécules, en effet plus de 6400 structures ont été




identifiées (Harborne et Wiliams., 2000). lls partageant tous une méme structure de base
formée par deux cycles aromatiques reliés par trois carbones: Cg-C3-Cq, chaine souvent

fermée en un hétérocycle oxygené hexa- ou pentagonal (Joseph H. Hulse, 1980).

Figure 11.3. Structure générale des flavonoides (Bessaoud, 2015).

11.4. Huile essentielle
La définition retenue, trés proche de celle de la norme ISO 9235, est celle adoptée par
la commission de la pharmacopée européenne : « Produit odorant, genéralement de
composition complexe, obtenu a partir d’une matiere premiere végétale botaniquement, soit
par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique
approprié sans chauffage. 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 »

(Afnor, 1986 ; Afssaps, 2008).

11.4.1. Les principaux composés chimiques des huiles essentielles

La composition chimique des huiles essentielles est généralement trés complexe d’un
double point de vue, a la fois par le nombre élevé de constituants présents et surtout par la
diversité considérable de leurs structures. En effet, elles comprennent deux classes de
composés caractérisés par des origines biogénétiques bien distinctes (Duquenois, 1982).
Le groupe des terpénoides, d’une part et le groupe des composés aromatiques dérivés du
phénylpropane d’autre part. IL existe également d’autres corps qui entrent en faible
proportion dans la constitution de certaines huiles essentielles (acides organiques, esters et
autres...) (Rahili, 2002 ; EI Abed et Kambouche, 2003).

11.4.2. Les terpénoides
Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine

ouverte : leur formule brute est (CSHX) n dont le ’x’’ est variable en fonction du degré



https://fr.wikipedia.org/wiki/Noyau_aromatique_simple
https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9t%C3%A9rocycle

d’insaturation de la molécule et *’n’’ peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpenes
qui peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc) (Piochon, 2008).

Dans le régne végétal, les terpénoides sont classés dans la catégorie des métabolites
secondaires (avec les flavonoides et les alcaloides). Leur classification est basée sur le nombre
de répétitions de I'unité de base isoprene : hémiterpénes (C5), monoterpenes (C10),
sesquiterpenes (C15), diterpenes (20), sesterpenes (25), triterpenes (C30), tetraterpénes (C40)
et les polyterpenes (Kaloustian et Hadji-Minaglou, 2012).

On y trouve en plus de terpenes, des hydrocarbures, des esters, des lactones, des aldéhydes,
des alcools, des acides, des cétones, des phénols, des oxydes et autres (Malecky, 2008.
Robinson, 1991).

11.4.3. Les composés aromatiques
Contrairement aux dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins
fréquents dans les huiles essentielles. Trés souvent, il s’agit d’allyle et de propénylphénol. Ces
composés aromatiques constituent un ensemble important car ils sont généralement

responsables des caracteres organoleptiques des huiles essentielles (Teisseire, 1991).

11.4.4. Les composés d'origines diverses
Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer
divers composes aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de

I'nydrodistillation. Ces produits peuvent étre azotés ou soufrés (Teisseire, 1991).

11.4.5. Les principales propriétés des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des liquides a température ordinaire, d’odeur aromatique
trés prononcée, genéralement incolores ou jaune pale a I’exception de quelques huiles
essentielles telles que I’huile de I’Achillée et I’huile de la Matricaire. Ces derniéres se
caractérisent par une coloration bleu a bleu verdatre, due a la présence de I’azuléne et du
chamazulene (Abou Zeid, 2000).
La plupart des huiles essentielles ont une densité inférieure a celle de 1’eau et sont entrainable
a la vapeur d’eau ; il existe, cependant, des exceptions telles que les huiles essentielles de
Sassafras, de Girofle et de Cannelle dont la densité est supérieure a celle de 1’eau. Elles
possédent un indice de réfraction souvent élevé et sont douées de pouvoir rotatoire (Paris et
Hurabeille, 1981 ; Duraffourd et al, 1990 ; Salle et Pelletier, 1991).

-



Les huiles essentielles s’évaporent et se volatilisent & température ambiante. Trés peu solubles
dans I’eau a laquelle elles communiquent leurs odeurs, cette eau est dite «eau distillée
florale». Les huiles essentielles sont solubles dans les alcools, dans les huiles fixes et dans la
plupart des solvants organiques (Paris et Hurabielle, 1981 ; Bruneton, 1999 ; Abou Zeid,
2000 ; Ghuestem et al, 2001). Leur point d’ébullition est toujours supérieur a 100°C et
dépend de leurs poids moléculaires par exemple les points d’ébullition du caryophylléne, du
géraniol, du citral et du a-pinéne sont 260°, 230°, 228° et 156°C respectivement (Abou Zeid,
2000), mais d’aprés Valnet (1984), ce point varie de 160°C a 240°C (Bruneton, 1987 ; El
Abed et Kambouche, 2003, Catier et Roux, 2007).

Les huiles essentielles s’oxydent facilement & la lumiére et se résinifient en absorbant de
I’oxygene, en méme temps, leurs odeurs se modifient, leurs points d’ébullition augmentent et
leurs solubilités diminuent. Elles absorbent le chlore, le brome et I’iode en dégageant de la

chaleur (Duraffourd et al, 1990 ; Padrini et lucheroni, 2006).
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I11. Matériel et méthodes
I11.1. Préparation de la plante

La récolte de la plante « A.herba alba » a été effectuée dans la region de Tiaret West
de I’ Algérie durant le moins de avril 2020. L’¢échantillon (feuille, tiges) a été trié, puis séchée
a I’air libre dans une température ambiante.
La plante A.herba alba été découpée puis broyée avec un broyeur électriqgue (SAVOMIX,
HAND MIXER, SCG-638C), puis tamisés a I’aide de tamiseur ont ét¢ conservées dans des
sachets en papier.

111.2. Extraction des huiles essentielles

L’extraction de 1’huile essentielle a partir de la partie aérienne d 'A.herba alba a été
réalisée par hydrodistillation.
Apres avoir pesé 100 g de matiére végétale seche est mises dans un ballon en verre pyrex,
additionnées 1’eau distillé, Le mélange eau distillée/plante doit occuper (%) du ballon utilisé
(1000 ml), I’ensemble est porté a 1’ébullition dans un chauffe- ballon pendant 3 heures le
vapeur chargée de substances volatiles traversent le réfrigérant et se condensent.
Apres condensation, on a récupéré dans une ampoule a décanter, laissé le mélange au repos
quelque minutes, ce qui résulte 1’apparition de deux phases, I’'une est organique (huile
essentielle) et I’autre est aqueuse en fin. Les huiles essentielles sont conservées dans un flacon

en verre fermé dans un réfrigérateur (4°C) a 1’abri de la lumicre.

7 ™
Figure I11.1. Montage d'extraction par Hydrodistillation.




I11.2.1. Rendement de I’huile essentielle
Selon la norme Afnor (1986), le rendement en huile essentielle (Rd) est calculé selon

la formule suivante :

Rd= (M’/M).100

Rd : Rendement en huile essentielle exprimée en pourcentage (%).
M’ : Masse de I’huile essentielle obtenue en gramme (g).

M : Masse de la matiere végétale séche utilisée en gramme (g).

111.2.2. Les propriétés physico-chimiques
La caractérisation d’une huile essentielle consiste a :
Vérifier ses caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur, saveur) et déterminer
ses indices physico-chimiques (Rendement, densité, indice de réfraction...).
La connaissance d’indices physiques et chimiques est importante puisqu'elle permet de

caractériser, voire d'identifier une huile essentielle.

111.2.2.1. Les propriétés physiques

111.2.2.1.1. Détermination de pH

Pour mesuré le pH de I’huile obtenus, on peut utiliser deux méthodes
Le pH ou « potentiel hydrogéne » mesure l'activité chimique des ions hydrogénes H* en
solution. Le pH mesure I’acidité ou la basicité d’une solution. Cette méthode décrit 1'acidité
ionique du produit & analyser, son principe consiste & introduire I'électrode du pH- métre dans
le produit apreés le réglage de la température d'étalonnage. La lecture se fait directement sur le
pH-meétre (Pharmacopée Européenne, Tome 1, 1997. Didier, D AFNOR 2000).

» Mode opératoire

On a mis quelques gouttes d’HE sur un bout de papier pH, aprés le changement de la
couleur du papier on la compare avec une gamme de couleurs qui varient selon le pH. On a
introduire I'électrode du pH-metre dans le produit apres le réglage de la température

d'étalonnage. La lecture se fait directement sur le pH-metre.

111.2.2.1.2. Densité relative
Elle constitue un point de repére important ; sa valeur permet d’avoir une idée sur la

composition chimique de I’huile essentielle



http://fr.wikipedia.org/wiki/Activit%C3%A9_chimique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrog%C3%A8ne

La densité relative a 20°C d’une huile essentielle est définie comme étant le rapport de la

masse d’un volume d’huile essentielle a 20°C, a la masse d’un volume égal d’eau distillée a

20°C.

» Mode opératoire
La détermination de la densité est réalisée a 1’aide d’un petit flacon. Le volume
prélevé est de 1 mL pour I’HE, ainsi que pour I’eau.

La densité relative est donnée par 1’expression :

d= ms- m()/ m; -Mg

mo : la masse du flacon vide.
m; : la masse du flacon rempli d'eau distillée.

m, : la masse du flacon rempli d'HE.

111.2.2.1.3. Indice de réfraction
L’indice de réfraction est le rapport entre le sinus de I’angle d’incidence et le sinus de
I’angle de réfraction d’un rayon lumineux de longueur d’onde déterminée, passant de 1’air
dans I’huile essentielle maintenue a une température constante. La température de référence
est de 20°C (Afnorl1983).

L’indice de réfraction n2° a la température de référence est donné par la relation :

n? = nP+0,00045 (t'-t)

nP’: Indice de réfraction de référence.

nP: Indice de réfraction mesurée.

t : température de référence qui est a 20.

t’ : température au moment de la mesure.

Il a été déterminé par la lecture directe a I’aide d’un réfractométre A.KRUSS.OPTRONIC en
employant la lumiere diffuse du jour a une température de 24,4°C.

I11.2.2.1.4. Miscibilité a I’éthanol (m a e)
La miscibilité¢ a 1’éthanol est un moyen rapide d’évaluation de la qualité de 1’huile
essentielle falsifiée par des produits relativement insolubles affectant la solubilité. Une huile
essentielle est dite miscible a I’éthanol a 70°, quand le mélange d’un volume d’huile

essentielle avec V volume d’éthanol donne une solution limpide (Afnor 1982).




» Mode opératoire
Dans un tube a essai on a introduire 200ul d’HE et 200ul de EtOH. Le mélange est
agité. Quand la solution devient limpide.

111.2.2.2. Les propriétés chimiques
I11.2.2.2.1. Détermination de I’indice d’acide

Ce parameétre est une variable qui depend essentiellement des conditions de
conservation et surtout des conditions d’extraction. Il est défini comme étant le nombre en mg
de KOH nécessaires a la neutralisation des acides libres contenus dans 1lg d’huiles
essentielles. La mesure de I’indice d’acide est réalisée par titrage ou les acides libres sont
neutralisés par une solution d’éthanol titrée de KOH (AFNOR, 2000) la réaction chimique de
dosage est comme suit :

RCOOH + KOH — RCOOK + H,0

» Mode opératoire
Le mode opératoire consiste d’introduire 0,5 g d’huile essentielle dans une fiole ou on
ajoute 5 ml d’éthanol, et 5 gouttes de la solution de phénolphtaléine (indicateur coloré¢). Puis,
on fait I’agitation et le titrage avec une solution éthanoique d’hydroxyde de potassium titrée
([KOH]= 0.1 mol/l) La couleur jaune clair du liquide (Ia couleur de I’huile essentielle) vire a
la neutralisation vers une couleur rose. Le volume de KOH qui a servi a la neutralisation est lu

directement sur la burette. L’indice d’acide est exprimé par la formule :

(56,11 x N x V)

A m

N : normalité de KOH
V : Volume en ml de la solution éthanoique de KOH utilisée pour le titrage.

M : Masse en grammes de 1’huile essentielle.

I11.2.2.2.2. Indice d’ester
Indice d’ester (Ie): est le nombre de milligramme d’hydroxyde de potassium
nécessaire a la neutralisation des acides libérés par I’hydrolyse des esters contenus dans 1g
d’huile essentielle.
Le principe de cet indice est hydrolyse des esters par chauffage, dans des conditions définies,
en présence d’une solution éthanolique titré d’hydroxyde de potassium, et dosage de I’exces

d’alcali par une solution titré d’acide chlorhydrique (NF T 75-104).




» Mode opératoire

On introduit dans un ballon de 100 ml, 0,5g d’H.E et 12,5mL d’une solution
alcoolique d’hydroxyde de potassium (KOH) 0,5 M a ’aide d’une burette, ainsi que quelques
pierres ponce.
L’ensemble est porté au reflux pendant 1h. Apres refroidissement de la solution, on ajoute 10
ml d’eau distillée et 3 gouttes de phénolphtaléine.
L’exces de KOH est titré avec une solution d’acide chlorhydrique (HCl) 0,5N jusqu’a la
disparition de la couleur rose.
Une opération a blanc est réalisée dans les mémes conditions que précédemment. L’indice

d’ester (Ie) est calculé a 1’aide de la relation suivante :

28,5
le = _(Vo-Vl)- I
m

Vo : Volume en ml de la solution d’HCI (0,1N) mesuré pour 1’essai a blanc.
V1 : Volume en ml de la solution d’HCI (0,1N) mesur¢ pour le calcul de I.
m : Masse en g de la prise d’essai.

I, : Valeur d’indice d’acide.

111.2.2.2.3. Indice d’iode (I;)
L’indice d’iode est la quantité d’iode susceptible d’étre fixée par 100g de substance,
par la rupture de la double liaison. Les deux atomes d’iode se fixent sur les deux carbones

voisins (Pharmacopée Européenne, Tome 1, 1997. Didier, D AFNOR 2000).

\C=c’: . I - c—an

» Mode opératoire

Des quantités de : 0,59 d'HE, 10mL de tétrachlorure de carbone (CCly) et 12,5mL de
solution d'iode (1N) sont placés dans un erlenmeyer. Puis le mélange est laissé a l'abri de la
lumiere pendant 2 heures. A la fin de cette période, 10 mL de solution d'iodure de potassium
(50 %) et 10 mL d'eau distillée sont ajoutés. Dans les mémes conditions que précédemment,
un essai a blanc est réaliseé.

L’indice d’iode est calculé selon la relation ci-dessous :

=Ny (Vo-V1)




Nt : Normalité de la solution de thiosulfate de sodium.
Vo : Volume en mL de la solution de Na,S,03 utilisée pour I’essai a blanc.
V1 : Volume en mL de la solution de Na,S,03 utilisée pour la détermination de I;,

m : Masse en g de la prise d’essai.

111.3. Extraction des polyphénols
L’extraction des composés actifs de la plante a été effectuée par deux méthodes la
premiére est une méthode classique conventionnelle : la macération et le seconde est

sonication.

111.4.1. Extraction par Macération

Une prise d’essai de 2 g de poudre est mise en contact avec 200ml de solvant
d’extraction (éthanol/ eau ; 80%/20%). Le mélange est soumis a une agitation a I’aide d’un
agitateur magnétique et laissé pendant 24 heures, puis on filtre avec du papier filtre. Apres
filtration, le filtrat est évaporé sous pression réduite a 40°C par un rota vapeur.
L'éthanol récupéré est réutilisé pour un deuxieme et une troisieme macération. Les extraits
éthanoliques obtenu aprés trois jours sont combinés pour vaporiser I'éthanol sous pression
réduite a 40 °C, seule la phase aqueuse reste.
La phase aqueuse obtenu apres chaque évaporation de solvant est traité quatre fois par
I’hexane dans une ampoule a décanter, apres la décantation les composés phénolique présent
dans la phase aqueuse est extraite cingq fois par 1’acétate d’éthyle qui s’évaporer aprés sous
pression réduite a 40°C pour obtenir I’extrait sec qu’est repris par 10ml éthanol dans un

flacon. La phase aqueuse obtenue dans la dernicre étape est aussi conservé pour 1’analyse.

111.3.1.1. Détermination du rendement d’extraction
Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il
est exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction
(Mahmoudi et al. 2013) est calculé selon I’équation suivante :
R (%) = (M ext/ M gen) X 100
R : est le rendement en %.
M et - est la masse de I’extrait apres évaporation en g.

M ¢ch : est la masse de la matiere séche végétale en g.




111.3.2. Extraction assistée aux ultrasons (Sonication)

Dans un erlenmeyer, une quantité de 2g de poudre sec du plante a été mélangée avec
20ml (EtOH/ED ; 80%/20%) et 2ml HCI (1%). Le traitement ultrasonique a été exécuté dans
un bain ultrason, ce mélange a été soniqué a différent intervalles de temps [20, 30, 40minutes]
et laissé pendant 24 heures. Un jour apres le mélange a été soniqué pour la deuxiéme fois dans
les mémes conditions. Ensuite, les extraits a été centrifugé et le surnageant de chaque extraits

a eté recueilli dans un flacon en verre et conservés, jusqu’a leur utilisation pour les analyses.

111.3.3. Dosage des polyphénols
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué dans un milieu basique et en présence
des composés phénoliques, le mélange phosphotungstigue  (H3PW1,040) et
phosphomolybdique (HsPMO1,040) est réduit en bleu de tungsténe (Ws0O,3) et de molybdéne
(MOgOy) lors de I’oxydation des polyphénols. La couleur bleue est proportionnelle a la

teneur en polyphénols méthode du Folin-Ciocalteu (George et al, 2005).

» Mode opératoire

Dans un tube en verre on ajoute un volume de 0,2ml de chaque extrait dilué & 1ml de
réactif de Folin-Ciocalteu (10%) et 0,8ml de solution de carbonate de sodium (7.5%). Le
mélange a été incubé dans l’obscurit¢ a la température ambiante pendant 30min et
I’absorbance a été mesurée a 765nm. L’acide gallique a été utilisé¢ dans les mémes conditions
de D’essai qu’un standard pour la courbe d’étalonnage. Toutes les expériences ont ¢té
effectuées en triple.
La concentration en composés phénoliques des extraits exprimés en mg équivalent d’acide

gallique par gramme de matiére seche (Eq AG/g MS),

111.3.4. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides totaux par la méthode colorimétrique est réalisé selon la
méthode adaptée par (Bahorun et al.1996). En utilisant le trichlorure d’aluminium AlCls.
Le principe de cette méthode est basé sur 1’oxydation des flavonoides par le trichlorure
d'aluminium qui forme un complexe jaune avec les flavonoides absorbée dans le visible a
430nm.

» Mode opératoire
On prendre un volume de 1 ml de chaque extrait dilué dans un tube a essai et on ajoute

Iml de trichlorure d’aluminium (AICl3) a (2%). Les tubes sont agites et incubés pendant 15




minutes a la température ambiante. Les absorbances sont lue par un spectrophotometre UV-
visible dont la longueur d’onde est de 430nm. Le blanc est représenté par 1’éthanol additionné
a I’AlCls.

Nous effectuons la méme opération pour un flavonoide standard « la quercétine » a
différentes concentrations en introduisant 1ml de ces derniéres dans une série de tubes
contient chacun 1 ml d’AlCl; a (2%).

La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par, la
quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine

par gramme de poids sec de la plante (mg EQ/g Ps).

I11.4. Etude de ’activité antioxydante
Le pouvoir antioxydant de I’huile essentielle a été testé en employant deux méthodes :
e Test du piegeage du radical libre DPPH qui est freqguemment utilisée pour mesurer le
pouvoir antioxydant des produits naturels et synthétiques (Obame et al., 2007).
e Test du réducteur FRAP qui est souvent employée pour étudier la capacité¢ d’une
substance a donner des électrons. Cette propriété constitue un important mécanisme

de I’action antioxydante (Ebrahimzadeh et al., 2008).

111.4.1. Test de piégeage du radical libre DPPH
» Principe
Le principe est fondé sur le pouvoir des antioxydants qui jouent le r6le de piégeurs de
radicaux libres, en présence de ces derniers qui peuvent étre synthétiques ou naturels, le
radical libre DPPH (2,2 diphényl 1 picryl hydrazyl), caractérise par sa couleur violette, se
réduit en 2,2 diphényl 1 picryl hydrazine de couleur jaune (Maataoui et al., 2006).

g%;} + &1_% . g"‘@’”" + \?}

DPPH (Violet) Antioxydant DPPHH (Jaune) Radical de I’antioxydant

Figure 111.2. Réduction du radical libre DPPH.




» Mode opératoire
50ul de différentes concentrations de chaque extrait préparé (huile essentielle et
polyphénol) sont mélangé avec 1,95 ml de la solution méthanolique de DPPH (70uM)
(C18H12N50g). La lecture de 1’absorbance est faite a 517 nm contre un blanc préparé en
remplace 1’extrait par le éthanol, aprés 30 min d’incubation a I’obscurité et a la température
ambiante.

Le protocole suivi est représenté dans la figure ci-dessous :

50 pl de chaque dilution
-
1,95 ml de solution DPPH

|

Incubation a T° ambiante et a
I’obscurité pendant 30 min

I

7

Lecture des DO a 517 nm

Figure 111.3. Protocole de piégeage du radical libre DPPH (Sanchez-Moreno et al., 1998).

Pour comparer les activités antioxydant de nos extraits, des gammes de concentrations est
préparée par des antioxydants standard ; I’acide gallique .Tous le test est répété 3fois.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (I %) en appliquant la loi suivante :

1% = [(AbS contréle ~ Abs échantillon) /AbS contr()le] x 100

ADS contrale - Absorbance du contréle négatif a 517 nm.

ADS schantilion : Absorbance de 1’échantillon a 517 nm.

111.4.2. Test de la réduction du fer FRAP
» Principe

Le pouvoir réducteur est basé sur la transformation de Fe** présent dans le complexe
KsFe(CN)s en Fe** en présence d’un antioxydant qui a le pouvoir de céder des €lectrons. Une
augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
COmMposeés testés.

» Mode opératoire
Dans des tubes a essai contenant 25ul de chaque échantillon dilué a de différentes

concentrations, on a ajouté 0,5 ml de tampon phosphate ([0.2]M ; pH 6.6) et 0,5 ml




d’hexacyanoferrate de potassium (KsFe(CN)g) (1%). Les tubes sont chauffés a 50°C pendant
20 min dans un bain marie.

Un volume de 0,5 ml d’acide trichloracétique (TCA) (10%) est ajouté au melange avec 1,5 mi
d’eau distillée (ED) et 0.5 ml de chlorure ferrique (FeCls) (0,1 %). Un controle sans
échantillon est préparé dans les mémes conditions. La lecture est mesurée a 700 nm (Bouhdid
et al, 2008 ; Arulpriya et al, 2010).

Pour comparer les activités antioxydant de nos extraits, des gammes de concentrations est
préparée par des antioxydants standard ; I’acide gallique et le (BHA) .Tous le test est répété
3fois.
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IV. Résultats et discussions

IV.1. Etude analytique de I’huile essentielle d’A. Herba alba
Les propriétés physico-chimiques et la composition chimique de I’HE constituent un
moyen de vérification et de contrdle de qualité des huiles essentielles. Mais certaines
propriétés organoleptiques comme la couleur, ’odeur et la viscosité peuvent aussi étre

pertinentes pour juger la qualité d’une huile.

IV.1.1. Détermination du rendement d’extraction d’HE
Notre étude est basée sur trois extractions pour un méme échantillon. Le rendement
obtenu est représentés dans le tableau (IV.1) suivant :

Tableau IV.1. Rendement en huile essentielle d’A.Herba alba

Poids de la charge () Rendement moy (%)
100 0.6878

Le rendement en huile essentielle d’A.herba alba est 0.68 %. Ce rendement peut étre
considéré comme importante par rapport a certaines plantes qui sont exploitées
industriellement comme source d’huiles essentielles. Au vu de ces résultats, il apparait que le
rendement moyen en HE obtenue par hydrodistillation est dans 1’intervalle [0.3-1.6%] cités
dans la bibliographie (Lattaoui ; 1989).

En comparaison avec d’autres travaux de recherche ce taux considéré que proche a celui de
I’huile essentielle extraite de la méme espéce, récoltée dans la chalne montagneuse des
Matmata en Tunisie (0.65%) (Akrout, 2004).

Il faut noter que le rendement et la composition chimique des HEs dépendent de plusieurs
facteurs a savoir 1’espece, Facteurs naturels tels que le climat, la qualité du sol...etc. le milieu

de récolte, la période de récolte.

IV.1.2. Caracteres organoleptiques
Selon AFNOR (2000), les huiles essentielles sont habituellement liquides a
température ambiante et volatiles, ce qui les différencie des huiles dites fixes. Elles sont plus

ou moins colorées et leur densité est en général inféricure a celle de 1’eau.

E



Figure IV.1. L’HE d’A.herba alba extraite par I’HD.

Les caractéristiques organoleptiques de I’HE extraite sont représentées dans le tableau (IV.2)
ci-dessous :

Tableau IV.2. Caracteéristiques organoleptiques de I’HE d’A.herba alba.

Aspect Couleur Odeur

HE liquide Jaune claire forte

L’HE d’A.herba alba est de couleur jaune claire et un aspect liquide et une odeur forte
caractéristique de la plante. Ces propriétés sont liées aux conditions climatiques, édaphiques,

la région de récolte et de 1’¢état de la plante (Bouzidi, 2016).

I1V.1.3.Propriété physico-chimiques de ’HE
Les propriétés physico-chimiques constituent un moyen de Vérification et de controle de la
qualité de 1°huile essentielle (Afssaps, 2008). Ces essais sont déterminés selon un protocole
précis et obéissent a des normes édictées par l‘association frangaise de normalisation
(A.F.N.O.R) (Afnor, 1989).
Les résultats de calcule des propriétés physico-chimiques de I’HE de I’A.Heba Alba obtenue

par hydrodistilltion sont évalués et enregistrés dans le tableau (1V.3) ci-dessous.
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Tableau 1V.3. Caractéristiques physico-chimiques de I’HE d’A.herba alba.

Les propriétés HE Normes Afnor (1980- 1982) Pharmacopée
francaise 1993
propriétés physiques
pH 6.1(aT=20)
Densité 0.8975 0,900 — 1.000
IR (nlz,0 1.4669 1,4555-1.4788
mae (200/200)pL
Propriétés chimiques
la 8,7.10°
le 7,11.10°
li 0,42.10°

» Le pH obtenu indique que notre huile extraite est acide.

» La densité est parmi les caractéristiques physiques généralement utilisées dans la
classification des huiles essentielles. Mais elle ne peut pas étre utilisee seule pour
1‘identification des huiles. Le résultat obtenu est conforme a la norme AFNOR.

» La densité relative a 20° C de notre huile essentielle est de 0.8975 cette valeur est
conforme a la norme AFNOR. C’est un paramétre physique utilisé dans la classification
des huiles essentielles, Mais ces données sont insuffisantes pour la classification des
huiles.

- Si la densité est inférieure a 0.9, les essences des plantes végétales sont riches en
terpénes.

- Dans le cas ou elle est supérieure a 1, les essences des plantes végétales contiennent des
produits de la série aromatique, des sulfures et des nitrites.

- Enfin si la densité est comprise entre 0.9 et 1, les essences ont une composition encore
plus complexe. (Elenkova N, 1983), (Afnor 82).

» L’indices de réfraction mesuré est conforme a la norme AFNOR est de : 1.4669. Cet
indice dépend de la composition chimique qui augmente en fonction des longueurs des
chaines d’acides, de leurs degrés d'instauration et de la température, il varie
essentiellement avec la teneur en monoterpénes et en dérivés oxygénés. Une forte teneur
en monoterpénes donnera un indice élevé (Goudjil Mohamed Bilal, 2016).

» Notre huile essentielle a fourni un indice d’acide trés faible de 8,7.10'3. Un indice d‘acide
inférieur a deux, est une preuve de bonne conservation de 1‘huile. En effet, une huile
fraiche ne contient que trés peu d‘acides libres. Cest pendant la période de stockage que
I‘huile peut subir des dégradations telle 1°hydrolyse des esters (MOUCHEM .M.F,2015)




constatent des variations des indices d‘acide et d‘ester au cours du temps et en fonction de
la température.

A titre indicatif, nous avons de méme relevé les propriétés de quelques HEs d'Artemisia herba

alba d’origine algérienne tableau IV 4.

Les résultats obtenus des analyses physicochimiques indiquent que I’échantillon analysé se
trouve dans les fourchettes de référence établies par les normes AFNOR, et ne présente pas de
grandes différences vis-a-vis leurs propriétés physico-chimiques avec des autre huile prise

comme référence (Kambouche. N, 2000).

Tableaux 1V.4 : Propriétés de quelques HEs d'Artemisia herba alba d’origine algérienne

- Miscibilité a Indice T 20 20
(HE) de (Artemisia herba-alba) Féthanol déacide pH dzo ng ap
Notre HE de la Tiaret 1v /1v 8,7.10° 6'12(2)1—: 0.897 1.466 0
HE de la station de Sebdou 0.85/0.99 | 1.47/1.49 | -29/-
(Telemcen) Kambouche. N,2000 ND ND ND 39
HE de la station de Ras El Ma 0,5 6,80 (a 0.9 ND ND
(Telemcen) (MOUCHEM 1v /3v 18.9°C)
.M.F,2015)
HE de la station d°El Aricha 0,5 6,80 (& 0.84 ND ND
(Telemcen) (MOUCHEM 1v /3v 18.9°C)
.M.F,2015)
HE de la station de Mecheria 0,48 6,80 (a 0.88 ND ND
( Nadma) (MOUCHEM 1v /3v 18.9°C)
.M.F,2015)

IVV.2. Etude des polyphénols
1V.2.1. Rendement de macération

L’extrait éthanolique d’A.herba alba obtenus par macération est de couleur verdatre foncé
leur rendement est représenté dans le tableau (IV.5.) qu’est de I’ordre de 22.66%

Tableau 1V.5. Rendement de 1’extrait d’A.herba alba.

La plante Rendement en %

A.herba helba 22.66%
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Le rendement de notre extrait éthanolique est supérieur au celle obtenu par D’extrait
¢thanolique d’A.herba alba de la région de El-kantara (Dalal Mehdi et Oumhani Salem,
2019) qui est de 15.64%.

Par contre elle est inférieur au résultat obtenu par Chaabna (2014) ou I’extrait ethanolique
d’A herba alba montre un rendement de (27.47%), et au résultat obtenu par extrait
éthanolique d’A.herba alba qui est avec un rendement de (34.8%) obtenu aprés une
percolation de la poudre de la partie aérienne Awad et al. (2009).

Ces variations peuvent étre dues a des facteurs édaphiques tels que le climat spécifique des
régions, d'origine des échantillons, des facteurs géographiques comme l'altitude, le type de sol

et la saison des cueillettes (Ismaili et al., 2016).

IV.2.2. Teneur en polyphénols totaux
La teneur en phénols totaux des extraits d’A.herba alba est évaluée par la procédure basée sur

la méthode de Folin-Ciocalteu, dont 1’acide gallique est utilis¢é comme un standard (Figure
1IV.2).
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Figure 1V.2. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de I’acide gallique par gramme de la

matiere seche (mg EQ/g MS) et sont représentés dans le tableau (IV.6).

Tableau IV.6. Teneur en phénols totaux des extraits d’A.Herba alba.

Les méthodes d’extraction Les extraits Teneur en Phénols totaux (mg EQ/g MS)
Phase organique 7,224 +0,198
Macération
Phase aqueuse 3,497 +0,269
20min 22,855 +2,026
Sonication 30min 22,829 £1,805
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40min 29,121 £2,494

D’aprés les résultats obtenus, Les teneur en polyphénols totaux sont différents dans les
extraits de la macération et de la sonication ou I’extrait de la sonication montre le teneur le
plus élevé

Dans cette derniere méthode, les résultats indiquent qu’il y a une amélioration de la teneur en
polyphénols totaux quand le temps de la sonication augmente de 20 min a 40 min. Les valeurs
vont de (22,855 +2,026) a (29,121 £2,494) mg EQ/g.

Dans la méthode de maceération, la teneur en polyphénols totaux montre que la phase
organique est plus riche que la phase aqueuse avec des valeurs varié entre (7.224 +0,198 mg
EQ/qg Ps) et (3,497 £0,269 mg EQ/g Ps), Cette variabilité en teneur entre les deux phases peut
étre expliquée par la présence des composés phénoliques plus soluble dans 1’éthanol que dans

I’eau.

IV.2.3. Teneur des flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICl3),

la quercétine a été utilisé comme étalon Figure (1V.2).
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Figure 1V.3. Courbe d'étalonnage de la Quercetine.

La quantité des flavonoides a été rapportée en milligramme d’équivalent de la quercétine par
gramme de poids sec de I’extrait (mg EQ/g Ps) qui sont représentés dans le Tableau (IV.7).
Tableau IV.7.Teneur en flavonoides de plante A.herba alba.

Les méthodes d’extraction Les extraits Teneur en flavonoides (mg
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EQ/g MS)
Phase organique 1,494 0,103
Macération Phase aqueuse 0,638 +0,098
20min 11,223 +0,680
Sonication 30min 14,311 £2,222
40min 14,224 +0,153

D’apres les résultats décrits dans le tableau on remarque que les valeurs les plus élevé sont
celle obtenus par la méthode de sonication, dans lequel il y a une augmentation de la teneur en
flavonoides avec 1’augmentation du temps de la sonication. Les valeurs enregistrées entre 30
et 40 min de sonication restent voisines par rapport aux 20 minutes de sonication qui donne
une valeur un peu moins.

Pour la méthode de macération les teneurs en flavonoides montrent que la phase organique est
plus riche que la phase aqueuse avec des valeurs varié entre (1.494 mg EQ/g Ps) et (0,638 +
0,098 mg EQ/g Ps), Ces valeurs sont considérées comme faibles par rapport au contenu
enregistré par la sonication de (14,224 + 0,153 mg EQ/g Ps).

On peut dire a partir des résultats obtenus qu'il y a un effet significatif de la méthode
d'extraction sur la teneur en polyphénols totaux et en flavonoides. La méthode de sonication
dans notre cas améliore I'extraction des composés phénoliques d’A.herba alba.

Si I'on compare nos résultats avec les travaux de Boudjelal (2012), I'extrait éthanolique d'A.
herba alba lui a montré une quantité de (25,34 + 0,69 mg EQ/g Ps), cette valeur est similaire
au nos résultats obtenu par sonication.

Une valeur proche de notre résultat des flavonoides a été trouvee par Younsi et al. (2016)
atteint le (13.96 = 0.07 mg EQ/g Ps) dans leur extrait éthanolique /’4 herba alba.

IVV.3. Etude de P’activité antioxydante
Pour étudier I’activité antioxydante, notre choix s’est porté sur I’utilisation de deux
tests chimiques qui sont : le piégeage radicalaire de DPPH et le pouvoir antioxydant réducteur
ferrique ou nommé test de FRAP.
Les extraits soumis aux ces deux tests sont I'extrait de I'huile essentielle, les extraits issus de
la méthode de macération (phase organique et phase aqueuse) et l'extrait résultant de la

sonication de (40 min) qui présentait le meilleur contenu en polyphénol.
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IV.3.1. Test de piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydant exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Pour nos extraits,
nous avons employée la méthode au DPPH, ce radical libre présente une coloration violet,
lorsqu’il est piéger par des substances antioxydantes, la forme réduite confere a la solution
une coloration jaune, cette coloration dépend de la puissance de la substance anti radicalaire.
L’activité antiradicalaire est exprimée en IC50, la concentration en antioxydant nécessaire
pour réduire 50% la concentration initiale en DPPH de la forme radicalaire a la forme non
radicalaire (S.Khoudali, et al 2014). Cette valeur est extraite a partir des courbes représentant
la variation de I’inhibition en fonction de déférente concentration de chaque extrait (Annexe
2). 11 faut rappeler qu’une meilleure activité est indiquée par une faible valeur d’IC50.

Les résultats sont représentés dans le Tableau (IV.8) suivante :

Tableau IV.8. Les valeurs d'IC50 des différents extraits phénoliques et de I’huile essentielle
de I’A. Herba Alba mesuré par le test de DPPH.

Les méthodes d’extraction Les extraits IC50 (mg/ml)

Macération Phase organique 0.037 +0.0006

Phase aqueux 0.086 +0.001

Sonication 40 min 0.212 +0.283

Hydrodistilltion HE 0,488 +0,148
Acide gallique 0.001 +4.4E-05

D'apres les résultats obtenus par le test de DPPH, On remarque que les différents extraits
présentent une forte capacité a piéger le radical DPPH avec des valeurs d’IC50 allant de 0.037
a 0.488 mg/ml. Nous pouvons voir que I’extrait de la phase organique obtenue par la méthode
de macération a montré une activité¢ antiradicalaire plus importante que I’extrait de la phase
aqueuse. Ces activités sont moins fortes compareées a l'antioxydant standard de l'acide
gallique.

En outre, les extraits phénoliques obtenus par la méthode de sonication et l'extrait de I’'HE
obtenu par I’hydrodistillation ont montré des activités anti-radicalaires trés faibles comparées

a l'antioxydant standard de I'acide gallique.

IV.3.2. Test de la réduction fer FRAP
L’essai du pouvoir réducteur est utilis€¢ pour tester la capacité de notre extraits a convertir le

ferricyanure de potassium (Fe**) en ferrocyanure de potassium (Fe?*) qui réagit ensuite avec
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le chlorure ferrique pour former des complexes ferreux. Cette propriété constitue un important
mécanisme de 1’action antioxydante. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Singleton V.L, et al 1965). Les

résultats obtenus sont représentés dans le Tableau (IV.9).

Tableau IV.9. Les valeurs d'IC50 des différents extraits phénoliques et de I’huile essentielle
de I’A. Herba Alba mesuré par le test de FRAP.

Les méthodes d’extraction | Les extraits IC50 (mg/ml)
Phase organique 0.015 £0.0008
Macération
Phase aqueux 0.007 £0.022
Sonication 40 min 0.066 +0.004
Hydrodistilltion HE 0,655 +0,189
/ Acide gallique 0.0007 +0.0001
BHA 0,003 +0,0001

Tous les extraits de I’A. Herba Alba ont un potentiel réducteur ferrique, qui augmente

avec l'augmentation de la concentration (Annexe 2).

En effet, activité¢ réductrice varie de 0.007 a 0.65 mg/ml, avec une meilleure activité
enregistrée au niveau de I’extrait de la phase aqueuse obtenu par maceération suivi par la phase
organique. Alors que I'HE a une activité tres faible par rapport aux autres extraits d'une part et
au standard (acide gallique et BHA) d'autre part.

De plus, il est a noter que I'extrait d'A. Herba A obtenu par sonication présente une activité de
réduction des ions de fer (Fe*) supérieure & leur activité de piégeage des radicaux libres

observée dans le test DPPH.

En vue de ces différents résultats obtenus par les tests de DPPH et le test de FRAP, L’effet de
la technique d’extraction affecte de fagon significative I’activité antioxydante totale de

I’extrait.

Les extraits obtenus par macération apparaissent comme les plus doués d’activités

antiradicalaire et capacité réductrice tout en étant riches au groupement hydroxyle. Par contre
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les composés phénoliques obtenus par la sonication relévent une faible activité malgré sa
teneur en polyphénols plus élevé que les extraits de la macération. En effet, certains composeés
non phénoliques qui peuvent étre extraits par la sonication peuvent réagir avec le réactif de
Folin-Ciocalteu, mais ne sont pas aussi efficaces qu'un agent antioxydant. (S. BOURGOU et
al, 2016).

L’HE de I’A. Herba Alba est dotée d’un pouvoir antioxydant mais reste d’une efficacité trés
distante aux standards, cette faible activité peut s'expliquer par le fait que notre HE est de
faible effet pour donner un atome d'’hydrogéne ou un électron singulier (A.Noureddine et al,
2019).
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Conclusion

L’A.herba alba « I’armoise blanche » est une plante médicinale et aromatique, utilisée
depuis longtemps dans la médecine traditionnelle algérienne.Dans notre travail nous avons
¢tudié les huiles essentielles et les polyphénols de 1’ Artemisia Heba Alba.

Dans la premiére partie qui étudie I’huile essentielle de I’Artemisia Heba Alba, Nous
avons extrait 1’huile essentielles et étudier leur principales propriété physico-chimique.

Le rendement en huile obtenu par I’hydrodistillation était de 0.68 % cette valeur est considérée
comme importante par rapport a certaines plantes qui sont exploitées industriellement comme
source d’huiles essentielles.

La détermination des propriétés physico-chimiques (densité, indice de réfraction,
indice d’acide,...) des essences recueillies de [’Artemisia Heba Alba sont en grande partie du
méme ordre que celles retrouvées dans la littérature.

Dans la deuxiéme partie, nous avons comparé deux méthodes d'extraction des

polyphénols, la macération et la sonication, puis nous avons mesuré par les méthodes de Folin
Ciocalteu et d’AlCl; les teneurs des extraits en polyphénols et en flavonoides. .
Les résultats obtenus ont montré que les contenus des composés phénoliques dépendaient de
la méthode d'extraction utilisée, ou I'extrait soniqué avait la teneur la plus élevee en composeés
phénoliques que l’extrait de la méthode de macération. Une amélioration de la teneur en
polyphénols totaux est observée lorsque le temps de la sonication augmente de 20 min a 40
minutes.. De plus, la teneur en composé phénolique indiquée par la phase organique est plus
riche que la phase aqueuse. Cette variabilité de teneur entre les deux phases obtenues par
maceération s'explique par la présence de composés phénoliques plus solubles dans I'éthanol
que dans l'eau.

Dans la troisiéme partie nous avons étudié 1’activité antioxydante des extraits de

I’huile essentielle et les extraits phénolique de /’Artemisia Heba par deux tests chimiques qui
sont : le test de DPPH et le test de FRAP, les résultats obtenus par les deux tests, révélent que
la technique d’extraction affecte de fagon significative 1’activité antioxydante totale de
I’extrait.
Les extraits obtenus par macération apparaissent comme les plus doués d’activités
antiradicalaire et capacité réductrice tout en étant riches au groupement hydroxyle. Alors que
les composés phénoliques obtenus par la sonication relévent une faible activité malgré sa
teneur en polyphénols plus élevé que les extraits de la macération.

Comparé aux autres extraits d'une part et au standard (acide gallique et BHA) d'autre part.
Une activité tres faible est enregistré par HE vis-a-vis le test de DPPH et le test de FRAP
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Comme perspective, nous suggérons des études complémentaires afin de déterminer la
composition de I’HE par des analyses chromatographique telles que GC-MS. et la
composition des polyphenols par LC-MS

Déterminer les activités biologiques des extraits de 1’ Artimisia HA in vitro et in vivo
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Annexe 1

1. Appareillage

Appareils et matériels

Caractéristiques

-Agitateur automatique

WiseStir (MSH-20A)

- Ampoule a décanter De (100mL et 250mL)

-Bain Marie WiseBath

- Balance analytique (OQUAUS 0,01)

- Balance de précision (OUAUS 0,001)

-Barreau magnétique

- Ballon De 1000mL

- Béchers

- Broyeur électrique (SAVOMIX, HAND MIXER, SCG-638C)
- Burette De 25mL

-Centrifugeuse

« Sinal TD4A »

- Chauffe-Ballon

De 1000mL (ERS)

- Cuves

- Etuve

- Erlenmeyer De 250mL

- Eprouvette De 100mL

- Evaporateur rotatif - Evaporateur rotatif

- Fiole De (25mL et 50mL et 100mL et 200mL)

-Micropipette

(précision 10-100 et 100-1000)

-Papier aluminium.

-Papier filtre.

- Polarimétre OPTACH TECHNOLOGY
- Potentiel d’Hydrogene-meétre (pH-metre) Adwa (AD1030)

-Pipette De 10mL

- Réfrigérateur

- Réfractométre A .KRUSS.OPTRONIC

- Spectrophotomeétre UV (OPTIMA SP-3000 Nano)
- Spatule

- Tamis.

- Tubes

-Ultrason P/SELECTA

-Vortex ISOLAB (laborgriate GmbH)

X1l




2. Produits chimiques

Produits La formule chimique Propriétés

- Butyl Hydroxy Anisole (BHA) C1H1602

- Eau distillé H.OD Ultra pure

-Acide trichloracétique(TCA) C2HCI:02 PROLABO

-Chlorure de sodium NaCl VWR(BDH)
PROLABO

- 2, 2’-diphényl-1-picryhydrazyle C18H12Ns0s SIGMA-ALDRICH

(DPPH)

- Hexacyanoferrate de potassium KsFe(CN)s (BDH) laboratory
reagents

- Ethanol C2HeO BIOCHEM
Chemopharma

-Quercétine hydraté

C15H1007 .XH20

ALDRICH Chemistry

-Folin Ciocalteu

SIGMA (Life Science)

- Hexane CeH12 SIGMA-ALDRICH

- Acétate d’éthyle C4HsO2 VWR(BDH)
PROLABO

- Chlorure d’aluminium AICl3 VWR CHEMICALS

- Acide gallique C7HgOs SIGMA (Life Science)

- Acide chlorhydrique HCI Honeywell | Fluka

- sulfate de sodium Na2SO4 SIGMA-ALDRICH /
BIOCHEM
Chemopharma

- sulfate de sodium hydraté Na2S203 Fluka

- Carbonate de sodium Na.COs SIGMA-ALDRICH

- Dihydrogénophosphate de potassium KH2PO4 Fluka.chemika

-Hydrogénophosphate de potassium K2HPO4 Applichem Panreac

-Phénolphtaléine

- Hydroxyde de potassium KOH PROLABO

-Chlorure de fer III hexahydraté FeCls3.6H20 PROLABO

-lodure de potassium Kl SIGMA-ALDRICH

-Diiode

I,

SIGMA-ALDRICH
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Annexe 2

1. Courbes représentants la variation des pourcentages de réduction moyenne en fonction des

concentrations des extraits phénoliques de plante A.herba alba dans le test du DPPH.
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2. Courbes représentants la variation de la concentration inhibitrice de réduction en fonction des
concentrations des extraits phénoliques de plante A.herba alba dans le test du FRAP.
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Résumé

L’Artemisia herba alba est une plante médicinale est aromatique utilisée depuis longtemps dans la
médecine traditionnelle algérienne. Cette étude est une contribution a I'étude chimique des composés
phénoliques et de I'huile essentielle d'Artemisia herba alba. La premiére partie de ce travail est pour
I'étude analytique de I'huile essentielle d'A. Herba alba ou la détermination du rendement et des propriétés
physico-chimiques. La deuxiéme partie de ce travail concerne l'extraction des polyphénols par deux
méthodes et la quantification spectrophotométrique des composés phénoliques. Enfin, I'évaluation de
I'activité antioxydante des composés phénoliques et des HE par les tests DPPH et FRAP.

Le rendement en huile essentielle d'Artemisia Herba Alba est de 0,68% et leurs propriétés physico-
chimiques sont largement du méme ordre que celles trouvées dans la littérature. Le contenu des composés
phénoliques dépendait de la méthode d'extraction utilisée, I'extrait de la sonication avait la teneur la plus
¢élevée en composés phénoliques que I’extrait de la méthode de macération. Les résultats obtenus par les
tests de DPPH et le test de FRAP, confirmait que la technique d’extraction affecte de fagon significative
I’activité antioxydante totale de I’extrait. Les extraits obtenus par macération sont plus actif que 1’extrait
de la sonication tout en étant riches au groupement hydroxyle. Par contre les composés phénoliques
obtenus par la sonication relévent une faible activité malgré sa teneur en polyphénols plus élevé. L’HE de
I’A. Herba Alba est dotée d’un pouvoir antioxydant mais reste d’une efficacité faible par rapport aux
standards

Mots clés : Artemisia herba alba ; Extraction ; L’huile essentielle ; polyphénols ; ’activité antioxydante ;
DDPH ; FRAP.

Abstract

Artemisia herba alba is an aromatic medicinal plant that has long been used in traditional Algerian
medicine. This study is a contribution to the chemical study of phenolic compounds and the essential oil
of Artemisia herba alba.The second part of this work concerns the extraction of polyphenols by two
methods and the spectrophotometric quantification of phenolic compounds. Finally, the evaluation of the
antioxidant activity of phenolic compounds and EO by the DPPH and FRAP tests. The yield of essential
oil of Artemisia Herba Alba is 0.68% and their physicochemical properties are broadly of the same order
as those found in the literature. The content of phenolic compounds depended on the extraction method
used; the extract from the sonication had the higher content of phenolic compounds than the extract from
the maceration method the results obtained by the DPPH tests and the FRAP test, confirmed that the
extraction technique significantly affects the total antioxidant activity of the extract.
The extracts obtained by maceration are more active than the sonication extract while being rich in the
hydroxyl group. On the other hand, the phenolic compounds obtained by sonication show a low activity
despite its higher polyphenol content. The essential oil of A. Herba Alba is endowed with an antioxidant
power but remains an effectiveness very far from the standards.

Keywords: Artemisia herba alba; Extraction; Essential oil; polyphenols; antioxidant activity; DDPH;
FRAP.



