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Résumé

Artemisia herba-alba est une plante medicinale appartenant a la famille des
Astéracée ; elle est commune en Algérie dans les steppes et les paturages rocailleux et appelée
localement "Chih". Les parties aériennes de cette plante sont utilisés traditionnellement
comme anti-diarrhéique et pour traiter les troubles gastriques et le diabéte. On a fait ce travail
dans le but d’étudier la composition phytochimique et d’évaluer I’activité antioxydante et
antibactérienne des extraits et de I’huile essentielle préparés a partir des parties aériennes de la
plante. Les extraits ont été préparés en utilisant la technique de macération par quatre solvants
de polarités différentes ; le rendement de I’extraction est de 17.35% pour I’extrait aqueux et
9.56% pour I’extrait de méthanol, tandis que celui des extraits d’acétone de d’hexane est plus
faible (5.64% et 2.12%, respectivement). L’extraction de 1’huile par hydrodistillation a donné
un rendement de 1.005%. Le taux le plus ¢levé de polyphénols a été trouvé dans I’extrait
aqueux (86.574 pg équivalent d’acide gallique/mg d’extrait). L’extrait d’acétone a montré la
teneur la plus élevée en flavonoides (83.892 pg équivalent quercétine/mg d’extrait) et ’extrait
méthanolique a été le plus riche en tannins (239.027 ng équivalent acide tannique/mg
d’extrait). La meilleure capacité a réduire le fer a été obtenue par I’extrait acétonique qui a
montré une activité dose-dépendante avec une valeur maximale d’absorbance de 1.90 a une
concentration de 2 mg/ml. Le test de B-carotene/acide linoléique a montré que I’extrait
méthanolique posséde une activité plus importante que les autres extraits avec un pourcentage
d’inhibition égale a 90.01 %. L’activité antibactérienne a été évaluée en utilisant trois souches
(G+ et G-) ; les extraits organiques avaient tous une activité contre S. aureus avec une
inhibition maximale de 18.5 mm, obtenue par I’extrait acétonique. E. coli a été sensible
seulement a I’extrait d’acétone (13.5 mm), alors que I’huile essentielle a inhibé toutes les

souches avec une zone d’inhibition maximale de 16.33 mm.

Mots clés : Artemisia herba-alba, polyphénols, FRAP, B caroténe, activité antibactérienne,

huile essentielle.



Abstract

Artemisia herba-alba is a medicinal plant belonging to the Asteraceae family; it is
common in Algeria in steppes and rocky pastures and locally called "Chih". The aerial parts
of this plant are traditionally used as anti-diarrheal and to treat gastric disorders and diabetes.
This work was carried out in order to study the phytochemical composition and to evaluate
the antioxidant and antibacterial activities of extracts and essential oil prepared from the aerial
parts of the plant. The extracts are prepared using the maceration technique by four solvents
of different polarities; the extraction yield is 17.35% for the aqueous extract and 9.56% for
the methanol extract, while yields of hexane and acetone extracts are lower (5.64% and
2.12%, respectively). Oil extraction by hydrodistillation gave an extraction yield of 1.005%.
The highest level of polyphenols was found in aqueous extract (86,574 ug gallic acid
equivalent/mg extract). Acetone extract showed the highest level of flavonoids (83.892 ng
quercetin equivalent/mg extract) and methanolic extract was the most rich in tannins (239.027
ug tannic acid equivalent/mg extract). The best capacity to reduce iron was obtained by
acetonic extract which showed a dose-dependent activity with a maximal absorbance value of
1.90 at a concentration of 2 mg/ml. The B-carotene/linoleic acid test showed that methanolic
extract has more important activity than the other extracts with an inhibition percentage equal
to 90.01%. The antibacterial activity was evaluated using three strains (G+ and G-); organic
extracts had all an activity against S. aureus with a maximal inhibition of 18.5 mm, obtained
by acetonic extract. E. coli was only sensitive to acetone extract (13.5 mm), while the

essential oil inhibited all strains with a maximal inhibition zone of 16.33 mm.

Key words : Artemisia herba-alba, polyphenols, FRAP, B-carotene, antibacterial activity,

essential oil.
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Introduction

Les espéces réactives d’oxygene a concentrations élevées peuvent causer la 1ésion des
molécules biologiques et surtout I'ADN, les protéines et les lipides. Actuellement, il est bien
admis que méme si un stress oxydant n’est pas une maladie en soi, il est potenticllement
impliqué dans de nombreuses maladies comme facteur deéclenchant ou associé a des
complications lors de leur évolution comme dans le cas du diabéte (Benmammar et Lazizi,
2021).

Dans un autre palier, les antibiotiques existant pour traiter les infections ne sont pas
toujours efficaces du fait de ’apparition de germes résistants et de la toxicité des produits, par
conséquent, la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques s’avére nécessaire (Photolo et
al., 2020).

Les plantes médicinales utilisées en médecine traditionnelle sont apparues ces dernieres
années comme des sources potentielles d'antioxydants, d'antimicrobiens et de métabolites
secondaires pour les interventions thérapeutiques (Muthanna et al., 2021).

Artemsia herba-albaest est une plante médicinale utilisée traditionnellement dans le
traitement de plusieurs désordres comme les troubles digestifs et le diabéte ; ce travail a pour
but d’étudier la composition chimique et 1’activité antioxydante et antibactérienne des extraits
et de I’huile essentielle prépares des parties aérienne de la plante par le biais de :

— L’investigation de la présence ou I’absence des principaux groupes de composés

chimiques végétaux dans les extraits.

— L’estimation de la teneur des extraits organiques et aqueux en polyphénols,

flavonoides et tannins totaux.

— L’¢étude de ’activité antioxydante des extraits par la méthode de FRAP et le test de

caroténe/acide linoléique.

— L’étude du pouvoir antibactérien des extraits et de I’huile essentielle de la plante.
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Chapitre I:Synthese bibliographique

1 La plante Artemisia herba-alba
1.1 La famille des Astéracées

La famille des Astéracées est parmi les plus grandes familles d'angiospermes, appelées
aussi Composees (Compositae), ou plus rarement composacees. Elle compte environ 24 000
espéces regroupées dans 1 600 a 1 700 genres, ce qui en fait la deuxieme plus vaste famille du
monde végétal et des plantes a fleurs (Sifouane, 2021). La famille des Astéracées se
rencontre dans les régions tempérées, les régions seches, le bassin Méditerranéen, 1’ Afrique
australe, le Mexique, le Sud-Ouest des états—Unis et les régions arides d’Amérique du Sud.
Les especes de cette famille peuvent aussi pousser dans les régions froides (Guignard et
Dupont, 2005 ; Botineau, 2010). Les Astéracées ont été nommées par ce hom en raison de
leur inflorescence spéciale ; les fleurs sont réunies en capitules, c'est-a-dire serrées les unes
aux autres, sans pedoncules, placées sur I'extrémité d'une tige et entourées par des bractees
florales. Plusieurs espéces appartenant a cette famille sont des plantes alimentaires ou d’une
importance économique comme la laitue, I’artichaut et le tournesol (Messai, et Belkacemi,

2011).

1.2 Le genre Artemisia
1.2.1 Morphologie

Les plantes du genre Artémisia sont des plantes odorantes vivaces, suffrutescentes ou
ligneuses, distinguées par des capitules discoides petits ou moyens, des fleurs du disque
hermaphrodites (fertiles ou stériles) et un réceptacle plan ou convexe, glabre ou velu, non
paléacé (Quezel et Santa, 1963).

1.2.2 Les especes Algériennes du genre Artemisia
Le genre Artemisia est représenté en Algérie par neuf espéces qui sont (Quezel et Santa,

1963)

A. herba-alba Asso A. judaica L. A. Verlotorum
A. absinthium L. A. alba turra A. vulgaris L.
A. arborescens L. A. campestris L. A. atlantica
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1.3 L’espéce Artemisia herba-alba
1.3.1 Description botanique

Artemisia herba-alba est une plante herbacée a tiges nombreuses et tomenteuses, de
30 a 50 cm. Les feuilles sont courtes, généralement pubescentes argentées. Les fleurs sont
groupées sous forme de grappes, a capitules petites et ovoides. L’involucre est a bractées
externes orbiculaires, opaques et pubescentes ; les intérieures sont oblongues, brillantes et
glanduleuses. Le réceptacle floral est nu avec 2 a 5 fleurs jaunatres par capitule toutes
hermaphrodites (Quezel et Santa, 1963).

1.3.2 Classification
Artemisia herba halba ou armoise herbe blanche, commune en Algérie dans les steppes et
les paturages rocailleux et par le nom «Chihx», est classee comme suit (Quezel et Santa, 1963):
Embranchement : Phanérogames
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Gamopétales
Ordre : Astérales
Familles : Composées
Sous famille : Tubilifoidées
Tribu : Antimidées
Genre : Artemisia

Espeéce: Artemisia herba-alba

1.3.3 Composition chimique
Artemisia herba alba est une plante riche en métabolites secondaires dont les principaux

composes identifiés dans cette espéce sont des constituants volatiles, I’huile essenticlle, des
constituants non volatiles tel que les flavonoides et les sesquiterpenes lactones, des études
menées sur ’huile essentielle de cette espéce recueillie en Algérie ont montré que les
monoterpenes sont les principaux composants, essentiellement le camphre, les thuyones, les

dérivés du 1,8-cinéole et du chrysanthényle (Tilaoui et al., 2015).
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Quelques flavonoides ont été identifiés comme les flavonoides C-glycosidés : isovitexine
(ou apigénine 6-C-glucoside), vicénine-2 (ou apigénine 6,8-di-C-glucoside), schaftoside (ou
apigénine 6-C-glucosyl-8- C-arabinoside), iso-schaftoside (ou apigénine 6-C-arabinosyl-
8glucoside) ; ainsi que les flavonoides O-glycosidés dérivés essentiellemnt du kaempferol,

quercétine, isorhamnetin et de patulétine (Nabiel et al., 1987).

De nombreuses lactones sesquiterpéniques de type germacranolides et eudesmanolides ont
été isolés : I’herbalbine, herbolides, germacrane triol et hydroxylyratrol. D’autres composés
ont été aussi identifiés dans la plante comme les santonines, les coumarines et les tannins
(Marco et al., 1994 ; Boriky et al., 1996).

1.3.4 Intéréts thérapeutiques et autres utilisations d *Artemisia herba alba

L’armoise herbe blanche est trés connue pour ses propriétés pharmacologiques. Elle est
utilisée en médecine traditionnelle pour traiter les troubles gastriques et hépatiques, en plus
des maux les plus divers et contre certaines formes d’empoisonnement. Les feuilles de cette
espece sont utilisées pour soigner le diabéte, la bronchite, les abcés et comme vermifuge. Elle
possede des vertus purgatives évidentes jouant un grand rdle dans le contrble des vers
intestinaux, en particulier des ovins, mais pouvant également entrainer la mort de jeunes
agneaux. L’infusion de cette plante est utilisée comme agent antibactérien, analgésique et
hémostatique (Abou El-Hamd et al., 2010 ; Tilaoui et al., 2011). L’huile essentielle d’A
herba-alba est aussi utilisée en médecine traditionnelle comme laxatif tres prononcé et pour la
lutte contre les vers intestinaux, ainsi que pour le soulagement du diabéte, le traitement de la

bronchite et d’autres troubles comme la jaunisse (Marrif et al., 1995).

Dans la recherche scientifique, cette espece a une grande popularité qui repose
vraisemblablement sur ses pouvoirs anti-tumoraux, antispasmodiques et antiseptiques (Tariq
et al., 1987; Mouchem, 2015). Des études in vitro démontrent que l'extrait aqueux de
I’armoise herbe blanche inhibe I’action hémolytique des venins de serpents et de scorpions,

ainsi qu’une importante activité antioxydante (Amr, 1995).

En plus des activités biologiques, la plante étudiée présente un excellent moyen naturel de
lutte contre 1’érosion et la désertification, un double intérét économique comme paturage
permanent des zones désertiques (Benjilali et al., 1984). L’huile essentielle est utilisée dans

I’industrie pharmaceutique et en cosmétique (Kadri et al., 2011).
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2 Les radicaux libres, le stress oxydatif et les antioxydants

2.1 Les radicaux libres
2.1.1 Définition

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
appariés, cette molécule est tres instable et réagit rapidement avec d’autres composants,
essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine
débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son
électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre. On distingue aussi la
nomination des especes réactives d’oxygeéne (ERO ou ROS) qui inclue toutes les molécules
réactives dérivées de ’oxygene et qui peuvent étre des radicaux ou de nature non radicalaire

(Fettah, 2019).

2.1.2 Les principaux ROS
2.1.2.1 L’anion superoxyde (02)

L’anion superoxyde est une espece réactive oxygénée formée par la capture d’un électron

par la molécule d’oxygéne (Boulaouad et Bouhafs, 2018).

Oz+¢ > 02~
2.1.2.2 Le radical hydroxyle (OH)

C’est une espéce radicalaire plus réactive. Elle est principalement formée lors de réactions
d’ions métalliques avec le peroxyde d’hydrogene, ces réactions sont décrites sous le nom de

réactions de Fenton (Boyer, 2016) :

H.0, + Fe?* y Fe¥* +OH +OH

L’H202 peut aussi réagir avec le radical superoxyde, selon la réaction d’Haber et Weiss

(Sorge, 2004) :

H20, + O~ » OHe+OH+ 0O,

2.1.2.3 Le peroxyde d’hydrogéne (H.0>) et L’oxygéne singulet (*O2)

Ces deux molécules sont des especes réactives mais non radicalaires. Le danger lié au
peroxyde d’oxygéne est important car cette molécule peut traverser les membranes des
cellules et des organelles. Le 'O est une forme excitée d’oxygéne, hautement oxydative
(Bounaia et al,. 2013).
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2.1.3 Lessources des ROS
2.1.3.1 Les sources endogenes

A. La chaine respiratoire des mitochondries

La source principale des ROS endogeénes est la mitochondrie. En effet, environ 80 % de
l'oxygéne que nous respirons subit une réduction tétravalente, soit I'ajout de 4 électrons qui
conduit a la production d'eau. Cependant, une faible quantité d'électrons peut s'échapper de la
chaine de transport des électrons et ainsi réduire en partie I'oxygéne (Sherer et al., 2002). On
estime qu'environ 2 % de l'oxygéne utilisé par la respiration subit une réduction mono-
électronique, soit l'ajout d'un électron a une molécule d'oxygéne qui conduit a la formation
d'un radical O, (Halliwell, 2006).

B. La xanthine oxydase

La xanthine oxydase qui produit I’O2"” par la réduction de ’hypoxanthine en xanthine et celle-

ci en acide urique (Hille, 2006).
C. L’enzyme NOS (Nitric Oxide Synthase)

Cette enzyme produit le radical NO- qui va étre oxydé et produit d’autres types d’espéces

réactives (Coleman, 2001).

2.1.3.2 Les sources exogenes

Tels que les pesticides, les métaux lourds, la fumée de cigarettes, les polluants, la
poussiere, la prise de certains médicaments ainsi que le rayonnement électromagnétique
(Delattre et al., 2005).

2.1.4 ROles biologiques des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent agir en tant que molécules de signal et intervenir dans la
communication intracellulaire et intercellulaire et participent a I’expression de certains geénes
et a leur régulation. 1ls ont aussi un réle important dans la réponse immunitaire comme 1’acide
hypochlorique HOCI, qui est I’oxydant microbicide le plus puissant dans la phagocytose des

antigenes par les cellules immunitaires (Favier, 2003).
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2.2 Le stress oxydatif
2.2.1 Définition

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la génération des especes réactives de
I’oxygeéne et les systémes antioxydants du corps, qui sont responsables de la neutralisation des

ROS et la réparation des dommages causes par ceux-ci (Boyd et al., 2003).

2.2.2 Conséquences du stress oxydatif

Les especes réactives d’oxygene assurent alors plusieurs fonctions dans le corps, mais a
concentrations élevées ils peuvent causer la lésion des molécules biologiques et surtout
I'ADN, les protéines et les lipides. C’est pour cela que le stress oxydant est impliqué dans
plusieurs maladies comme le cancer, I’inflammation et le vieillissement accéleré, le diabete, la

maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier, 2003).

2.3 Les antioxydants
2.3.1 Définition

Les antioxydants sont définis comme toute molécule capable d’entrer en compétition avec
des substrats oxydables et inhiber ou retarder leur oxydation par les radicaux libres. Les

antioxydants peuvent agir a des concentrations faibles (Tang et Halliwell, 2010).

2.3.2 Les classes des antioxydants
2.3.2.1 Les antioxydants enzymatiques
Plusieurs enzymes exercent un effet antioxydant au niveau des cellules, ici on cite :

A. La superoxyde dismutase (SOD)

La SOD est une métalloprotéine, son role dans la défense antioxydante est tres important,
elle catalyse la dismutation de I'anion superoxyde en dioxygéne et en eau oxygénée selon la

réaction suivante (Atkins et Depaula, 2013).

2H* + 20 » HO2 + O
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B. La catalase

Cette enzyme est localisée principalement dans les peroxysomes, elle transforme le

peroxyde d’hydrogéne en eau et dioxygene selon la réaction suivante (Reynaert et al., 2007) :

2 H202 » 2H20+02

2.3.2.2 Les antioxydants non enzymatiques

Parmi les antioxydants non enzymatiques, on distingue des molécules endogénes comme
le glutathion et l'acide urique, ainsi que les antioxydants apportés par ’alimentation comme
les vitamines C et E, les flavonoides, les acides phénoliques, les caroténoides et quelques
oligoéléments (Wu et al., 2013).

3 Les antibiotiques
3.1 Deéfinition

Un antibiotique (ATB) est une substance chimique organique, produite par 1’un des
microorganismes ou issu de la synthése chimique et exercant a faible dose une action toxique

envers d’autres microorganismes (Badaoui et al., 2013).

3.2 Mécanismes d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent sur la synthese de la paroi bactérienne en provoquant la
formation de paroi incompléte aboutissant a 1’éclatement de la bactérie, ou sur la structure de
la membrane cytoplasmique ce qui entraine une fuite du cytoplasme ou bien finalement sur la
synthése des protéines bactériennes ou la réplication d’ADN (Figure 1) (Kahlouche-Riachi,
2014).
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@ Inhibition c_ie la synthcse @ Inhibition de la synthése
de la paroi bacterienne de la membrane cytoplasmique

(3) Inhibition de la \

synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres meécanismes

Figure 1:Mécanismes d’action des antibiotiques (Lesseur, 2014).

3.3 L’antibiorésistance

Les antibiotiques risquent d’étre inefficaces dii au probléme des résistances des micro-
organismes aux antimicrobiens (Jindal et al., 2015). Le regne vegétal semble étre un puits
profond pour la recherche de nouveaux agents antimicrobiens grace aux nombreuses
caractéristiques attrayantes des plantes : facilement disponibles et bon marché ; les extraits ou
les composés de sources végétales présentent souvent une activité de haut niveau contre les
agents pathogeénes, et ils ont rarement des effets secondaires graves. La grande variété de
composes d'origine végétale fournit des structures chimiques trés diverses qui peuvent fournir
a la fois les nouveaux mécanismes d'action antimicrobienne et fournir aussi de nouvelles

cibles au sein de la cellule bactérienne (Gorlenko et al., 2020).

4 Les métabolites secondaires
4.1 Les polyphénols

Ce sont des métabolites secondaires tres largement représentés dans le regne végétal,
ils peuvent étre apportés par ’alimentation lors de la consommation des fruits ou de
Iégumes . Leur structure contient un ou plusieurs groupements phénols (noyau aromatique
relié a un groupement OH) (Figure 2). Plusieurs études ont été menées sur les activités
biologiques des polyphénols, notamment I’activité antioxydante ce qui explique leur
importance dans la prévention et le traitement de nombreuses maladies liées au stress oxydatif

comme les cancers, les maladies cardiovasculaires et dégénératives.

10
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Ces composés sont aussi utilises comme additifs dans plusieurs domaines tel

I’agroalimentaire, en cosmétique et en industrie pharmaceutique (Chen et al., 2004).

Groupe hydroxyle OH

Anneau
aromatique >

Groupe phénol
Figure 2: Structure de base des composés phénoliques (Manallah, 2018).

4.2 Les flavonoides

Le terme flavonoide (flavus signifie jaune) désigne une trés large gamme de composés
naturels appartenant a la famille des polyphénols. Ce sont les pigments responsables des
colorations jaune, orange et rouge des organes végétaux (Havsteen, 2002). Leur structure est
formée de deux cycles aromatiques reliés par un hétérocycle (Figure 3). Cette structure peut
étre a I’état libre ou aglycone, ou peut se lier a des glucides pour former les flavonoides
glycosides. On les trouve, d’une maniére générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils
peuvent étre localisés dans divers organes : racine, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. Les
flavonoides sont trés connus par leurs activités biologiques et ils jouent un rdle important

aussi au sein de la plante surtout dans la protection des rayonnements UV (Erlund, 2004).

Figure 3: Structure chimique générale de flavonoides (Chanvallon et al., 1994).

4.3 Les tannins

Les tannins sont des polyphénols que I’on trouve dans de nombreux végétaux tels que les
écorces d’arbre et les fruits (raisin, datte, café, cacao...). Leur structure complexe est
formée d'unités répétitives monomériques (Figure 4) qui varient par leurs centres

asymétriques, leur degré d’oxydation et leur saveur astringente mais ayant en commun la

11
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propriété de tanner la peau ; cette aptitude est liée a leur propriété de se combiner aux
protéines. Leur poids moléculaire varie de 500 a 3000 Da. Ce sont des donneurs de protons
aux radicaux libres lipidiques produits au cours de la peroxydation lipidique (Bennick,
2002 ; Marouf et Tremblin, 2021).

O

= OH

MO ) AN
OH

“OH

Figure 4: Structure chimique des tannins (Fettah, 2019).

4.4 Les huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des composants liquides et hautement volatiles des plantes
caractérisees par une odeur forte; les terpenes représentent la majeure partie de ces
composants. Elles sont obtenues par distillation par la vapeur d’cau et sont plus ou moins

modifiées au cours de la préparation (Figueredo, 2007).

Ces substances sont particulierement abondantes chez certaines familles du régne végétal
comme les coniferes, les rutacees, les ombelliferes, les myrtacees, les lamiacées, les
astéracées et les poacées. Tous les organes peuvent en renfermer, surtout les sommiteés fleuries
(lavande, menthe...) mais on en trouve aussi dans les racines ou rhizomes (vétiver,
gingembre), dans les écorces (cannelle), le bois (camphrier), les fruits (poivres) et les graines
(muscade) (Laib, 2011)

12
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1 . Matériel

1.1 Matériel végétal
La plante Artemisia herba-alba (Figure 5) a été récoltée a la fin du mois de Novembre

2021, de la région Draa Elhadja & M'sila. L’identification botanique a été confirmée par Pr.
SMAILI Tahar (Université Mohamed Boudiaf, M'sila). La partie aérienne a été nettoyée et
séchée a I’obscurité pendant 10 jours. Le matériel végétal a été ensuite broyée afin d’obtenir

une poudre qui sera, ultérieurement, utilisée pour la préparation des extraits.

it
e B
BEW. N
(B)
Figure 5: la plante Artemisia herba-alba. A : plante dans son environnement, B : partie

aérienne.

1.2 Souches bactériennes

Les bactéries utilisées dans 1’évaluation de D’activité antibactérienne des extraits de la
plante étudiée sont toutes des souches de références (Tableau 1), fournies par le laboratoire de
microbiologie au niveau du département de microbiologie et biochimie (Université de
M’sila).

Tableau 1:Souches bactériennes utilisées dans I’étude de 1’activité antimicrobienne.

SOUCHES GRAM CODE ATCC
Escherichia coli - 22922
Pseudomonas aeruginosa - 27853
Staphylococcus aureus + 22923

ATCC: American type culture collection
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1.3 Produits chimiques

Tous les produits chimiques utilisés proviennent de Sigma, Fluka, Biochem et prolabo.
Les solvants utilisés proviennent de Sigma-Aldrich, Honeywell et AnalaR NORMAPUR.

2 Meéthodes
2.1 Meéthodes d’extraction

Afin d’extraire les molécules actives de la plante d’Artemisia herba-alba, quatre solvants

de polarités différentes ont été utilisés : I’eau distillée, le méthanol, I’acétone et ’hexane.

2.1.1 Préparation de I’extrait aqueux

Pour obtenir I’extrait aqueux de la plante, 50 g du matériel végétal ont été soumis a une
macération par 500 ml d’eau distillée a 70°C durant une heure avec agitation. Le mélange est
laiss¢ durant deux jours a température ambiante et a I’abri de la lumiere, avec agitation
occasionnelle. La filtration du mélange est réalisée par du coton puis par du papier whatman.
Le filtrat est ensuite soumis a une évaporation par un rotavapor (BUchi) pour éliminer I’eau.
L’extrait obtenu est séché a I’étuve et conservé dans des eppendorfs a 4°C jusqu’a utilisation

(Gnanaprakash et al., 2010).

2.1.2 Préparation des extraits organiques

L’extraction est effectuée selon la méthode décrite par Siracusa et ses collaborateurs en 2011.

Brievement, 50 g de la poudre du matériel végétal ont été macérés dans 500 ml d’hexane
pendant deux jours avec une agitation occasionnelle a température ambiante et a I’abri de la
lumiére. Apres filtration, le filtrat est soumis a une évaporation et 1’extrait obtenu est ensuite
séché a I’étuve et conservé dans des eppendorfs a 4°C jusqu’a utilisation. Les débris de la
plante sont macérés a la suite dans 500ml d’acétone et ensuite par du méthanol en suivant la

méme méthode utilisée pour I’hexane.
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2.1.3 Extraction des huiles essentielles

L’hydrodistillation est une technique largement utilisée pour I’extraction des huiles
essentielles (Figure 6). L’avantage de cette technique réside en la diminution de Ia
température de distillation. Les composes volatils sont donc entrainés a des températures
beaucoup plus basses que leur température d’ébullition, ce qui évite leur
décomposition. L’opération consiste a introduire 70 g de masse végétale séchée dans un
ballon de 1 litre, on y ajoute une quantité d’eau distillée correspondant a 2/3 du volume
du ballon. L’opération d’extraction est réalisée pendant 6 heures a partir du début

d’ébullition.

Figure 6: Montage d'extraction par hydrodistillation (Sadgrove et Jones, 2019).

2.1.4 Calcul du rendement d’extraction
Le rendement d’une extraction se calcule par le rapport entre la masse de I’extrait
et /ou I'huile obtenu e et la masse de la matiere premiere végétale traitée. Ce rendement

est exprimé en pourcentage et calculé par la formule suivante :
R% = (MEX / MMYV) x 100

MMV : masse de la matiére végétale séchée en (g).

MEX : masse de I'extrait et /ou I'huile obtenue en (g).
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2.2 Etude phytochimique
Pour rechercher la présence ou labsence de grandes familles de composés dans
les extraits étudiés, des tests simples ont eté réalisés selon la méthode décrite par

Sunil et ses collaborateurs en 2012.

2.2.1 Les flavonoides

Ajouter quelques gouttes d'hydroxyde de sodium (NaOH) dilué a 1 ml dextrait a
une concentration de 4 mg/ml. Une couleur jaune intense est apparue puis a disparu
apres l'ajout de quelques gouttes d'acide dilué, indiquant la présence de flavonoides
dans l'extrait.

2.2.2 Lestannins
Placer 1 ml de [Iextrait (concentration de 4 mg/ml) et quelques gouttes de
chlorure ferrigue a 0,1% (FeCl3) dans un tube a essai. La présence de tannins est

indiquée par la formation d'un précipité noir bleuatre ou noir verdatre.

2.2.3 Les quinones

Dans un tube a essai on met 500 pl d'extrait de concentration 4 mg/ml et 500 pl
d'acide sulfurique concentré (H2SOas). L’apparition d’une coloration rouge indique la

présence de quinones.

2.2.4 Les terpénoides
1 ml de chaque extrait (4mg/ml) est mélangé avec 0.5 ml de chloroforme. Puis, 0,75 ml
d’acide sulfurique (H2S04) sont ajoutés doucement. La formation d’un anneau brun rougeatre

a l'interface indique la présence des terpénoides.

2.2.5 Lessaponines
500 pl d’extrait (4 mg/ml) sont dilués par 3 ml d'eau distillée et agités vigoureusement
pendant 15 minutes. La formation d'une couche stable de mousse indique la présence des

saponines.

2.3 Dosages de quelques métabolites secondaires

2.3.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est effectué par le test de Folin-Ciocalteu (Li et al.,

2007). Le réactif Folin-Ciocalteu est constitué par un mélange d’acide phosphotungstique
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(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo012040) ; les polyphénols dans les extraits
végétaux sont capables de réduire les constituants du réactif Folin en un mélange d’oxydes
bleus. La coloration produite dont I'absorption est maximale & environ 760-765 nm est

proportionnelle & la quantité de polyphénols présents dans les extraits étudiés.

Brievement, 1 ml de Folin-Ciocalteu (10 %) est ajouté a 200 ul de chaque extrait a une
concentration de 2 mg/ml ou a 200 pul de DMSO pour obtenir le blanc. Aprés avoir agité et
incubé durant 4 min, on ajoute 800 ul de carbonate de Sodium (Na2CQOs) a une concentration
de 75 g/l, puis on incube durant 2 h a température ambiante et a 1’abri de la lumicere.
L’absorbance est ensuite mesurée a 765nm par un spectrophotometre. La courbe d’étalonnage
de I’acide gallique est préparée a concentrations différentes (de 10 a 80 pg/ml) (Figure 7). Les
concentrations de polyphénols dans les extraits sont calculées et exprimées en pug d’équivalent

d’acide gallique par mg d’extrait sec (ug EAG/mg E).

0.9 4

0.8 -
y =0,0097x + 0,0414

R? = 0,9986

0.5

Abs

0.4

0.3

0.2

0.1

0 T T T T 1
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Concentration (png/ml)

Figure 7: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.(Chaque point représente la moyenne
de trois répétitions).

2.3.2 Dosage des flavonoides
Le dosage des flavonoides est effectué par la méthode de trichlorure d’Aluminium (AICI3)
(Bahorun et al., 1996). En effet, les flavonoides possedent un groupement hydroxyle (OH)

libre en position 5, qui est susceptible de donner avec le groupement CO un complexe coloré

avec le chlorure d’aluminium.
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Les flavonoides forment des complexes jaunatres par chélation des métaux (fer et
aluminium), ceci est traduit par le fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir & deux

atomes d'oxygene de la molécule phénolique agissant comme donneur d’électrons.

On ajoute 1ml d’AICIs (2%) a 1 ml de chaque solution des extraits préparés a une
concentration de 2 mg/ml. Aprés incubation a I’obscurité durant 10 min, I’absorbance est
mesurée a 430 nm. Le calcul de la concentration des flavonoides dans les extraits se fait a
l'aide d’une gamme d'étalonnage établie avec la quercétine a déférentes concentrations
(Figure 8), elle est exprimée en pug d’équivalent de la quercétine par mg d’extrait sec (ug

EQ/mg E).

1.4
1.2 y =0,0313x - 0,0454
R? = 0,9984
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< o6
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Figure 8: Courbe d’étalonnage de la quercétine ,(Chaque point représente la moyenne
de trois répétitions).

2.3.3 Dosage des tannins totaux

Le dosage des tannins est effectué selon la méthode décrite par Prasanth et ses
collaborateurs Le milieu réactionnel est préparé par ’addition de 350 pl de chaque extrait (2
mg/ml dans le DMSO) a 1.5 ml de Folin-Ciocalteu (10%). Apres agitation, 1.5 ml de Na2COs
(7.5%) sont ajoutés et le mélange est incubé pendant 45 min a 45°C. L’absorbance est
déterminée a 765 nm. L’acide tannique est utilis¢é comme standard a différentes
concentrations (Figure 9). Les teneurs en tannins totaux sont exprimées en pg d'équivalent

d’acide tannique par mg d'extrait sec (ug EAT/mg E).
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Figure 9: Courbe d’étalonnage de I’acide tannique.(Chaque point représente la moyenne
de trois répétitions).

2.4 Etude de ’activité antioxydante des extraits de la plante

2.4.1 Pouvoir réducteur de fer (FRAP ou Ferric Reducing Antioxidant Power)

L'activité antioxydante totale des extraits a ¢été estimée par 1’évaluation du pouvoir
antioxydant réducteur ferrique. Cette méthode est basée sur la réduction de 1’ion ferrique
(Fe*") en ion ferreux (Fe?*). Ce test est effectué selon la méthode décrite par ( Vijayalakshmi
et Ruckmani, 2016).

2.4.1.1 Préparation du tampon phosphate 0.2 M (pH 6.6)

Le tampon doit étre préparé le méme jour de I’expérimentation, pour cela, on dissout 8 g
de chlorure de sodium (NaCl), 0,2 g de chlorure de potassium (KCI), 1,44 g de disodium
hydrogénophosphate (Na2HPOa), 0,24 g de dihydrogénophosphate de potassium (KH2POa)
dans 800 ml d'eau distillée. Ensuite, on ajuste le pH a 6,6 par I'acide chlorhydrique et on

complete le volume jusqu’a 1 L par I’eau distillée.

2412 Letest FRAP

Dans un tube a essai en verre contenant 500 pl de solution d’échantillon (les différents
extraits) a différentes concentrations (0.5, 1 et 2 mg /ml), on ajoute 1250 pl de tampon
phosphate (pH 6,6) puis 1250 pl de potassium hexacyanoferrate [K3Fe(CN)s] (1%).
L’ensemble est agité puis incubé a 50°C au bain marie pendant 20 minutes. Apres

refroidissement, un volume de 1250 pl d’acide trichloracétique (TCA a 10%) est ajouté et le
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mélange est centrifugé a 3000 tr/min pendant 10 minutes. 1250 pl de surnageant sont ensuite
transférés dans un autre tube auquel on ajoute 1250 pl d’eau distillée et 250 pl de Chlorure
ferrique (FeCls a 0,1%) fraichement préparé dans 1’ecau distillée ; I’ensemble est incubé
pendant 10 minutes a température ambiante. La lecture de I’absorbance est effectuée a 700 nm
contre un blanc préparé dans les mémes conditions en remplacant I'extrait par le DMSO. Une
augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des
extraits testés. Le controle positif utilisé est représenté par I’acide ascorbique préparé a

différentes concentrations.
2.4.2 Test du - caroténe/acide linoléique

Dans cet essai, Iactivité antioxydante des extraits est évaluée par la mesure de 1’inhibition
des produits d’oxydation issus de I’oxydation de I’acide linoléique. Le test est réalisé selon la

méthode decrite par Dapkevicius et ses collaborateurs (1998).

La solution de - caroténe a été préparée en ajoutant 0.5 mg de - carotenea 1 ml de
chloroforme, 25 upl d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40. Aprés évaporation de
chloroforme a 40°C par un rotavapor, 100 ml d’cau distillée saturée en oxygéne sont ajoutés
avec agitation vigoureuse. A partir de cette solution, on met 2.5 ml dans des tubes a essai et
on ajoute 350 pl de chaque extrait a une concentration de 3 mg/ml ou de I’hydroxytoluéne
butylé (BHT) utilisé a méme concentration comme contréle positif, ou de DMSO utilisé

comme des contr6le négatif. Chaque solution est répétee trois fois.

L’absorbance des solutions est mesurée a 490 nm au temps O puis a différents

intervalles de temps. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la relation suivante :

Inhibition (%) = (At / Ato) * 100

At: absorbance au temps (t).

Ato: absorbance initiale.
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2.5 Etude de Pactivité antibactérienne des extraits et de I’huile essentielle
de la plante

2.5.1 Préparation de I’inoculum

Les bactéries sont entretenues par repiquage sur gélose nutritive, puis incubées pendant
24 h a 37°C, elles sont ensuite conservées a 4 °C dans des tubes contenant de la gélose
nutritive inclinée. Une colonie de chaque bactérie a été prélevée et introduite dans 9 ml d’eau
physiologique contenue dans un tube stérile. Aprés agitation, 1’inoculum a été ajusté a une
turbidité standard de 0.5 McFarland, ce qui correspond a une densité optique de 0.08-0.13 a

une longueur d’onde de 620 nm. La concentration finale de I’inoculum est approximativement

de I’ordre de107-108 UFC/mI (Khribch et al., 2018).

2.5.2 Meéthode des puits de diffusion

Dans ce test, des puits de 7mm sont creusés dans la gélose de Mueller-Hinton Agar
(MHA) coulée dans des boites de Pétri (a deux points équidistants du centre et des bords de
la boite) et ensemencée par écouvillonnage de suspension bactérienne. Dans des conditions
aseptiques les extraits ont été dissous dans du diméthyl sulfoxyde (DMSO), a une
concentration de 200 mg/ml et 30ul de cette concentration sont incorporés dans chaque puits.
Les diamétres d'inhibition sont ensuite mesurés en mm autour des puits aprés une pré-
incubation de 1 heure a 4°C pour que I’extrait puisse diffuser et une incubation a 1'¢tuve a
37°C pendant 24 heures. Les extraits ont été remplacés par le DMSO dans les témoins et la
gentamicine alOug/disque a été utilisée comme controle positif (Bouyahya et al., 2017). Les
souches testées sont considérées non sensibles pour les diamétres de 8mm; sensibles pour les
diametres de 9 a 14mm ; trés sensibles pour les diametres de 15 a 19mm et extrémement

sensibles pour les diamétres plus de 20mm (Ponce et al., 2003).

2.5.3 Meéthode des disques de diffusion (aromatogramme)

La technique utilisée pour étudier I’activité antibactérienne de I’huile essentielle d’A.
herba-alba est celle de la diffusion sur disque en milieu gélosé. Les milieux MHA
coulés en boites de Petri sont ensemencés par écouvillonnage de suspension bactérienne
préalablement préparée. Dans des conditions aseptiques I’HE est déposée au volume de 10 pl
sur des disques de papier whatman stériles placés a la surface des milieux. Les boites ont été
maintenues a 4°C pendant 1 heure pour que ’HE puisse diffuser, et elles ont ensuite été
incubées pendant 24 heures a 37°C. Les diametres des zones d’inhibition ont été mesurés en

millimetre (Mouas et al., 2017).
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2.6 Etude statistique

Les courbes et les histogrammes sont tracés par Microsoft Excel 2007. Le logiciel utilisé
pour I’étude statistique est GraphPad Prism 7.04. Les résultats des tests effectués sont
exprimés en moyenne + écart-type (n=3) ; les valeurs d’IC50 (concentration inhibitrice a
50%) sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe [% inhibition =
f (concentration)]. La signification statistique est déterminée par le test one-way ANOVA et

les différences sont considérées significatives au seuil de p<0.05.
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1 Extraction

Les quatre extraits (hexanique, acétonique, méthanolique et aqueux) et I’huile essentielle
(HE) sont obtenus a partir de la partie aérienne de la plante Artemisia herba-alba (AHA). Les
rendements d’extraction sont exprimés en pourcentage de masse d’extrait ou de I’huile par
rapport a la masse initiale du matériel végétal. Les rendements obtenus sont représentés dans

le tableau 2

Tableau 2: Rendements des extractions aqueuse, organiques et de I’huile essentielle
d’Artemisia herba alba.

Extrait Rendement (%)
Aqueux 17.35
Meéthanol 09.56
Acétone 05.64
Hexane 02.12
Huile essentielle 01.00

Puisque chaque solvant est capable d’extraire des composés phytochimiques qui ne
peuvent étre obtenus probablement que par ’utilisation de celui-ci, on a utilisé quatre solvants
de polarités différentes afin d’extraire le maximum de constituants chimiques de la plante

(Dos Santos et al., 1991).

L’extrait aqueux (préparé sous forme d’une décoction) a donné le rendement le plus élevé
(17.35%) par rapport aux autres extraits. 1l est bien connu que le chauffage peut améliorer la
solubilité de certains composés et donc augmenter le rendement de I’extraction. L’extrait
aqueux est suivi par I’extrait méthanolique, dont le rendement est égal 9.56 %, puis ’extrait
acétonique (5.64%) et enfin I’extrait d’hexane qui a montré le rendement le plus faible
(2.12%). On peut constater que pour la plante étudiée le rendement augmente avec la polarité

des solvants d’extraction.

Le rendement de I’extraction par macération dépend de plusieurs facteurs a savoir la
méthode d’extraction, la durée de macération du matériel végétal dans le solvant, la

température, le solvant utilisé et la nature chimique de I’échantillon (Su et al., 2006).
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L'huile essentielle dAHA qui est obtenue par la méthode d’hydrodistillation, est de
couleur jaune et d'odeur fortement aromatique. Le rendement d'extraction est égal a 1.005%.
Selon une étude réalisée par Bezza et al. en 2010, le rendement en HE d'’AHA dans différentes
régions en Algérie varie de 0.2 a 0.95%. Une autre étude sur la méme plante récoltée dans 4
régions différentes en Espagne a mentionné que le rendement en HE varie de 0.41 a 2.30%
(Salido et al., 2004).

2 Etude phytochimique

Les résultats des divers tests phytochimiques effectués sur les extraits sont reportés dans
le tableau 3.

Tableau 3: Analyse phytochimique des différents extraits d’ Artemisia herba-alba.

Extrait Aqueux Meéthanol Acétone Hexane
Flavonoides + + + +
Saponines + - - -
Tannins + + + -
Terpénoides + + + -
Quinones + + + +

(+) : présence, (-) : absence.

Les tests phytochimigues nous ont permis de mettre en évidence la présence de
métabolites secondaires tels que les flavonoides, les terpénoides, les quinones, les tannins et
les saponines dans les extraits. Selon les résultats montrés dans le tableau 3, les flavonoides et
les quinones sont présents dans tous les extraits étudiés, alors que les terpénoides et les
tannins sont absents seulement dans 1’extrait d’hexane. Les saponines sont présentes
seulement dans I’extrait aqueux.

Les résultats obtenus sont en accord avec ceux décrits par Dif et ses collaborateurs en
2018, qui ont confirmé la présence des flavonoides, des tannins et des terpénoides dans
I'extrait méthanolique de la plante. Par contre, dans la méme étude, I'extrait d’hexane a montré

I'absence des tannins et des flavonoides, ainsi que la présence des terpénoides.
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3 Dosage des composes phéenoliques des extraits de la plante

Dans le but de caractériser les extraits préparés, un dosage des polyphénols, des

flavonoides et des tanins totaux a été effectué. Les résultats sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4: Dosage des polyphénols, flavonoides et tannins totaux des extraits d’ Artemisia

herba-alba.
Extrait Teneur en Teneur en Teneur en tannins
polyphénols flavonoides (ng EAT/mg E)
(ng EAG/mg E) (ng EQ/mg E)

Aqueux 86.57 £ 0,09 11.10 + 0,06 112.05 + 0,63
Meéthanol 35.31+2,14 32.21+0,46 239.02 +4,35
Acétone 33.18 +1,89 83.89 £ 0,62 168.05 + 2,82
Hexane 10.29 + 1,13 16.23 + 0,99 39.38 £ 0,37

EAG : équivalent d’acide gallique, EQ : équivalent de quercétine, EAT : équivalent d’acide tannique ;
E : extrait.

Selon le tableau 4, la teneur des extraits étudiés en polyphénols est directement
proportionnelle a la polarité des extraits ; 1’extrait aqueux est le plus riche en polyphénols par
rapport aux autres extraits (86,57 pg EAG/mg E), suivi par D’extrait méthanolique et
acétonique avec des teneurs proches (35.31 et 33.18 ug EAG/mg E, respectivement), tandis
que I’extrait d’hexane est le plus pauvre en polyphénols (10,29 pg EAG/mg E). Ces résultats
sont loin de ceux obtenus dans une étude réalisée par AYAD et ses collaborateurs en 2022, ou
la teneur totale en composés phénoliques dans les extraits méthanolique et aqueux est de
154.06 et 52.44 pg EAG/mg E, respectivement. Dans I’étude réalisée par Dif et ses
collaborateurs en 2018, I’extrait de méthanol contient 43.61 pg EAG/mg E, la valeur est
proche de nos résultats, alors que I’extrait d'hexane contient 63.14 pg EAG/mg E.

L’extrait acétonique contient la quantité la plus importante des flavonoides (83.89 pg
EQ/mg E), suivi par ’extrait de méthanol (31.44 pg EQ/mg E), puis I’extrait d’hexane (16.23
ng EQ/mg E) et enfin I'extrait aqueux (12.43 pg EQ/mg E). Selon AYAD et ses
collaborateurs en 2022, la teneur en flavonoides de I'extrait méthanolique est de 47.97 ug EQ/
mg E et de l'extrait aqueux est de 31.86 ug EQ/mg E. Dans [1’¢tude de Dif et ses

collaborateurs en 2018, la teneur en flavonoides dans les extraits méthanolique et hexanique
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sont 234.45 et 138.80 pg EQ/mg E, respectivement. Ces valeurs sont élevées par rapport a

nos résultats.

La quantification des tannins dans les extraits a révélé que les quantités les plus élevées
sont trouvées dans les fractions de méthanol et d’acétone (239.02 et 178.05 ng EAT/mg E,
respectivement), suivis de I’extrait aqueux avec une concentration de 124.66 pg EAT/mg E et
de I’extrait d’hexane avec une concentration de 39.38 ug EAT/mg E. Selon( Dif et al., 2018),
la teneur en tannins dans I’extrait méthanolique est de 20.18 pg EAT/mg E et dans I'extrait

d'hexane est de 11.24 ng EAT/mg E. Ces valeurs sont largement inférieures a nos résultats.

4 Activité antioxydante des extraits aqueux et organiques
4.1 Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

L’activité antioxydante des extraits aqueux et organiques de la plante a été évaluée en

utilisant la méthode de FRAP. Les résultats sont resumeés dans les figures 10 et 11.

0.4
0.35 y =0.0047x - 0.0147
2
03 R? = 0.9994

Absorbance
o

- ©

(03] N

o©
=

0.05

0 20 40 60 80 100
Concentration (pug/ml)

Figure 10: Pouvoir réducteur de I’acide ascorbique. (Chaque valeur représente la moyenne
de 3 répétitions).
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Figure 11: Evaluation de I’activité antioxydante des extraits d 'Artemisia herba-alba par la
méthode de FRAP.(Chaque valeur représente la moyenne de 3 répétitions * écart type (M +
SD).

La méthode de FRAP est un essai simple, rapide et reproductible qui mesure la capacité
des antioxydants a réduire les ions ferriques en donnant un électron tout en convertissant le
fer de la forme Fe3* & la forme Fe?*, ce qui induit le passage de la couleur jaune a la couleur
vert pale et bleue en fonction de la concentration d’antioxydants dans les échantillons. Cette

transformation de couleur est suivie par spectrophotométrie a 700 nm (Bougandoura et
Bendimerad, 2012 ; Bentabet et al., 2014).

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que tous les extraits présentent une
capacité reductrice dose-dépendante, c’est-a-dire que le pouvoir réducteur de fer est
proportionnel a la concentration des extraits et du standard (augmentation de 1’absorbance).
La capacité de 1’acide ascorbique a réduire le fer est supérieure a celle des extraits, dont la
valeur d’absorbance est égale a 0.36 pour la concentration 80 pg/ml. Parmi les extraits
étudiés, I’extrait acétonique a montré la meilleur capacité réductrice (A =1.90) par rapport aux
autres extraits pour la méme concentration (2 mg/ml), notant que c’est I’extrait qui a montré
la teneur la plus élevée en flavonoides qui peuvent servir comme donneurs d’électrons, suivi
de lextrait méthanolique (A = 1.41), puis I’extrait aqueux (A = 0.73) et enfin D’extrait
hexanique qui a montré une faible activité réductrice (A = 0.19). Dans I’étude réalisée par
AYAD et ses collaborateurs en 2022, les extraits aqueux et méthanolique d’AHA ont donné
des valeurs de ECso de 532.36 et 249.88 pg/ml, respectivement, dans le test de FRAP.
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Le potentiel réducteur des extraits est lié a la présence des molécules capables de donner
des électrons. L’interaction des polyphénols avec les métaux de transition joue un rdle
important dans les propriétés antioxydantes, surtout pour les flavonoides qui ont, en point de
vue structural, plusieurs sites potentiels (Ferreira et al., 2006).

4.2 Test de B-carotene/acide linoléique

Le test au B-caroténe est largement utilisé pour évaluer D’activité antioxydante des
composés bioactifs du fait que le B-caroténe est extrémement susceptible aux radicaux libres,
dérivés hydro peroxydes résultant de I’oxydation de I’acide linoléique (Kumazawa et al.,
2002). Ces derniers attaquent le chromophore du B-carotene, résultant en une décoloration de

I'émulsion réactionnelle qui se traduit par une diminution de I’absorbance a 490 nm.

La présence d’antioxydants pourrait donc prévenir 1’oxydation et par conséquent la
décoloration de cette molécule, par neutralisation de ces radicaux. La cinétique de
blanchissement du [3-caroténe a été réalisée en présence des extraits d 'Artemisia herba-alba et
d’un antioxydant (BHT) utilis¢é comme controle positif. Les pourcentages d’inhibition sont

représentes dans les Figures 12 et 13.

120
100 —+—BHT
- 30 —— Aqueux
S MEOH
c
-S 60 Acétone
2
< —¥— Héxane
£ 40
—8— DMSO
20
0
0 20 40 60
Temps (h)

Figure 12: Cinétique de blanchissement du -carotene en présence des extraits d’Artemisia
herba-alba, de BHT et du témoin négatif (DMSQ) durant 48h. Chaque point représente la
moyenne de trois répétitions
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Figure 13: Pourcentages d’inhibition des quatre extraits d’Artemisia herba-alba, du témoin
positif (BHT) et de témoin négatif (DMSO) aprés 24h d’incubation. Chaque valeur représente
la moyenne de trois répétitions + SD. Comparaison par rapport au BHT (p<0.05) *,

(p<0.01) **, (p<0.001) ***.

La figure 12 montre la cinétique de blanchissement de B-caroténe, dont on observe qu’en
présence du DMSO seul, I’absorbance diminue rapidement, alors qu’en présence de BHT et

des extraits d’AHA, le blanchissement est ralenti.

Apres 24 h d’incubation, I’activité antioxydante (inhibition%) la plus €élevée est présentée
par I’extrait de méthanol (90.01%) qui est la valeur la plus proche de celle du BHT ; ce
dernier a montré la plus forte activité antioxydante (96,23%). L’extrait d’acétone et aqueux
ont donné des pourcentages d’inhibition de 82.96% et 78.20%, respectivement, tandis que
I’extrait d’hexane a montré I’activité la plus faible par rapport aux autres extraits (67,17%).
Les extraits de la plante ont donc un effet inhibiteur significatif contre la peroxydation

lipidique surtout pour I’extrait méthanolique.

L’activité¢ antioxydante des extraits dans ce test est proportionnelle a leur teneur en
tannins. Ce groupe de métabolites secondaires est connu par son activité inhibitrice de la

peroxydation lipidique (Sieniawska, 2015).

Des recherches précédentes ont étudié I’activité antioxydante de I’HE de la plante par le

test de B-caroténe ou la valeur de Rcso est égale a 0.87 mg/ml (Ed-Draet al., 2021).
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5 Activité antibactérienne des extraits et de I’huile essentielle de
la plante

L’activité antibactérienne de 1’huile essentielle et des extraits d’AHA contre les bactéries
testées est évaluée par la méthode des disques de diffusion (aromatogramme) pour I’HE et la
méthode des puits de diffusion pour les extraits. Leur potentiel antibactérien est évalué par la
mesure du diametre des zones d’inhibition. Les résultats obtenus sont montrés dans le tableau

5 et la figure 14.

Tableau 5: Diamétres des zones d'inhibition (mm) d’AHA résultant de I'effet antibactérien
des extraits et de I’'HE (10 pl/disque), et de la gentamycine (10 pg/disque).

Concentration de |'extrait | mg/ml )

Aqueux Methanol Acetone Hexane ATB HE

200 100 200 100 200 100 200 100
E.coli NA NA NA NA | 135:0.70 | 95:0.70 | NA NA 51l 1642

S.aureus NA NA |155:0.70(105:0.70 | 185£0.70 | 18:2.82 | 15¢0 nt {35.3310.57|15.661 2.08

Paeruginosa | NA NA NA NA NA NA NA NA [ 205£494 | 16.33¢45
NA : non actif, nt : non testé, ATB : Antibiotique, HE (huile essentielle).

SOUCHE

L’antibiotique utilisé comme contrdle positif pour 1’évaluation de I’activité antibactérienne
est la gentamicine (GM) (10ug/disque). Il appartient a la famille des aminosides (ou
aminoglycosides) qui ont un large spectre d’activité contre les bactéries Gram positif et Gram
négatif (Bouhaddouda, 2016). Dans cette étude, toutes les souches testées ont montré une

sensibilité extréme a la gentamicine (diameétres variant de 20.5 a 35.33 mm).

Pour la souche E. coli, I’extrait acétonique a deux concentrations (200 et 100 mg/ml) a
provogué une inhibition moins efficace que celui de la GM (25 mm). Les zones d'inhibition
obtenues pour cette souche varient de 9.5 a 13.5 mm, on peut dire alors que cette bactérie est
qualifiée sensible a cet extrait selon Ponce et al., (2003). Les autres extraits n‘ont présenté

aucune activité vis-a-vis d’E. coli.

Par ailleurs, l'extrait d'acétone a remarquablement inhibé la croissance de la souche
bactérienne S. aureus avec des diametres allant de 18 & 18.5 mm, cette souche est donc
qualifiée de trés sensible selon Ponce et al., (2003) ; I'extrait méthanolique et d’hexane ont
donné des zones d'inhibitions allant de10.5 a 15.5 mm, S. aureus est donc qualifiée sensible a

trés sensible a ces deux extraits. L extrait aqueux n’a montré aucun effet contre cette souche.
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Figure 14: Activité antibactérienne de la gentamycine, des extraits et de 1’huile essentielle
d’Artemisia herba alba.l : Extrait d’acétone (E. coli), 2 : HE (E. coli), 3 : GM (E. coli), 4 : HE
(P. aeruginosa), 5: GM (P. aeruginosa), 6 : Extrait méthanol (S. aureus), 7 : Extrait acétone
(S. aureus), 8 : Extrait hexane (S. aureus), 9 : HE (S. aureus), 10 : GM (S. aureus).

Aucun extrait pour les concentrations 100 et 200 mg/ml n’a eu d'effet contre P.
aeruginosa. En outre, le DMSO, utilis¢é comme témoin négatif n’a présenté aucun effet sur la
croissance normale des souches bactériennes.

On note aussi que la bactérie a Gram positif utilisée dans cette étude (S. aureus) a été plus
sensible aux extraits de la plante par rapport aux deux autres bactéries a Gram négatif (E. coli
et P. aeruginosa). L hypersensibilité des souches a Gram positif aux extraits naturels est due a
I’absence de la membrane externe (Balentine et al., 2006).

Plusieurs auteurs ont expliqué [lactivité antibactérienne des polyphenols par la
modification de la perméabilité des membranes cellulaires .Les flavonoides peuvent
également agir en inhibant a la fois le métabolisme énergétique et la synthése de I’ADN,

affectant ainsi les syntheses de protéines et d’ARN. Dans le cas des bactéries a Gram positif,
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une modification du pH intracellulaire ainsi qu’une interférence avec le systéme générateur
d’énergie (ATP) ont été signalées ( Bouarab-Chibane et al., 2019).

D'apres l'étude de AYAD et ses collaborateurs en 2022, E. coli était sensible aux
extraits méthanolique, éthanolique et aqueux de la plante par des zones d’inhibition allant de
9.94 jusqu’a 13.56 mm ; de méme pour P. aeruginosa (9.01 a 13.92 mm) et S. aureus (9.28 a
15.63 mm) qui ont été sensibles aussi a ces extraits a une concentration maximale de 250
mg/ml. L’activité de ’extrait méthanolique contre S. aureus dans cette étude est comparable a
nos résultats ; de méme pour I’extrait aqueux qui a donné de petites zones d’inhibition (10 a
11mm) a une concentration de 250 mg/ml.

D’autre part, 'THE d’AHA appliquée a 10 pl/disque, a présenté un effet inhibiteur trés
important sur toutes les bactéries ; les diamétres des zones d’inhibition variaient de 15.66 a
16.33 mm. Selon Younsi et al., (2016), le diamétre d'inhibition obtenu par ’'HE de la plante
était de 17 mm pour S. aureus et E. coli et de 20 mm pour P. aeruginosa. Ces valeurs sont
proches a nos résultats. Une autre étude réalisée par Bouhouia et al., (2020), montre que
l'activité d’inhibition était de 6 mm pour P. aeruginosa, 13 mm pour E. coli et 14 mm pour S.

aureus, donc ces valeurs sont inferieures comparativement a nos reésultats.

Les activités antibactériennes des extraits et de ’HE d’AHA sont sans doute reliées a
leur composition en molécules actives contre ces bactéries, par consequent, les extraits
phénoliques et les huiles essentielles soient utilisés comme source potentielle d’agents
antibactériens naturels contre les bactéries multi-résistantes (Sharafati Chaleshtori et al.,
2018).
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Conclusion

Les plantes médicinales représentent une source fiable et majoritaire de molécules
actives comme les antioxydants et les antimicrobiens naturels, notamment les polyphénols et
les huiles essentielles. Dans le présent travail, on a étudié quelques propriétés phytochimiques
et les activités antioxydantes et antibactériennes des extraits et de I'huile essentielle des parties
aeriennes d'Artemisia herba alba.

Les résultats montrent que le rendement d'extraction augmente avec la polarité des
solvants utilisés. Une investigation phytochimique a confirmé la présence des flavonoides,
des quinones, des tannins, des terpénoides et des saponines dans les extraits préparés. Le
dosage des polyphénols totaux a révélé des teneurs qui varient considérablement entre les
extraits, dont la teneur la plus élevée est trouvée dans l'extrait aqueux. D'autre part, la teneur
la plus élevée en flavonoides est observée dans I'extrait acétonique, cependant, l'extrait

méthanolique représente I'extrait le plus riche en tannins.

L'évaluation du potentiel antioxydant par la méthode de FRAP montre que la meilleure
capacite reductrice de fer est présentée par I'extrait d'acétone. Le pouvoir antioxydant évalué
par le test de blanchissement du béta-caroténe, a montré que l'extrait méthanolique avait le

pourcentage d'inhibition le plus important.

En paralléle, I'évaluation de l'activité antibactérienne d'Artemisia herba alba montre
que I'huile essentielle présente une excellente activité vis-a-vis des souches testées. Pour le
pouvoir antibactérien des extraits, la souche Staphylococcus aureus a été sensible vis-a-vis de
l'extrait acétonique , méthanolique et d'hexane ; de plus, I’extrait d’acétone exhibe une activité
moyenne contre Escherichia coli. En revanche, la souche bactérienne Pseudomonas

aeruginosa est révelée insensible aux extraits de la plante.

L'ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu'une premiere étape dans la
recherche de substances d'origine naturelle biologiquement actives, une étude in vivo est

souhaitable pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités biologiques de cette plante.
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ABSTRACT

Artemisia herba-alba is a medicinal plant belonging to the Asteraceae family, known as
desert wormwood and in Arabic as « Chih ». In Algeria, this species is very common in
steppes. In traditional medicine it is used as antispasmodic, hypoglycemie, antdiabetic and to
treat hypertension. Extracts and essential oil from this plant are known for their antimicrobial,
antioxidant, insecticidal, and antispasmodic activities. In the present study, antioxidant and
antimicrobial activities of extracts (hexane, acetone, methanol and aqueous fractions) and
essential oil from A. herba-alba are evaluated. Aqueous extract was the most rich in
polyphenols (85.2 ng GAE/mg E), acetone fraction the richest in flavonoids (83.89 ug QE/mg
E) and methanol extract contained the highest amount of tannins (226.83 ug TAE/mg E). In
the FRAP assay, acetone fraction showed the best capacity to reduce iron with a maximal
absorbance value of A = 1.90 at a concentration of 2 mg/ml. The highest percentage inhibition
in the B-carotene / linoleic acid test was obtained by methanolic extract (87.54 % after 24h of
incubation). In antimicrobial activity assays, the plant extracts showed a good potency against
S. aureus and E.coli. Besides these two bacterial strains, essential oil from the studied species
exhibited a high activity against P. aeruginosa.

Key words: Artemisia herba-alba, polyphenols, essential oil, antioxidant, antibacterial.
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