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I ntroduction Générale

Les méthodes innovatrices tel que I’ extraction assistée par microondes, |’ extraction
assisté aux ultrasons offrent de nombreux avantages d’ un point de vue du temps d’ extraction,
de la consommation de solvant, de rendement d’ extraction et de la reproductibilité et cela sans
altérer la qualité de I’ extrait. De plus, ces techniques sont simples a utiliser, automatiques et
souvent plus sélectives[1].

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guérir les maladies
humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines, voire
des milliers de composés naturels bioactifs appelés : |es métabolites secondaires. Ces derniers
sont par la suite accumul és dans différents organes et parfois dans des cellules spécialisees de
la plante. L'Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes
médicinales qui congtituent le couvert végétal, se trouve le genre Artemisia, ce dernier est
largement distribué surtout dans les régions semi arides. De nombreuses espéces de ce genre
sont utilisées en médecine traditionnelle parce qu’ elles renferment plusieurs mol écul es douées
d activités thérapeutiques [ 2].

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées, les especes d’ Artemisia sont
largement utilisées en médecine traditionnelle. Plus de 300 espéces de ce genre se trouvent
principalement dans les zones arides et semi arides d'Europe, dAmérique, d'Afrique du Nord
ains quen Asig2].Parmi les espéces les plus connues se trouve Artemisia Herba Alba.
Qu’ est une plante médicinale largement utilisée par la popul ation algérienne, notamment dans
la médecine traditionnelle. La valeur thérapeutique de cette plante est due a ses métabolites
secondaires, notamment les huiles essentielles et les composés phénoliques. La concentration
de ces mol écules peut varier d’ un organe al’ autre du méme plant.

Les composes phénoliques (principalement flavonoides, acides phénoliques et tannins)
constituent une richesse largement exploitée par les industries agro-alimentaire, cosmétique et
pharmaceutique. L’extraction de principes actifs de ces métabolites est une éape trés

importante dans leur isolement, aussi bien que dans leur identification[3].

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

cancer[4].
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Introduction générale

Le développement de nouveaux antioxydants d’une capacité antioxydant de meilleure
gualité et de moindre toxicité s avere indispensable pour lutter contre les phénomeénes
d oxydation. Dans ce but, I'investigation des plantes représente un potentiel inestimable pour
la découverte de nouvelles substances a caractére antioxydant, si I’on considére que ces

plantes peuvent contenir des centaines, voire des milliers de métabolites secondaires[5].

Le travail effectué et présenté dans ce mémoire se situe dans ce contexte. Le but de cette
étude est d évaluer I'influence de la sonication sur la teneur en polyphénols (des composés
phénoliques et des flavonoides) contenus dans une plante médicinale et I’ activité antioxydant,
I'Artemisia herba alba.

La présente étude a été scindée en trois parties :

La premiére partie est consacrée a I'éude bibliographique, sur les composés phénoliques,
I'activité antioxydant, les méthodes d'extraction et une généralité sur la plante choisie pour
cette étude (Artemisia Herba Alba).

La deuxiéme partie du travail expérimental est consacrée a

v L'extraction de composés phénoliques d'Artemisia herba alba.
v Détermination des composés phénoliques et des flavonoides.
v Evaluation de I'effet anti-radicalaire par le test DPPH.

Dans la troisieme partie nous discutons les résultats obtenus et nous terminons notre étude

par une conclusion.
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Chapitre | Etude bibliographique

|. Lescomposés phénoliques

Les composés phénoliques sont des substances présentes dans tous les végétaux et
dans tous les organes de la plante, ils possedent un noyau aromatique portant un ou
plusieurs groupements hydroxyles (Figure 1.1) [6].

Les composés phénoliques jouent un role essentiel dans la structure et la protection des
plantes. Ils offrent également, pour la santé humaine, une protection contre certaines
maladies impliqguant un stress oxydatif, comme les cancers et les maladies
cardiovasculaires et neurodégenératives.

D'un point de vue thérapeutique, les polyphénols constituent la base des principes actifs
gue I'on trouve dans les plantes médicinales en jouant des roles trés importants comme
antioxydants naturels, et leurs effets bénéfiques intéressent particuliérement deux domaines
: laphytothérapie et I'industrie alimentaire [7] .

Le terme "composés phénoliques végétaux» englobe les phénols simples, les acides
phénoliques, les coumarines, les flavonoides, les Stilbenes, les tannins, les lignines et les

lignanes[§].

OH

Figurel.2: Structure du phénol
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Tableau 1.1:Les principal es classes de composés phénoliques

Squelette
carboné
Cs
Cs-C1

Ce-Cs

Ce-Cas
C6-C2-C3

C6-C3-Cs

(Ce-C3)2
(C6-C3)n

(C1s5) n

Classe

Phénols simples

Acides hydroxybenzoique

Acides hydroxycinnamiques

Coumarines
Napthoquinones
Stilbénes
Flavonoides
Flavanols
Anthocyanes
Flavanols
Flavanones
| soflavonoides
Lignanes
Lignines

Tannins

Exemple

Catéchol

p-Hydroxybenzoique

Acide caféique,

férulique
Scopol étine,
esculétine
Juglone

Resvératrol

Kaempférol,
quercétine
Cyanidine,

pélargonidine
Catéchine,
épicatéchine

Naringénine

Daidzéine

Pinorésinol

Origine (exemple)

Huile
Epice, fraise
Pomme de terre, pomme
Citrus
Noix

Vigne

Fruits, Iégume, fleurs
Fleurs, fruits rouges
Pomme, Raisin
Citrus
S0oja, pois
Pin
Bois, noyau des fruits

Raisin rouge, kaki
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Chapitre | Etude bibliographique

|.1 Lesflavonoides

R/
A X4

Les flavonoides représentent une classe de meétabolites secondaires largement
répandus dans le regne végétal. Ce sont des composés phénoliques de faible poids
moléculaire possédant un squelette carboné en C6-C3-C6. Ils sont constitués d'un
squelette a 15 atomes de carbone formant 2 noyaux aromatiques (A et B) et un
hétérocycle (C) a oxygene dont la nature définit |’ appartenance du flavonoide a un
groupe déterminé

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composes naturel s appartenant a
la famille des polyphénolg[10] , ils sont considérés comme des pigments quasiment
universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois desfeuilles. .

Les flavonoides jouent un réle tres important dans la croissance des plantes, la
floraison, la fructification et la défense contre les maladies et les microorganismes. Ils
ont également un réle tres important pour la santé humaine. A titre d’exemple, ils sont
efficaces pour I'inflammation chronique, les maladies alergiques, les maladies

coronariennes et le cancer [11].

Figure|.3:Structure de base des flavonoides

1. Lesradicaux libres, le stress oxydant et les antioxydants.

1.1 Lesradicaux libres
[1.1.1 Définition

Un radical libre est défini comme toute molécule possedant un ou plusieurs électrons non

appariés, cette molécule est tres instable et réagie rapidement avec d autres composants,

essayant de capturer I’ éectron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine

débute lorsgu’ un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son

électron, et la molécule attaguée devient elle-méme un radical libre [12].

Page 5



Chapitre | Etude bibliographique

11.1.2 Production desradicaux libres

» Laproduction des especes oxydantes est une conséquence inévitable du
métabolisme aérobie. En effet, I’ organisme a besoin d’ O2 pour produire de I’ énergie
au cours des réactions dites de respiration oxydative. Cependant, une faible partie de
I’ oxygene échappe a sa réduction en eau au niveau de la mitochondrie, elle peut alors
étre al’ origine de la production de radicaux libres oxygéenés (RLO).

> Les autres sources de production de radicaux libres sont classées en deux
catégories ; les sources endogenes ou les RL sont des produits des réactions de
I” organisme, et les sources exogenes tel que le tabagisme, lesradiations UV, les

médicaments, les réactif chimiques, les solvants industriels et la pollution [13].

" g "'-e-\ Antioxidant
=

\

e e-=g-

|
P
a" 2"
-
\e-'-E' - b

e
e-

”

e-
e-

Electron

e se"
Radical libre
Figurel.3: Activité d'un antioxydant

I1.2 Lestress oxydant

Le stress oxydatif, appel€ aussi stress oxydant, se défini comme étant |e désequilibre
entre la génération des especes réactives de I’ oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a
réparer les dommages oxydatifs[14].

e Conséguences du stress oxydant

Stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies comme le cancer,
syndrome de détresse respiratoire aigue, cademe pulmonaire, vieillissement accél &é...etc. Est
auss I'un des facteurs potentialisant I'apparition des maladies plurifactorielles tel que le

diabéte, lamaladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires [15].
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I1.3 Lesantioxydants

Les antioxydants sont des produits naturels ou synthétiques qui se définissent comme
étant des produits chimiques qui, plus spéecifiquement, retardent la détérioration, la rancidité
ou la décoloration causée par I’ oxydation.
Les systemes de défenses antioxydants peuvent étre divisés en groupes divers :

s Les antioxydants enzymatiques (superoxyde dismutase, glutathion peroxydase,
cataase....).

+ les antioxydants non enzymatiques sequestrant des métaux lourds comme la
transferrine et I'albumine, des petites molécules liposoluble (vitamine €) ou
hydrosoluble (vitamine c) , les polyphénols et les alcal oides

« Les antioxydants synthétiques (butyl hydroxy anisole, butyl hydroxy toluene,
etc.), ains que des substances végétales [16].

[11. Méthodes d’ extraction des molécules bioactives

L'extraction de principe actif a haute valeur est une éape trés importante dans
I’isolement aussi bien que dans I'identification des molécules bioactives naturelles .C'est la
separation sélective des parties actives des tissus végétaux des composants inactifs ou inertes
al'aide des solvants [17].

Parmi les méthodes d’ extraction, on cite: |'extraction par soxhlet, I"hydro-distillation (ou
par entrainement a la vapeur deau), I'infusion, la décoction, I’extraction assistée pas
maceération et la digestion qui sont des technigques conventionnelles et d’ autres nouvelles dont
on peut évoquer |’ extraction assistée par microondes (Microwave assisted extraction (MAE)),
I’extraction accélérée par solvants (Accélérdtes solvant extraction (ASE)), I'extraction
assistée aux ultrasons (Ultrasound assisted extraction (UAE)) et I extraction avec des fluides

supercritiques (Supercritical fluid extraction (SFE)) [18] .

11 .1 Extraction par soxhlet
L’ extraction par soxhlet est une méthode simple et convenable permettant de répéter
infiniment le cycle d extraction avec du solvant frais jusqu'a I’ éouisement complet du soluté

dans lamatiére premiére[19].
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1 - Sortie de I'eau de
(" refroidissement
| /|«— Condenseur/ réfrigérant
Entrée de I'eau de ()
refroidissement i
-] Corps principal de
e -'\_\-: I'extracteur

Cartouche contenant

I'échantillon L@ <«— Retour de distillation
|
/ e Ballon
Agitateur k\ ¥
magnétique -

Chauffe ballon avec
agitation intégrée

Figurel.4: Dispositif de soxhlet

[11.2 Extraction par infusion
Une infusion est préparée en versant de |’eau bouillante sur une quantité spécifique de

matiere végétale, en laissant reposer la mixture pendant 10-15 minutes[20].

Figurel.5: Infusion

[11.3 Extraction par décoction
Les plantes sont versées dans I’ eau froide et portées a ébullition un temps plus ou moins
long, deux ou trois minutes pour les feuilles, les tiges et les fruits ; cing minutes ou plus pour

les écorces et lesracineg[21].
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réfrigérant & eau

sortie d'eau ’j
. entrée d'eau
melange
réactionnel mélange réactionnel
et pierre ponce

réfrigérant & air

barreau
aimanté

rmagnéetigue

chauffant =

chauffe-
ballan

Chauffage a reflux Chauffage a reflux
avec réfrigérant a air avec réfrigérant a eau

Figurel.6: Dispositif de décoction

[11.4 Extraction accélérée par solvants
C’est une technique qui utilise les solvants conventionnels a des températures (50-200
°C) et des pressions (100-150 bar). Cette derniere est maintenue assez éevée pour garder le

solvant al’ état liquide qui reste toujours en dessous de ses conditions critiques [22].

Figurel.7 : Dispositif d'extraction accélérée par solvants

[11.5 Extraction au dioxyde de carbone (CO2) supercritique
Elle est basée sur |’ utilisation comme solvant (CO2) dans son état supercritique (ni liquide ni
gazeux). Le CO2 en phase supercritique est d’un pouvoir extractant remarquable, car il est
inerte chimiquement et non toxique. En plus, la récupération de I’ extrait est facile par simple
détente du gaz puisgque le CO2 est al'état supercritique[23].
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Equipement

Figurel.8: Equipement d’ extraction par CO2 supercritique

[11.6 Extraction par macération
Le liquide de macération peut étre de I’ eau, de I’acool ou du vinaigre. Dans le cas da la
macération a I’eau, les plantes doivent étre versées dans le liquide froid ou tiede pendant
guelques heures (10 oul2 heures). Les macérations a |I’eau ne doivent pas dépasser une
douzaine heures par risque d’ oxydation et de fermentation du liquide [21].

papier-filtre
entonnoir i
—_—
— SUpport
salade Al
varte

\ 1 bécher
broyage _ macération filtration
dans un mortier dans l'alcool et recueil du filtrat

Figurel.9: photo représente la méthode de macération

| |
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[11.7 Extraction assistée par micro-ondes
Cette extraction est une nouvelle technique caractérisée principalement par la rapidite,
I’efficacité et la sélectivité. Elle implique une interaction directe entre un rayonnement

électromagnétique et la matiére végétale [24] .

Figurel.10: Dispositif d'une micro-onde

111.8 Extraction assistée aux ultrasons
L’ extraction des composés bioactifs par ultrason (20-100 kHz) est une technique
émergente qui offre beaucoup de reproductibilité en peu de temps, elle est facile & mettre en
cauvre et peu consommatrice de solvant et d énergie. Elle est réalisée gréce a un appareil
appelé sonicateur qui permet de transformer I’ énergie électrique en vibration mécanique
longitudinale le long d’ une sonde, cette derniere permet de détruire les cellules biologiques en

suspension [25].
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Figurel.11: Dispositif dultrason

e Mécanismed’action d’ultrasons
Lamatiere premiere est immergée dans |’ eau ou dans le solvant et en méme temps elle
est soumise a I'action des ultrasons. Pendant la sonication, les ondes sonores utilisées
induisent des vibrations mécaniques dans le solide, le ligquide ou le gaz a travers une
succession des phases d expansion et de compression, comme au cours d’un phénomene de
cavitation. Les bulles, formées par |’ expansion, vont se développer puis dégonfler, ce qui
produira des jets de liquide ultra-rapide [26] .
» Lesmécanismes d’ extraction impliquent deux phénomenes physiques :
¢ Les molécules peuvent parfoistraverser laparoi cellulaire par smple diffusion.
+» Le contenu des cellules peut étre lessivé apres destruction des parois cellulaires, afin

de récupérer I’ ensemble des composés d’ intérét [27].
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Figurel.12: Schéma démonstratif de la cavitation ultrasonore [28].

V. Généralitésur I’ Artemisia Herba Alba (ar moise blanche)

V.1 Introduction
Les plantes médicinales ont fait |I’objet de beaucoup d études grace aux principes
actifs qui différent d’ une plante a une autre créant ainsi une biodiversité notable.
L’Artemisia est un genre tres vaste et trés diversifié, avec entre 200 et 400 especes de
plantes de lafamille des Asteraceae [29].
Les différentes espéeces du genre Artemisia sont trouvées dans de nombreux écosystémes,
citant atitred exemple:
v’ Ledésert (désert d’ Ouzbékistan et d' Iran)
v Les environnements humides (A. molinieri, Sud de la France, Oregon des Etats-Unis),
v’ Les zones situées a peine plus haut que le niveau de la mer (Marais salants marins
européens)
v" Les sommets des hautes montagnes a prés de 4000 m (A. melanolepin Iran et A.
pattersonii , Nord Américain) ,Certaines especes sont rudérale (A. vulgaris) [30].
Certaines plantes du genre Artemisia (Asteraceae) ont été utilisees comme plantes
meédicinales dans la médecine populaire. Parmi ces plantes en trouve I’ Artemisia herba alba,

elle a été également employée traditionnellement par la population algérienne.
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En Algérie, les steppes d'armoise (Artemisia herba-alba) recouvrent 3 millions d'hectares et
sont situées dans les étages aride et semi-aride frais, avec des précipitations variant de 100 a
300 mm([31] .

Figurel.13: Photographie d'Artemisia Herba Alba

V.2 Description botanique
- C'est une plante odorante vivace dressée, suffrutescente a tiges nombreuses, tomenteuses,
rigides et droites de 30 a50 cm.
- Les feuilles sont courtes, généralement pubescentes argentées a pinnatipartites, les bractées
externes sont opagues et pubescentes, alors que les bractées intérieurs sont oblongues,
brillantes et glandul euses.
- Les capitules sont pauciflores en général, homogenes a fleurs hermaphrodites. |ls sont
sessiles [32].

V.3 Description Systématique

Tableau 1.2 : Classification d' Artemisia herbaabal[4].

Embranchement Spermaphytes

S/Embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous classe Astéradae
Ordre Astérales
Famille Astéracées
Genre Artemisia

Espéce Artemisia herba aba
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Nomsvernaculaires:

Tableau 1.3 : Principaux noms vernaculaires d’ Artemisia herba alba

Langue nom

Francais Armoise blanche [33]

Anglais White wormwood[ 34]
Arabe Chih, Chiha, Chiba[34]

V.4 Utilisation thérapeutique.

En générale, le genre Artemisia a été tres utilisé dans |la médecine traditionnelle ainsi que
dans la médecine moderne pour traiter plusieurs maladies telles que les infections urinaires, le
diabete[35], I'hypertension artériel , les trouble gastrique tels que la diarrhée et les douleurs

abdominales, labronchite, I’ abcés et comme vermifuge [36].
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|. Matéridl et Méthode

|.1 Matériel végétal et Echantillonnage.
Artemisia Herba Alba été récolté au mois de mars 2020 dans larégion de Tiaret West de
I’ Algérie, Notre étude a été porté sur la partie aérienne (feuille, tiges) cette partie de plante est
séchée al’ ombre et atempérature ambiante dans un endroit aéré.
La plante séchée a été broyées a I’aide d'un broyeur électrique et le broyat obtenue a été
conservé dans des sachets en papier a température ambiant dans un endroit sec et al’abri de la

lumiére et I’ humidité jusgu'a son utilisation.

Figurell.l: Séchage et broyage des feuilles d' Artemisia herba-alba (Chih)

|.2 Extraction des composés phénoliques et des flavonoides

Les composés phénoliques et flavonoides ont été extraits a partir des feuilles de cette

plante par la méthode de sonication (Extraction assistée aux ultrasons).

[.2.1 Extraction assistée aux ultrasons

Dans un bécher couverts de papier dauminium, une quantité de 0.5 grammes de
poudre de feuille ont été mélangés a 10 ml de méthanol agueux a 80% contenant 1% de HCI
Ce mélange a été aors sonique deux fois a différents intervalles de [ 10, 20, 30 et 40 minutes]
et laissé pendant 24 heures a4°C.
Le traitement ultrasonique a éé exécuté dans un bain ultrason. Ensuite, les extraits a été

centrifugé et le surnageant de chague extraits a été recueilli dans un flacon en verre et
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conservés a4° C jusgu’ aleur utilisation pour les analyses du contenu phénolique total et de la

capacité antioxydant
.3 Quantification spectrophotométrique des composeés phénoliques

[.3.1 Dosage des polyphénols

Principe

Le contenu en polyphénols totaux des extraits de Artemisia herba alba est estimé par la
méthode de Folin-Ciocalteu décrite par Singleton et Rossi[37]

Le principe de cette méthode est basé sur la réduction en milieu acain de I'acide
phosphotungstique (H3zPW 1,040) et phosphomolybdique (HzPM00O1,040) du réactif du Folin-
Ciocalteu lors de |’ oxydation des polyphénols. La couleur bleue obtenue est proportionnelle
au taux de composés phénoliques contenus dans I’ extrait[ 38].

M ode opératoire:

Un volume de 0.2mL de chague extrait dilué ont é&é mélangés a 1 mL de réactif de Folin —
Ciocalteu (10%). Au bout de 3 minutes, 0.8mL de solution saturée de carbonate de sodium
(7,5%) ont été goutés. Le mélange a été incubé dans |'obscurité a la température ambiante
pendant 30 minutes et |'absorbance a été mesurée a 765 nm. L'acide gallique a été utilisé dans
les mémes conditions de I'essai qu'un standard pour la courbe d'éalonnage. Le contenu
phénolique total a é&é exprimé en milligrammes équivalents d'acide gallique par gramme de
matiere seche (mg EAG/g MS).Toutes les expériences ont été effectuées en triple, et les

valeurs équivalentes en acide gallique ont été rapportées en tant que X + SD de trois essais.

[.3.2 Dosage desflavonoides

Principe

La quantification des flavonoides est effectuée par la méthode de trichlorure d’aluminium Le
dosage est basé sur la formation d'un complexe tres stable entre le chlorure d auminium
(AICl3) et les groupements hydroxydes (OH) des phénols, qui est doté d’ une coloration jaune
dont I’ intensité est proportionnelle a la quantité des flavonoides présents dans I’ extrait[39].
Mode opératoire:

A 2 ml d échantillon dilué est gjouté 2 ml de la solution d’AICI3 (2%). Aprés 15 minutes
d’incubation, | absorbance est lue a 430 nm. Le blanc est représenté par I’ éthanol additionné a
I’ AICl 3. La concentration des flavonoides dans les extraits est calculée a partir de la courbe
d éalonnage éablie avec la quercétine. Les résultats sont exprimés en mg équivaent de
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quercétine par 100g de matiere seche (mg EQ/g MS) [40].Toutes les mesures sont répétées 3
fois.

|.4 Détermination del’activité antioxydant

De nombreuses méthodes sont utilisées pour |’évaluation de |'activité antioxydant des
composeés phénoliques purs ou extraient. Un seul test est utilisé il prend en considération le
pouvoir anti-radicalaire en mesurant la capacité de neutralisation d’un radical (DPPHse+) par
les antioxydants présents dans les échantillons.
[.4.1 Test de DPPH :
Le DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre, stable ou accepteur

d hydrogene de couleur violet intense. Ce radical perd sa coloration native quand il selie avec
des substances anti oxydantes (AH), qui lui transférent des éectrons. La forme réduite du
DPPH confére ala solution une couleur jaune]41].Le virage vers cette coloration et I’intensité
de la décoloration découle, de la nature, de la concentration et de la puissance des principes

actifs présentg[42]. Laréaction peut se résumer de lafacon suivante :

DPPH*+ (AH) == DPPH-H+ (A*) ,
Ou: (AH) : un compose capable de céder un hydrogeéne au radical DPPH (violet)

++ Toutes les mesures ont été effectuées en triple al'aide d'un spectrophotomeétre. L’ inhibition
du radical libre de DPPH en pourcentage (1%) est calculée selon laformule de suivante :

I (%) =100 x (Ao- A1)/A,.
Ou:
| : représente I'inhibition, A est I'absorbance du contrdle (blanc).
A1. est I'absorbance de I’ échantillon (I'extrait / standard).
% Lesvaeursdel’IC50 ont é&é déterminées graphiquement par larégression linéaire de
pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration.
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Figurell.2:Réduction de radical libre DPPH en présence d’ antioxydant

Mode opératoire:
Pour réaliser ce test, une solution éthanolique de DPPH de concentration (60 uM) a été

préparé et conserver pendant 2 heurs avant I’ utilisation.

300 pl de dif€rentes concentrations de chaque extrait dilué ont éé mélangé avec 370Q1 de
DPPH, puis incuber pendant 30 min a I’abri de la lumiére et a la température ambiant. La
réduction du radical DPPH a é&é mesurée en surveillant en continu la diminution de

I” absorption a 517 nm contre un blanc contenant la solution de DPPH et du solvant. [43] .
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|. Résultats et discussion

|.1 Dosages des composes phénoliques et flavonoides

Afin de caractériser les extraits préparés a partir de la plante étudiée, un dosage des
polyphénols totaux et de flavonoides a été effectué. L’ objectif principal de choisir ces
substances par ce qui |a majorité des propriétés antioxydants des matiéres végétal es sont

attribuées a ces substances.

1.1.1 Teneur en polyphénolstotaux

Les teneurs en phénols totaux des quatre extraits préparés de Artemisia herba alba
sont déterminées par la méthode de Folin-Ciocateu sont rapportées en milligramme
équivalent acide gallique par un gramme de la matiere seche (mg EAG/g) a I’aide d'une

courbe d’ éalonnage d’ acide gallique qui est présenter dans lafigure (Figurel11.1).

Acide gallique y = 11,81 + 0,027

R2=0,998
14

112 /
1

£
[
n
((]
~ /
«© 0,8
8 /
& 06
'E /
§ 0’4 /
<
0,2 po
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

concentration (mg/ml)

Figurelll.2:Courbe d'étalonnage de I'acide gallique.

1.1.2 Teneur en flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’ Aluminium.
Les teneurs en flavonoides d Artemisia herba alba est déterminée a partir de la courbe
d étalonnage de la Querceétine présenter dans la figure (Figure 111.2). Les résultats sont

exprimeés en mg équivalent de quercétine par gramme de matiere seche (mg EQ/g).
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Figurelll.2: Courbe d'étalonnage de laQuercetine.

Le tableau (Tableau I11.1) au dessus présente les teneurs en phénols totaux et en
flavonoides dans les extrait de L’ Artemisia herba alba obtenus par sonication a un intervalle
de temps différent [10min... 40min].

Les résultats indiquent clairement qu’il ya une augmentation de la teneur en
polyphénols totaux quand le temps de la sonication augmente de 10 min a 30 min, puis dle
diminue lorsqu’ elle passe les 30 min. Les valeurs vont de (5,18 + 2,21) a (20,15+ 1,11) mg

GAE /g pour les extrait obtenu avec 10min et 30min de sonication respectivement.

Cependant les résultats obtenus en flavonoide indiquent gu’il y a une augmentation de la
teneur en flavonoides avec |’ augmentation du temps de la sonication. Les valeurs enregistrées
entre 10 et 30 min de sonication presque des quantités égales par rapport aux 40 minutes de
sonication qui donne une valeur peu éevé de (11,34 + 0.07) mg EQ/g.

Par la synthese de I’ensemble des résultats obtenus, On a constaté que 30 minutes de
sonication amélioraient |e rendement d'extraction de I'extrait de Artemisia herba alba, ce qui
pourrait étre d0 a I'effet cavitationnel qui a conduit a une rupture tissulaire et a une bonne

pénétration du solvant dans la matrice tissulaire[44].
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Comme il ressort du tableau les composes phénoliques totaux ont augmenté
rapidement de 10 a 30 minutes de sonication et ont commencé a diminuer lorsque la
sonication était prolongée.

Nous pensons que cela pourrait étre di a la décomposition des constituants bioactifs par

sonication prolongée. Par contre les flavonoides reste stable jusqu’ a 40min de sonication.

Unetravail similaire a également été rapportée par Lu et a (2008)[45]dans laquelle, ils
ont mentionné que la sonication au-dessus de 40 minutes a conduit & une diminution du
rendement d'anthraquinone de Rheumpalmatum. Par conséquent, H. V. Annegowda et a
(2011) décrit que la sonication pendant plus de 40 minutes dans I'éhanol semble étre

désavantageuse [1].

Tableau I11.1: Teneur en phénols totaux et en flavonoides de plante Artemisia herba aba.

S Temps D’ extraction Teneur en phénols totaux Teneur en flavonoides
(min) (mg EAG/g) (mg EQ/Q)
1 10 5,180 + 2,210 9,310+ 0,08
2 20 5,471+ 1,387 9,872+ 0,070
3 30 20,151+ 1,112 10,722+ 0,283
4 40 13,554+ 0,228 11,345+ 0,070

Pour une meilleure représentation de nos résultats, nous présentons les différentes valeurs du
contenu en phénols totaux et en flavonoides dans les histogrammes de la (Figure 111.3) et
(Figure I11.4), Il est clair & partir de ces histogrammes que les quantités des phénols totaux et

les flavonoides ne varient pas dans le méme sens.
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Figurelll.3: Teneurs moyenne en phénols totaux des composés phénoliques de plante Artemisia

herba alba.
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Figurelll.4: Teneurs moyenne en flavonoides des composés phénoliques de plante Artemisia herba

aba
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|.2 Evaluation del’activité antioxydant
|.2.1 Test de DPPH

Le pouvoir antioxydant est déterminé par la concentration d’ une extrait qui est
nécessaire pour neutralise 50% du radical. Les résultats exprimés en IC50, sont calculés a
partir des courbes de la variation du pourcentage d’ inhibition 1% en fonction de la
concentration de chague extrait (Annexe 1). Il faut rappeler que plus lavaleur de IC50 est
petite, plus |’ activité antioxydant des extraits est grande.

Lesrésultats de I’ activité antioxydant de I’ Artemisia herba alba mesuré par le test de
DPPH sont résumés dans le tableau (Tableau 111.2).

Les résultats indique qu’il n’y pas une grande variabilité entre les extraits (1, 2,3) obtenus par
des durés de sonication allant de 10 a 30 min.les valeur de IC50% sont varié entre (0.03
0,004) &4 (0.04 £ 0,003).Ces résultats sont proportionnelle aux teneurs en flavonoide (Tableau
[11.1) une stabilité aux teneurs des flavonoides correspond a une activité stable dans les
extraits (1,2, et 3). Cette activité sera augmentée au (0.02) avec une teneur plus élevés en
flavonoide a 40 min de sonication (extrait 4).

Ladifférence en IC50 entre les quatre extraits phénoliques est illustrée ala (Figure 111.5)

Tableau |11 .2: Lesvaeurs d'IC50 des différents extraits phénoliques dans e test DPPH de la plante
ArtemisiaHerba Alba.

0,047 + 0,0006

0,042 + 0,003

0,038 + 0,004

0,028 + 0.001

Page 24



Chapitre 111

Résultat et discussion

L esrésultats sont souvent portes par rapport a un antioxydant deréférence.maisen

raison dela pandémie de Covide 19, nous n’avons pas pu terminer lestravaux requis.

|C50 (mg/ml)

0,045
0,04
0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01
0,005

0

Echantillon

m IC50

Figurelll .5: Comparaison des valeurs |C50 dans | es différents extraits étudiés.

Page 25




Conclusion
Générale



Conclusion générale

Conclusion

L’ extraction assistée par ultrason (sonication), est une méthode alternative efficace tres

simple, peu colteux et plus rapide, fonctionnant a une température ambiante.

La présente éude avait pour objectif d éudié l'influence de la sonication sur le
contenu phénolique de I’ Artemisia herba alba, puis évalué I'activité antioxydant des extrait

obtenu al'aide des méhodesin vitro, y compris DPPH.

Les résultats de dosage de phénols totaux ont montré que I’ extrait de 30 min de
processus de sonication est le plus riche en phénols totaux alors que 40 minutes du processus
de sonication aideront a obtenir un extrait enrichi avec les flavonoides qui peut servir de
source d'antioxydant naturel.

Notre étude a également assuré qu'une sonication prolongée (plus de 40 minutes) n'est
pas recommandé pour l'extraction de composants bioactifs antioxydants, car cela peut

conduire ala dégradation des constituants actifs.

Les résultats de |’ activité antioxydant mesuré par le test de DPPH sont proportionnels

aux teneurs en flavonoide.

D'autres expériences sont nécessaire pour comparer notre travail incomplet grace a la

pandémie de « Covide 19 » tell que.

v' L’Ajouter au moins un autre test d activité antioxydant, en raison de la différence
des mécanismes de |’ activité antioxydant (FRAP).

v' Ajouter une autre méthode d'extraction comme control tell que la méthode de
maceération.

v" En plus chercher les structures des composés bioactifs des flavonoides responsables

de |’ activité antioxydants mesuré.
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Annexe 1

Courbesreprésentantsla variation des pour centages deréduction moyenneen
fonction en fonction des concentrations des extraits phénoliques de plante Artemisia
Herba Alba dansletest du DPPH.
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Extrait 3 (30 min)
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Annexe 2

s Reéactifs chimiques et appareillage

1. Réactif chimiques

Tous les produits chimiques utilisés dans cette étude sont de hautes qualités et puretés.

Et lls sont les suivants :

Tableau 1. Les produits chimiques et les réactifs utilisés

Produits la formule chimique Propriétés (la densité,
degréde pureté)
Méthanol CH3-OH M=32.04g/mol, 99%
Ethanol CH,4-OH 99%
Acétone CH3COCH3
Carbonate de sodium Na,COs3 M=105.99 g/mol
Acide gallique
Cuercetin hydrat
Réactif de Folin-Ciocalteu D=1.24g/mol
DPPH C18H12N506
Eau distillé H,O Ultrapure

2. Appareilset instruments

Les différents appareils utilisés pour nos analyses sont regroupés dans le tableau

suivant :

Tableau 2 : Appareils et instruments utilisés

Appareils et matériels Caractéristiques

Etuve

Spectrophotométre UV OPTIMA SP-3000 Nano
Balances de précision OHAUS (précision 0.001g)
Micropipette et pipette (précision10-100 et 100-1000)
Ultrason

Fiole, bicher

Agitateur automatique

Tubes De4 ml

Cuves

Spatule

Réfrigérateur

Centrifugeuse Sinal TD4A
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Résumeé:

Cette étude a été menée pour examiner I’influence de la sonication sur la teneur des composés
phénolique et I’ activité antioxydants a des intervalles de sonication différents [10 ,20,30 et 40 min ].La
premiére partie de ce travail concerne a I’ extraction et la quantification spectrophotométrique des
composés phénoliques de I’ Artemisia herba alba, La deuxieme partie a été consacré a évaluer
I” activitéantioxydants des composé phénolique par le test DPPH.L es résultats de I’ analyse des extraits
montrent que I’ extrait de 30 min de sonication possedait des teneurs poly phénoligues la plus élevé et
I’extrait de 40 min de sonication contient la teneur la plus élevé en flavonoides et représente la

meilleure activité antioxydant.

Mots clés: ArtemisiaHerba Alba, Ultrason, Composé phénolique, Flavonoide, DPPH.

Abstract:

This study was conducted to examine the influence of sonication on the content of phenolic
compounds and antioxidant activity at different intervals of sonication [10, 20, 30 and 40 min]. The
first part of this work concerns the 'extraction and spectrophotométrique quantification of phenolic
compounds of Artemisia Herba Alba, The second part concerns the evaluating of the antioxidant
activity of phenolic compounds by the DPPH test. The results of the analysis of the extracts show that
the extract of 30 min of sonication had the highest polyphenolic contents and the extract of 40 min of

soni cation contains the highest content of flavonoides and represents the best antioxidant activity.

Keywords. ArtemisiaHerba Alba, Ultrasound, Phenolic compound, Flavonoides, DPPH
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