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Résumé

La plante Artémise herba alba Asso « Chih» est parmi les onze especes d'Artemisia
spontanées enregistrées en Algeérie. Dans le cadre d’une valorisation de ces ressources, une
plante aromatique Artémise herba alba provenant de la région de Djelfa fait 1’objet d’une
étude phytochimique de leurs extraits, et de son huile essentielle avec une évaluation de leur
potentiel antioxydante, et 1’activité antimicrobienne. L’extraction des polyphénols des trois
extraits : (CHCI3, CHCI3/MeOH, MeOH) sur I’espéce étudiée a montré que le rendement le
plus élevé a été obtenu par I’extrait Chlorométhanolique, et I’extraction d’huile a été réalisée
par hydrodistillation, la plante testée donne un rendement en huile essentielle de 0.86 %.Cette
étude a porté sur un criblage phytochimique des parties aériennes d’Artemisia herba alba
Asso, ou la présence de plusieurs groupements chimiques a été revélee des flavonoides, des
tanins, des quinones, des anthraquinones, des saponines, des terpénes, des triterpenes et des
stérols. L’estimation quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides totaux dans les
trois extraits analysés, montre qu’ils sont riches en métabolites. Nous remarquons que
I’extrait Chlorométhanolique présente la teneur la plus élevée dont la valeur de 44 png
EAG/mg PS, et pour les flavonoides avec une teneur de 13.08 ug EQ/mg PS. Les trois extraits
et I’HE ont éeté criblés in vitro pour les activités antioxydants par la methode au DPPH,
antibactériennes, et antifongiques en utilisant des méthodes de dilution et de diffusion sur
disque. L'huile essentielle d'A.herba alba a la capacité antioxydante la plus élevée aprés les
extraits plus polaires de Chlorométhanolique, avec I'extrait méthanolique tres proche, tandis
que l'activité des extraits chloroformiques est trop faible. Les extraits ont montré une bonne
activité antifongique pour le méthanol, et une bonne activité antimicrobienne pour 1’extrait
chloroformique, alors que I'extrait Chlorométhanolique a une activité antimicrobienne
moyenne. Dans le cas de notre HE, on observe une excellente activité antimicrobienne et
antifongique.

Les mots clés : Artemisia herba alba, plante médicinale, DPPH, huile essentiel,
activité antibactérienne.



Abstract

The plant Artemisia herba alba Asso “Chih” is one of the eleven species of
spontaneous Artemisia recorded in Algeria, and as part of a project to exploit
these resources, an aromatic plant Artemisia herba alba from the Djelfa region
was the subject of a phytochemical study of its extracts and essential oil, with an
assessment of their antioxidant potential and antimicrobienne activity. The
extraction of polyphenols from the three extracts (CHCI3, CHCI3/MeOH, and
MeOH) on the species studied showed that the highest yield was obtained by the
chloromethanolic extract, and the oil extraction was carried out by
hydrodistillation, the plant tested giving an essential oil yield of 0.86%.This
study involved chemical screening of the aerial parts of Artemisia herba alba
Asso, where the presence of several chemical groups was revealed: flavonoids,
tannins, quinones, anthraquinones, saponins, terpenes, triterpenes and sterols.
Quantitative estimation of total polyphenols and flavonoids in the three extracts
analyzed shows that they are rich in metabolites, with the chloromethanolic
extract showing the highest content at 44 ug EAG/mg PS, and flavonoids at
13.08 ug EQ/mg PS. The three extracts and the essential oil were screened in
vitro for antioxidant activity using the DPPH method, and for antibacterial and
antifungal activity using dilution and disk diffusion methods. A.herba alba
essential oil has the highest antioxidant capacity after the more polar
chloromethanolic extracts, with the methanolic extract very close behind, while
the activity of the chloroformic extracts is too low. The extracts showed good
antifungal activity for methanol and good antimicrobial activity for
chloroformic, while the chloromethanolic extract had average antimicrobial
activity. In the case of our essential oil, we observe excellent antimicrobial and
antifungal activity.

Key words: Artemisia herba alba, medicinal plant, DPPH, essential oil,
antibacterial activity.
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ABREVIATIONS
A : Artemisia.
DIF: Détecteur a ionisation de flamme.
DPPH: (2, 2-diphenyl-1- picrylhydrazyl).
E.CHCIs: Extrait de chloroforme.
E.CHCI3/MeOH: Extrait de chlorométhanol.
E.MeOH: Extrait de méthanol.
HE: Huile essentielle.
ICs0: Concentration inhibitrice de 50% des radicaux libres.
UV: Spectroscopie ultraviolet.
MH: Mueller Hinton.

GDS : Gélose de dextrose de Sabouraud
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INTRODUCTION

E puis des milliers dannées, I'homme s'intéresse aussi bien aux plantes
aromatiques qu'aux plantes médicinales présentent dans I'environnement, et elles
sont utilises dans divers domaines comme la médecine, la pharmacie, la
cosmétique (parfums, savons, etc..), et l'agriculture.

En Algérie, le potentiel végétatif est important, en fonction de la diversité du climat et des
propriétés du sol. L'Algérie représente un Vvéritable réservoir de recherche évolutive et
scientifique pour sa richesse et sa diversité florale, avec 4000 espéces et sous-espéces de
plantes vasculaires [1].

La plus part de ses plantes sont inconnues a ce jour, seules 146 especes sont considérées
comme des plantes médicinales [2].Parmi les plantes aromatiques et médicinales qui
possedent des vertus curatives intéressantes et occupent une place prépondérante dans le pays,
nous donnons les noms suivants: le romarin (Rosmarinus officinalis L), la lavande (Lavandula
spica), I’origan commun (Origanum vulgare), la graine danis vert (Pimpinelle anisum) et
(Artemisia herba-alba).

L'Artemisia herba-alba est largement distribuée, notamment dans les régions semi-arides, et
l'utilisation de ces ressources végétales naturelles est principalement due a I'extraction d'huiles
essentielles dans les prairies algériennes et au Sahara.

Ces plantes sont largement utilisees pour de nombreuses conditions médicales telles que
I’aménorrhée, les syndromes neurologiques, les maladies du foie, les maladies de I'estomac et
certains empoisonnements [3].

Ce travail s'inscrit dans le cadre large de la recherche de nouvelles substances
et extraits naturels du regne végétal, et de la recherche sur les activités biologiques, les
antioxydants et antimicrobiennes, dans cette optique, notre étude a été divisé en trois parties:

e Le premier chapitre est une synthése bibliographique qui résume les principaux
contenus caractéristiques des espéces sélectionnées de la famille Asteraceae avec une
présentation systématique de I’espéce Artemisia herba-alba, ses effets thérapeutiques
et ses principes actifs et enfin I'étude des travaux antérieurs réalisés sur I'Artémise
herba-alba.

e Le deuxiéeme chapitre du travail est pour but de faire : Un criblage phytochimique,
dosage des polyphénols et des flavonoides, et une évaluation de ses activités
biologiques et extraction des huiles essentielles.

e Dans la troisieme chapitre, nous discutons les résultats obtenus dans cette étude. Notre
travail est complété par une conclusion et des perspectives.
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. Généralités sur L’A. Herba alba

I.1. Description botanique

A. herba alba a une racine principale épaisse et ligneuse, bien distincte des racines
secondaires, qui s'enfoncent dans le sol comme une racine pivotante. Le systeme racinaire a
une extension peu profonde avec un grand nombre de ramifications latérales particuliérement
abondantes de 2 a 5 cm de profondeur, liant cette forme racinaire a I'existence d'une crodte
calcaire superficielle. Lorsque l'armoise pousse dans des régions plus humides, ses racines
poussent jusqu'a 40 a 50 cm de profondeur et ne se ramifient qu'a cette profondeur. La
biomasse racinaire diminue trés rapidement avec la profondeur et trés peu de racines ont été
trouvées a partir de 50 cm. Cette description concerne la partie implicite [1].

Figure I.1. La plante A. herba alba [2, 3]

Et pour la partie aérienne, elle est présentée par la partie ligneuse, la tige, les feuilles et les
fleurs.

o Latige : Artémise présente une tige principale trés épaisse, rougeatre, trés ramifiée qui
se prolonge par de nombreuses tiges de plus en plus fines, chaque tige se distingue par
une taille allant de 30 a 50 cm.

o Les feuilles et les rameaux : les feuilles sont courtes, blanches, laineuses, argentées et
pinnatipartites, elles sont trés petites et entieres, ce qui réduit considérablement la
surface transpirante et permet ainsi a la plante de résister a la sécheresse.




Feuille

Figure 1.2. Morphologie générale d’A. Herba alba [2,3]

o La fleur : La floraison s‘effectue en automne a partir du mois de septembre. La fleur
est formée d‘inflorescences en capitules. Ces derniers sont trés petits, étroits (1 a 1.5
mm) ovoides a involucres scarieux ne contenant que 3 a 8 fleurs, toutes
hermaphrodites. Ces capitules pauciflores, en général homogames sont insérés
directement sur I‘axe et sans aucun support.

Figure 1.3. Fleur d’A. Herba alba [2,3]




I.1.1. Classification dans la systématique botanique
A .Herba-alba est classée par Quezel et Santa selon le tableau (1.1) [4].

Tableau I.1. Classification botanique d’A.Herba alba Asso

Regne Végétale

Embranchement Phanérogame
Sous-embranchement Angiosperme

Classe Dicotylédone gamopétale
Sous-classe Gamopétale Epigyne Isotémone
Ordre Astérale

Famille Asteraceae

Sous-famille Tubiliflore

Tribu Anthémidee

Genre Artemisia

Espéce Artemisia herba Alba Asso(Chih)[5]

1.1.2. Répartition géographique

o

Mer Méditerranée
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Figure 1.4. Aire de distribution d’4. Herba alba en Algérie [4, 8,9]




En Afrique du Nord, d’A. herba-alba couvre plus de 10 millions d'hectares et I'espece est
absente des régions cotieres du nord. Dans I'extréme sud, cependant I'espece se raréfie [6] A.
herba-alba, également connue sous le nom de 'Chih' ou ‘Semen-contra ‘de Barbarie, occupe
environ 6 millions d'hectares de prairies algériennes et se présente sous la forme d'arbustes
laineux blancs dispersés [7].

1.1.3. Présentation et systématique de I’espéce A. herba alba

Le genre Artemisia comprend environ 400 especes réparties sur les cing continents. Il existe
10 especes en Algérie, certaines rares et d'autres trés répandues [1,4] A. herba-alba ou
absinthe blanche, appelée 'Chih 'en arabe, est une plante de la famille des Astéracées qui
pousse généralement en petites touffes. C'est une plante aux multiples usages. Elle se
caractérise par une abondance d'huiles essentielles de composition variable, ce qui a conduit a
la définition de plusieurs chémotypes. Sa haute valeur alimentaire et son réle écologique tres
important contre I'érosion et la désertification [10].

1.1.4. Présentation de la famille des Asteraceae

La famille des Astéracées représente environ 23500 espéces réparties en environ 1600 genres,
ce qui en fait la 2¢™ famille au monde de la flore et des plantes a fleurs, aprés les Orchidaceae
(25000 especes).Cette famille pousse principalement dans les zones tempérées. Les arbres
secs sont hors de concurrence avec les foréts tropicales humides. Ce sont principalement des
plantes herbacées, bien que la famille comprenne également des arbres, des arbustes ou des
lianes.

1.1.5. Noms vernaculaires

Les noms vernaculaires en dialectes berbéres et arabes n’ont pas toujours donné lieu a une
identification précise des différentes espéces d’armoise dans la littérature [11].Nous
mentionnons ci-dessous:

¢ Le nom scientifique: Artemisia herba-alba Asso

¢ Le nom en francais: Armoise herbe blanche ou 1’ Armoise blanche, Absinthe du
désert

¢ Lenomen anglais : Desert worm wood, Sagebrush
¢ Lenomen arabe: g [12 ,13]

¢ Lenom en Algérie: Chih a I’Est et Nord algérien [14], 1zri en Mozabite.




1.1.6. Domaines d’utilisation
v' Utilisation traditionnelle

Cette plante est utilisée pour ses propriétés purgatives, fébrifuges (médicament qui permet de
lutter contre la fiévre), vermifuges et antidiabétiques.

Le décocté des parties aériennes est efficace pour les ballonnements intestinaux et les
aérocolies (augmentation du volume du cdlon).

Il est important de la diluer dans une huile végétale pour éviter toute éventuelle irritation de la
peau.

La posologie a respecter est de 30 % d'HE d'A. Herba alba et 70 % d'huile végétale.
v’ Utilisation alimentaire

En alimentation, /’4. Herba alba est I'ardme de certaines boissons comme le thé ou le cafe est
pris en compte [15].Cependant, son utilisation dans l'industrie alimentaire est limitée par la
toxicité de la béta-thuyone, qui ne doit pas dépasser 5 mg/kg [1,4].

v’ Utilisation phyto-thérapeutique

En pharmacopée traditionnelle, 1’armoise blanche était reconnue depuis longtemps par les
populations pastorales et nomades pour ses vertus purgatives. On |"utilise notamment comme
vermifuge chez les ovins [1,4].0n rapporte que l'infusion de I'A. Herba alba est assez
employée par les bédouins du Néguev(Palestine) pour soulager les maux gastro-intestinaux
[1,4].En Irak, elle est préparée avec le thé et constitue l'une des formes d'automédication
contre le diabéte non insu lino-dépendant [1,4].

1.2. Les huiles essentielles
1.2.1. Définition

Les HE, ou essences végétales, sont des liquides concentrés et hydrophobes des composeés
aromatiques volatils (odorants) des plantes. Elles sont obtenues par extraction mécanique,
distillation a la vapeur ou distillation seche et elles sont généralement séparées de la phase
aqueuse par un procédé physique [16]. On les appelle couramment : essences, essences
végétales, huiles ou essences aromatiques, parfums, huiles volatiles [17].

1.2.2. Répartition et localisation des HE

Les huiles essentielles existent presque exclusivement dans les plantes supérieures.
Les genres capables de construire les composants qui les composent ont répartis dans un
cinquante familles de plantes dont Lamiacées, Astéracées, Rutacées, Cannelacées, Lauracées,
Myrtacées et Zingibéracées. Les HE peuvent étre stockées dans tous les organes : fleurs
(rose) feuilles (citronnelle, eucalyptus, laurier), écorces (cannelier), bois (bois de rose, santal),




racines (vetiver), rhizomes (curcuma, gingembre), fruits (anis, badiane) et graines
(muscade)[18].

1.2.3. Composition chimiques des HE

Les HE sont des mélanges de substance aromatique qui sont présentées a 1’état naturel, en
faible quantité dans le végetal [19].Elles se constituent principalement des composés volatils
d'origine terpénoide ou non terpenoide. Les composés terpenoide: monoterpenes (C10),
sesquiterpénes (C15), diterpénes (C20), triterpenes (C30). Ce sont les molécules les plus
fréquemment rencontrées dans les HE et les non terpénes (phénylpropanoide) sont également
tres fréquentes [20].

1.2.4. Techniques d’extraction des HE

De nombreuses techniques sont utilisées pour I’extraction des substances aromatiques
particulierement difficiles, et les plus delicates, cette opération a pour but de capter les
produits élaborés et éviter d’en altérer la qualité. En genéral, le choix de la méthode
d’extraction des HE dépendra de la nature du materiel végétal a traiter (graines, feuilles,
ramilles), le rendement en huile et la fragilité de certains constituants des huiles aux
températures élevées [21].Parmi ces méthodes :

a) L’hydro distillation :

Le principe de I'hydro distillation consiste a immerger la biomasse végétale dans un alambic
rempli d eau (aujourd hui remplacé par un Clevenger), que I'on porte ensuite a I'ébullition. La
vapeur d'eau et I'essence libérée par le matériel végétal forment un mélange non miscible.
L’HE étant plus légere que I'eau (sauf quelques rares exceptions), elle surnage au-dessus de
I'nydrolat [22].
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Figure 1 .5. Schéma de 1’appareil d’hydro distillation [23]




b) Distillation par entrainement a la vapeur d’eau :

La distillation a la vapeur est l'une des méthodes officielles d'obtention des HE a partir de
plantes aromatiques. Contrairement a la distillation de 1’eau, cette technique n'expose pas l'eau
et le materiel végétal traité a un contact direct [24]. Le matériel végétal est places un grillage
perforé pour laisser passer la vapeur d'eau. La vapeur d'eau traverse la matiere végétale et
libére ainsi les molécules. Les substances volatiles sont ensuite aspirées dans le refroidisseur.
Cette méthode permet d’améliorer la qualit¢ de I'HE en minimisant le changement
hydrolytique [22].
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Figure 1.6. Schéma de I'appareil d'entrainement a la vapeur d'eau [25]

c) La percolation ou I’hydro-diffusion

Cette méthode présente, pour certaines plantes (les coniferes par exemple ou encore la
cannelle), I'avantage détre plus rapide et, par conséquent, moins susceptible de transformer la
qualité des HE recueillies. Les substances obtenues sont chargées en composants non volatils,
on parle alors dans ce cas d’essence de percolation et non des HE.

1.2.5. Conservation des HE

Les HE sont des substances tres délicates et facilement dégradées, rendant leur conservation
difficile. Le risque de dégradation abonde: photo isomérisation, photo cycle, dissociation
oxydative du propénylphénol, peroxydation des carbures et décomposition en cétones et
alcools (limonene). Ces degradations peuvent modifier leurs propriétés s'elles ne sont pas
stockées dans des flacons en aluminium, en inox ou en verre coloré, propres et secs, a l'abri de
la lumiére et de la chaleur [26].

1.2.6. Caractéres physico-chimiques des HE

Les huiles essentielles sont :

e Liquides a température ambiante mais aussi volatiles, ce qui les différencie des huiles
dites fixes.

e Liposolubles et solubles dans les solvants organiques usuels ainsi que dans I"alcool, Elles
sont entrainables a la vapeur d’eau mais tres peu solubles dans I'eau [27].




e Constituées de molécules a squelette carboné, le nombre d'atomes de carbone étant
compris entre 5 et 22 (le plus souvent 10 ou 15) [27].

1.3. Activité biologiques des composés phénoliques

Les composés phénoliques font actuellement ['objet de nombreuses études pour
leurs différentes activités biologiques [28] et elles ont été rapportées pour des propriétés
pharmacologiques intéressantes et diverses, a savoir anti-inflammatoires, anticancéreuses,
anti-athérosclérotiques [29], propriétés antiallergiques [30], antioxydants [31], antivirale [32],
antifongique [33] et antibactérienne [34].

1.3.1. Activité antioxydante

En général, les antioxydants sont des agents qui empéchent ou ralentissent I'oxydation en
neutralisant les radicaux libres dans Il'organisme, et la respiration cellulaire produit des
especes reactives de l'oxygéne. Cela peut étre une source de radicaux libres en exces et
causer des dommages cellulaires, en particulier a I'ADN. Les antioxydants, quant a eux,
combattent le stress oxydatif responsable du vieillissement cellulaire et ont des effets anti-
ages. De nombreux médicaments a base de plantes contiennent de grandes quantités
d'antioxydants, qui peuvent étre isolés et utilisés comme antioxydants pour prévenir et traiter
les maladies des radicaux libres [1,4].

1.3.2. Activité antimicrobienne des composés phénoliques

L'activité antimicrobienne peut étre accomplie de diverses maniéres. Certaines molécules
exercent leur activité en oxydant ou en dénaturant des protéines bactériennes [35], d’autres
exercent des pouvoirs plus spécifiques en altérant la structure membranaire ou en inactivant
des composés ou des fonctions cellulaires essentielles [36]. Outre l'influence du caractere
hydrophobe de la molécule, l'activité antimicrobienne des composés phénoliques, notamment
des flavonoides, est essentiellement dépendante de la longueur, de la ramification et de la
localisation des chaines de substitution associées au noyau phénolique, mais dépend
également de la nature des substituent et le volume du noyau phénolique [37].

1.4. Activités biologique d’HE
1.4.1. Action antibactérienne des HE

Selon Zhiri [38] plusieurs etudes ont eté menées dans le but de déterminer les composants
susceptibles d'étre responsables de l'activité antibactérienne des HE. Les HE ont deux effets
sur les microorganismes, similaires a ceux des agents chimiques : une activité mortelle
(bactéricide) et une inhibition de la croissance (bactériostase). Les HE sont souvent associés a
des activités bactériostatiques. Les huiles contenant des phénols (thymol, Carvacrol et
eugénol), des monoterpénoles, des aldéhydes aromatiques et des aldéhydes terpéniques sont
sensibles aux germes [39].
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1.4.2. L’activité antifongique des HE

Le pouvoir antifongique des espéces végétales n'est pas limité a aucun champignon [39] ou
famille botanique, mais plutét a une synergie entre les différents composants des huiles.
L'activité antifongique des espéces végétales n'est pas principalement due aux composés
majoritaires. Selon Pinto et Saguero [40], il y a une activité antifongique significative chez
certains HE qui pourrait entratner des avantages thérapeutiques.

1.5. Travaux antérieurs d’A. Herba alba

Les plantes de la famille des Astéracées, ont fait I'objet de plusieurs études phytochimique et
biologiques par intérét économique surtout pour leurs HE.

1.5.1. Composés polyphénoliques

La plante est riche en composés polyphénoliques, qui sont des antioxydants, des flavonoides
et des tanins de premier ordre. La famille des polyphénols comprend une variété de
substances naturelles appelées flavonoides. Ils sont considérés comme des pigments quasi
lents universels qui colorent souvent les fleurs, les fruits et parfois les feuilles des végétaux.
Les flavonoides les plus importants trouves dans I'A. Herba alba sont la hispiduline et la
cirsimaritine. Des flavones glycosidiques tels que la quercitrine, l'isovitexine et le 3-
rutinoside sont également mentionnés [41].Dans une étude menée sur 49 espéces de plantes
médicinales du Maroc [42] l'acide chlorogénique a été isolé de A. herba alba. Huit
polyphénols et composants connexes ont été identifies dans une autre enquéte sur les
principes actifs A .herba alba [43].

1.5.2. La composition chimique de I'HE d'A. herba alba Asso

L'huile d'A. herba alba, également connue sous le nom d'huile de Chih, a été beaucoup
étudiée au cours des dernieres décennies. Une grande variété dans la composition de I'huile
extraite de plantes poussant dans divers pays et méme dans le méme pays a été mise en
évidence. L’huile extraite d'A. herba alba contient généralement des monoterpénoides
principalement oxygénes, comme le 1,8-cinéole, le chrysanthenone, le chrysanthenol (et son
acetate), le camphre, le thuyone et le chrysanthenone [44] .Des études sur la composition de
I'HE d'A. herba alba en Algérie ont révélé que le camphre, le alpha/alpha-thujone, le 1,8-
cinéole et les dérivés du chrysanthenyl sont les principaux composants. Selon d'autres études,
les principaux composants sont le camphéne (3%), le bornéol (3.6%), I'éther davana (8.8%) et
le davanone (36.1%).L'HE d'A. Herba alba sauvage cultivée a Msila-Algérie contient
principalement le camphre (19.4%), le transpinocarveol (16.9%) et le chrysanthenone (15.8%)
[45].

1.5.3. L’activité antioxydante
La partie aérienne d‘A. herba alba posséde des activités antioxydants significatives. En effet
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cette partie de la plante est riche en composés doués d‘activité antioxydants tels que:
les flavonoides, les poly phénols et les tanins, ces différents constituants exercent ses actions
antioxydants en inhibant la production de 1‘anion su peroxyde, 1‘hydroxyle, comme ils
inhibent la peroxydation lipidique au niveau des microsomes [46].

1.5.4. L'activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de quatre types d'HE d’extraites par hydro distillation de la partie
aérienne d'A. herba-alba asso cultivée dans le Sud de la Tunisie a été testée sur des bactéries
gram-positives et négatives. Les résultats montrent que toutes les huiles examinées ont une
activité antimicrobienne significative contre les souches testées [47].Six souches de bactéries
ont été testées sur les HE de I'A. herba alba [48]. Les résultats ont montré que cette huile avait
une activité variable contre toutes les souches testées, avec des zones d'inhibition allant de 8 a
23 mm ; la souche la plus sensible était Bacillus cereus, mais elle n'a pas été totalement active
contre Pseudomonas aeruginosa.

1.5.5. Activité antifongique

Benjilali [49] ont examiné 26 HE, y compris I'nuile essentielle de I'A. herba-alba asso (de
trois régions), le thym, I'eucalyptus et le romarin, pour leur capacité antifongique. Sur les 37
souches de moisissures étudiées, I'HE du thym a été la plus active, suivie de lI'armoise
blanche, du romarin et de I'eucalyptus qui ont été les moins efficaces. L'HE d'A. herba alba
Asso a été trouvée efficace en Algérie, avec une concentration minimale inhibitrice de 5,617
g/ml, inférieure de 9 fois a celle de lI'antibiotique I'amphotéricine B (0,650 g/ml) [50].
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CHAPITRE Il MATERIELS ET METHODES



I1. Procédure expérimentale

Cette étude menée sur la plante d’A.herba alba vise a valoriser cette plante médicinale et
aromatique trés répandue en Algérie. Les principaux objectifs sont I’extraction des
polyphénols et des flavonoides, déterminer les rendements et I’extraction par hydro
distillation de I’HE, les tests colorimétriques pour confirmer la présence ou I’absence de
certains métabolites secondaires, 1’évaluation du contenu des phénols et flavonoides totaux et
I’étude de leurs activités biologiques (antioxydante, antibactérienne et antifongique).

La plante d'A. herba alba séché ]

Extraction par J Extraction par
Hydrodistillation Screening macérationa froid
Phytochimie
Les extraits
L'HE d'A. herba helba
{ | (CHCI,,CHCl;/MeOH,MeOH)
| | —
Les activités Dosage des Les activités
biologiques polyohénols Dosage des biologiques
totaux flavainoides glq
totaux
Activite | Activité Activité :
antibacterienne antioxydante antibactérienne Activité
et antifongique et antifongique antioxydante

Figure 11.1. Diagramme général de la procédure expérimentale
Il .1. Echantillonnage

- Récolte de I’A. herba alba

Le choix du matériel végétal dépend de la disponibilité de la plante dans le pays, de ses
propriétés mentionnées dans la littérature et du nombre de travaux étudiés sur elle. Les
échantillons d’A. herba alba ont été récoltés durant le mois de Février dans la région de
Djelfa. L’identification de I’échantillon de 1’A. herba alba a été realisee au laboratoire de
chimie de la faculté des sciences de I’'université Saad Dahlab de Blida.

- Préparation de la matiere végétale

L’échantillon fraichement cueilli février 2023 est préalablement séché a 1’air libre pendant
quelques jours. La plante est broyée jusqu'a I’obtention d’une poudre moins fine a 1’aide d’un
petit broyeur a hélices de marque SZJ-1306 basic, puis conservée dans des flacons en verre a
I’abri de la lumiere. Tel qu’il est montré sur la figure suivante:
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Figure 11.2. Séchage et broyage de la plante d’A. herba alba

A.: Séchage et broyage de la plante d’A. herba alba ;
B : Broyeur a hélices de marque SZJ-1306 ;

11.1.1. Extraction des HE
-Méthode d’extraction (Hydrodistillation)

L’extraction de I’HE a été effectuée par hydro distillation classique sur un appareil de type
Clevenger modifié [1].Les extractions ont été réalisées par ébullition de 547,42 g ou pendant
3 fois ou chaque fois en prendre un poids correspond a matériel végeétal dans un ballon de
deux litres rempli d’eau 2/3 du volume du ballon pendant 2 H. Les vapeurs formées montent
au long de la colonne en entrainant avec elles les HE. Ces vapeurs sont condensées dans un
réfrigérant, le condensat (eau + HE) est récupéré dans une ampoule a décanter. L’HE obtenue
par une simple décantation est séparée minutieusement de la partie aqueuse, et récupére I’'HE
par une micropipette pour éviter la perte de la matiere, la phase aqueuse est récupérée aussi et
mélanger avec le distillat d’une autre extraction afin d’obtenir une grande quantit¢ d’HE
(figure 11.3).Les HE obtenues fluides, de couleur jaune pale et dégagent une tres forte odeur,
fraiche et agréable sont conservées dans des flacons ombrés hermétiques a basse température
(4°C) et a I’abri de la lumiere pour éviter toute dégradation, la perte de son activité biologique
et la toxicité.
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Figure 11.3. Hydrodistillation classique de /’A. herba alba

A L’extraction d’HE d’A. Herba alba par hydrodistillation a 1’aide d’un appareil de type
Clevenger ;

B : L’appareil de Clevenger ;

C : Extraction d’HE par une ampoule a décanté.

-Détermination du rendement d’extraction

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres 1’évaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise a I’extraction

selon I’équation suivante décrite par Diana [2]:
R 9% = m (ext)y / M (gch) x 100%

R : est le rendement en % ;
M ext : est la masse de 1’extrait apres évaporation en ¢ ;
M ¢ch: est la masse de la matiére séche végétale en g

11.1.2. Extraction des polyphénols

L'extraction liquide-liquide est une méthode de séparation qu'elle consiste a faire passer un
produit ou le soluté dissous dans une phase liquide, un solvant organique (CHClIs,
CHCI3/MeOH et MeOH) est utilisé pour les extraies.
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-Méthode d’extraction (Macération a froid)

D'aprés la recherche biographique cette méthode a été utilisée pour la premiere fois sur cette
plante. Le principe consiste a épuiser la partie aérienne (feuilles, fleures et tiges) au contact
avec le solvant. Le poids de 100g du matériel végétal séchés et broyés ont été laissés au
contact dans I’ordre du solvant suivant : CHCI3 dans un erlenmeyer de telle fagon que le
solvant couvre totalement le matériel végétal pendant 48 h, un mélange (CHCIl3/MeOH.
50:50, v:v) pendant 48 h ,et finalement MeOH pendant 24 h .Apres filtration repéter , le
filtrat est évaporé a sec sous pression réduite a 35-40 C° par un évaporateur rotatif pour
¢liminer les solvants du filtrats. Ainsi d’obtenir les extraits secs bruts: E.CHCIs,
E.CHCIl:MeOH . et E.MeOH. Les étapes d’extraction sont réalisées dans la figure 11.4 :

_ E CHC13/MeOH | _

Figure 11.4. La macération a froid d’A. herba-alba

1 : Macération a froid de notre plante ;
2 : Evaporation par évaporateur rotatif ;
3 et 4 : Résidu d’extraits obtenus (CHCIs, MeOH et CHCls/ MeOH).

11.1.3. Intéréts des solvants utilisés

> La phase CHCI3 sépare les produits trés apolaires tels que les acides gras, les stérols
et les caroténoides.

» La phase CHCI3/MeOH sépare les produits moyennement polaires tels que les mono
glycosides, les saponines, les alcaloides ...
La phase de MeOH sépare les produits les plus polaires comprenant les oses et osides, les
hétérosides, les acides aminés, les acides phénoliques et les tanins.
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Les étapes d’extraction sont réalisées dans la figure (11.5) suivante :

_______ Poids de la plante d’A.
4 herba alba =100g

Macération a froid dans un

. I chloroforme 100% pendant
M i (24-48)
' o Filtration

| T LT T
' Evaporé a sec sous pression réduite 35-40
__________ -II_____________________J

//
Reésidu végétal Filtrat n°1 _YI_ Extrait
chloroformique

Macération a froid dans un

chloroforme et méthanol (50/50%) W\ - - _____
pendant (24-48) Evaporé a sec sous
Filtration pression réduite 35-40 C°

Résidu végétal Filtrat n°2 Extrait

Chlorométhanolique

Macération a froid dans un T T T T T T T TTT T TTTomo—m—m— oo |
méthanol (100%) pendant '+ Evapore a sec sous pression réduite 35-40 C°

(24-48) ,
Filtration ,

Filtrat n°3 Extrait
méthanolique

Figure 11.5. Protocol d’extraction d’A. herba alba

11.2. Screening phytochimique

Appelé aussi chimie des végétaux, c'est I'étude de la structure, le métabolisme et la fonction
des composés phytochimique, ainsi que les méthodes d'analyse, de purification et d'extraction

21



appliquées a ces substances. Et traiter des matiéres premiéres et des substances a potentialité
médicamenteuse d’origine biologique. Dans notre étude, on a les grands groupes chimiques
tels que les alcaloides, les phénols, les flavonoides, les tanins, les saponosides, les stérols, les
terpénes et les quinines de chaque variété ont été déterminés par une approche basée sur des
tests de solubilité, des réactions de coloration et de précipitation selon les méthodes décrites
dans la littérature spécialisée.

11.2.1. Préparation des extraits

& Extrait végétal hydro- alcoolique (A) 07 g de la matiere végétale ont été mises a
macérer dans 100 ml de mélange MeOH + eau distillé (70/30) ml .Apres agitation,
laisser le pendant 24 h a température ambiante, filtration et récupéré le filtrat.

% Extrait éthérique (B) Dans un erlenmeyer, on met 07 g de la matiere végétale avec
30 ml d’éther de pétrole. Le mélange est laissé au repos pendant 24 h avant d’étre
filtrer a I’aide d’un coton et récupéré le filtrat.

& Extrait chloroformique (C) Introduire 04 g de matiere végétale dans un erlenmeyer
et ajouter 50 ml de chloroforme et 1’éther de pétrole (40/10) ml, laiss¢ le pendant 24
h .Apreés filtration, récupérer le filtrat.

& Extrait végétal de I’acide sulfurique (D) Dans un erlenmeyer, 0,2 g du matériel
végetal (broyes) sont mises en contact avec 10 ml d’acide sulfurique. Aprés une
agitation pendant 24 h, le mélange est filtre et récupérer le filtrat . Tel qu’il est montré
sur la figure I1.5 ci-dessous.

A. B. C. D

Figure 11.6. Les extraits d’A. herba-alba

A : Extrait hydro alcoolique
B : Extrait éthylique

C : Extrait chloroformique

D : Extrait d’acide sulfurique
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11.2.2. Détection des composés phénoliques et des flavonoides

1. Screening phytochimique des flavonoides
v Test de Bate-Smith (test de Flavan-3, 4-diols)

Dans deux tubes, on met 2 ml d’extrait (A) dont : Le 1° tube témoin et le 2™ tube est
additionné a 0,5 ml de HCI concentré, puis les mettre au bain marie pendant 30 min.

» On note Dl'apparition d’une coloration rouge dénotée et la présence de Leuco
anthocyanes, dérivés de Flavan -3,4- diols [3].

v Test de Wilstater (test de Flavonols et Flavonones)

Dans deux tubes, on met 2ml de I’extrait (A) dont : Le 1° tube témoin et le 2™ tube est
additionné a 0,5 ml de HCI concentré puis on ajoute tout doucement quelques fragments de
magnésium et on laisse agir sous la hotte. On note I’apparition d’une couleur qui vire vers le
rouge pourpre (Flavonols) ou le rouge violacé (Flavonones ou Flavonols), ce qui confirme
I’existence des flavonoides [3].

2. Screening phytochimique des tannins

On met dans 03 tubes 2 ml d’extrait (A) dont : le 1°" tube témoin, le 2°™ tube est additionné4
a 5 gouttes de gélatine a 1% et le 3™ tube est additionné 4 a 5 gouttesdeFeCls (en solution
méthanolique).

» La couleur vire au bleu noir en présence des tannins galliques et au brun verdatre en
présence des tannins caté-chiques avec une précipitation dans le cas des tests de
gélatine [4].

3. Screening phytochimique des quinones

Les quinones constituent une série de dienes plutdt que des composes aromatiques comportant
un noyau de benzene sur lequel deux atomes d'hydrogéne sont remplacés par deux atomes
d'oxygéne formant deux liaisons carbonyles (dicétones éthyléniques conjuguées cycliques).

-Dans 02 tubes, on met 2 ml d’extrait (B) dont : le 1¢ tube témoin et dans le 2¢™ tube, on
ajoute 10% de NaOH.

» Aprés agitation, on note I’apparition d’une coloration qui vire au jaune, rouge ou
violet de la phase aqueuse, ce qui confirme la présence des quinones.

4. Screening phytochimique des coumarines

Les coumarines sont des dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des composés connus par
des benzo-a-pyrone [5]et tous sont substitués en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la
nature soit a 1’état libre ou bien combiné avec des sucres. Elles sont responsables de 1'odeur
caractéristique du foin [6].
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-Agiter 1g de la poudre végétale avec 20 ml d’extrait (B) et laisser macérer pendant 24 h.
Filtrer et rajouter 20 ml d’eau distillée. Aprés évaporer la solution a I’air libre jusqu'a
I’obtention du 5 ml, compléter avec 2 ml d’eau distillée puis la solution est partagée dans 02
tubes a essai : le 1¢ tube témoin et [e2°™ tube avec 0,5 ml d’ammoniaque (25% NHa OH).

> On note ’apparition d’une Fluorescence intense dans 1e2¢™ tube sous les lumiéres
UV a 365 nm, ceci indique la présence des coumarines.

5. Screening phytochimique des anthraquinones

Les anthraquinones sont des dérivés de l'anthracéne. Du point de vue structural, les
anthraquinones sont des composés naturels dont le squelette carbone de base en C14 présente
un enchainement de type C6-C2-C6 [7].

-Dans deux tubes, on met 2 ml d’extrait (C) dont : Le 1° tube témoin et dans le 2¢™ tube on
ajoute KOH 10%.

» Apres agitation, la présence des anthraquinones est confirmée par le virage de la phase
aqueuse en rouge.

6. Screening phytochimique des alcaloides

Un alcaloide est un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale),
hétérocyclique avec I’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou
moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose [8-9].

Les alcaloides ont été caractérisés a partir des réactifs de Mayer:

Réactif de Mayer

Composition : lodure de potassium (KI) 25g, Chlorure mercurique (HgCl2) 6.8 g, I’eau
distillée (100 ml).

-On met dans les 04 tubes 2,0 ml de I'extrait (D) dont : le 1 tube témoin et dans le 2¢™ tube
on ajoute 5 gouttes de réactif de Mayer.

» La présence des alcaloides est constatée suite a des réactions de précipitation avec les
révélateurs généraux : blanc jaunatre dans le 2¢™ tube.

7. Screening phytochimique des terpénes

v Test des terpénes et des stérols insaturés
La majorité des stéroides sont des alcools, on les appelle stérols [10-11]. Les stérols sont des
stéroides dérivant des triterpeénes et formant ainsi tout un groupe d’alcools solides [12].Un

stérol est un lipide possédant un noyau de stérane dont le carbone 3 est porteur d'un groupe
hydroxyle. Pratiquement tous les stéroides vegétaux sont hydroxylés en C-3 et sont en fait des
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stérols [13].La présence des stérols insaturés et terpénes est mise en évidence a I’aide de
H2SOuet les étapes a suivre sont :

e Agiter un mélange MeOH/H20 (80/20) et additionner a une quantité de la poudre
végetale.

e Filtration et concentration non a sec, on ajoute S0ml d’éther de pétrole a la solution
obtenue et on laisse décanter.

e Apres séparation des deux phases, on procéde a I’évaporation a sec de la phase
¢éthérée et I’extrait obtenu est additionné 15ml de CHCls.

-La solution chloroformique est versée dans trois tubes a essai en quantités égales : Le 1°" tube
utilisé comme témoin, dans le 2°™ tube on ajoute 3 ml d’anhydride acétique, le changement
rapide de couleur indique la présence de terpénes et dans le 3¢™ tube on ajoute 3 gouttes
d’acide acétique.

» L’apparition de la couleur rouge cerise confirme la présence des stérols insatureés.
8. Test des triterpénes

Les terpénes constituent une large famille d’alcénes d’origine naturelle trés diversifiée
comprenant des molécules lineaires, cycliques ou bien polycycliques et pouvant présenter des
fonctions alcools, aldéhydes, cétones [14].La mise en évidence des terpénes est fondée selon
la réaction de Lieberman-Burchard. Les étapes a réaliser sont [15]:

e Une agitation d’un mélange de MeOH/H20 (80/20) qu’il est additionné a une quantité
de la poudre végétale.

e Apreés filtration et évaporation a sec, le résidu obtenu est dissout dans 1mld’anhydre
acétique, puis dans 1ml de chloroforme.

e Diviser la solution entre deux tubes a essai dont I’un sert de témoin et placer 1ml
d’acide sulfurique concentré au fond du tube sans agiter.

» La formation d’un anneau rouge brunatre ou violet a la zone du contact des deux
liquides révele la présence des triterpénes (réaction de Libermann-bouchard).

9. Screening phytochimique des Saponosides

Les saponines sont généralement connues comme des composés non-volatils, tensio-actifs qui
sont principalement distribués dans le regne végétal [16]. (Structuralement, les saponines
peuvent étre classées en deux groupes selon la nature de la génine, saponine stéroidique et
saponine triterpénique)[17].

e On prend une quantité de 5 g de la plante qu’on immerge dans 50 ml d’eau distillée
pendant 30 minutes.
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» On note I'apparition d’une mousse dans le milieu. Ceci prouve la présence des
saponosides [18].

11.3. Quantification des composes phénoliques

C'est une méthode permet la détermination de la quantité des polyphénols et des flavonoides
présenter dans un extrait préparé a partir de notre plante A. herba-alba.

11.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Principe: Le principe de cette méthode est basé sur la réduction en milieu alcalin de 1’acide
phosphotungstique (HsPW12040) et phosphomolybdique (H3PMo0O12040) du réactif du Folin-
Ciocalteu dans un mélange d’oxydes bleus de tungsténe (Ws023) et de molybdéne (M0sOz2s)
lors de I’oxydation des polyphénols. La couleur bleue obtenue est proportionnelle au taux de
composeés phénoliques contenus dans I’extrait [19].La coloration bleue dont I’intensité est
proportionnelle aux taux de composés phéenoliques présents dans le milieu donne un
maximum d’absorption a 765 nm.

+ Mode opératoire

» Préparation du blanc (control négatif) : les mémes étapes en remplacant I’extrait par
I’éthanol.

» Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions en utilisant ’acide
gallique avec des différentes concentrations comme standard et exprimées en
microgramme de chaque extrait est déterminée en se référant a la courbe d’étalonnage
réalisée avec I’acide gallique.

Le protocole expérimental utilisé dans la figure (11.7):

100 ul d’extrait + 500 uL du réactif de Folin Ciocalteu (dilué a 1N)

J

Incubation 2 min

Addition 2.5 ml de carbonate de sodium a 20% (Na2CO3)

Vi

Mettre a I'abri de la lumiére pendant 30 min

/

Lecture a 750 nm

Figure 11.7. Le protocole de dosage des polyphénols [6]
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11.3.2. Dosage des flavonoides

Principe: La méthode repose sur I’aptitude des flavonoides a chélater les métaux (fer et
aluminium), cette propriété est propre aux groupements hydroxyles des phénols flavonoides
capables de donner un complexe en présence d’aluminium (chlorure d’aluminium) [20].

+ Mode opératoire:

e Le blanc (contrdle négatif) : mémes conditions en remplagant 1’extrait par 1’éthanol.

® (Courbe d’étalonnage : une courbe d’étalonnage réalisée par la quercitrine a
différentes, pratiquée dans les mémes conditions opératoires.

Chaque extrait a été ajouté a un volume égal de chlorure d’aluminium (2%)
Incubation pendant 15 min

Mesure d'absorbonce a 420 nm

Figure 11.8. Le protocole de dosage des flavonoides [21]
11.4.Etude des activités biologiques

11.4.1. Etude de I’activité antioxydante

Les antioxydants naturels ont des propriétés thérapeutiques, c'est pourquoi la recherche
scientifique a été développée dans diverses disciplines pour extraire, identifier et quantifier
ces composeés a partir de nombreuses substances naturelles, a savoir les plantes médicinales et
les produits alimentaires [20, 22, 23].L’objectif de notre travail est 1’évaluation de I’activité
antioxydant des quatre extraits (chloroforme, chlorométhanol et méthanol et aussi notre HE)
de I'Artemisia herba alba. In vitro, en utilisant la méthode de : le piégeage du radical libre
DPPH.

-Evaluation de I’activité anti radicalaire par DPPH

Principe: Le DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre, stable ou accepteur
d’hydrogeéne de couleur violet intense [24]. Ce radical perd sa coloration native quand il se lie
avec des substances anti oxydantes, qui lui transférent des électrons ou des protons. La forme
réduite du DPPH confére a la solution une couleur jaune [25].
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Figure 11.9. Structure chimique du radical DPPH.

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 présents [26]. La réaction peut se résumer
de la fagon suivante :
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Figure 11.10. La réaction de radicale DPPH [26]
4+ Mode opératoire :

e Préparation de DPPH : dans une fiole de 100 ml, on prend 3mg DPPH qu’il a
complété par 100ml de méthanol absolu sous agitation a température ambiant et
incubation pendant 30min. Aprés conservé a 1’abri de la lumiére. L’absorbance est
517nm dans le spectrophotomeétre.

e Préparation de la solution de DPPH avec I’extrait : 1,6 ml de DPPH + 0,4 ml de
I’extrait puis incubation pendant 30min.

Le schéma suivant résume le protocole de I’activité du radical DPPH :

0.4 ml de I'extrait (1000 ug /ml)

A4

1.6 ml solution méthanolique du DPPH

V4

30 min l'obscurité

N/

Lecture a 517 nm

Figure 11.11. Protocole d’étude de I’activité anti radicalaire par la méthode de DPPH [27]
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Le pourcentage de I’activité scavenger du radical DPPH est exprimé par la formule suivante :
% = [(Atémoin- A Echantillon)/ A Témoin] X100

A Temoin : absorbance du témoin (1 ml méthanol).

A Echantillon : absorbance de I’extrait (1 ml extrait+1.6 ml DPPH).

Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés a ceux obtenus pour 1’acide
ascorbique pris comme antioxydants standards. Dans ce test on définit la concentration
inhibitrice a 50% « ICso ». Les ICso sont calculées graphiquement par des pourcentages
d’inhibition en fonction de différentes concentrations de I’extrait testé [28].

11.4.2. Etude des activités antimicrobienne

L’évaluation de I’activité antimicrobienne des quatre (03) extraits : CHCI;, CHCIl:/MeOH,
MeOH, et HE des parties aériennes de ’espéce A. herba alba a été testé, in vitro, par « la
méthode de diffusion des disques» [29] en milieu solide milieu MH pour D’activité
antibactérienne et milieu GSD pour I’activité antifongique. Chacun des disques de papier
Wattman stérile N°3 et de diametre 6 mm est imprégné par 20 ul de chaque extrait égal a une
concentration de 100 mg /ml, et d'HE égal a une concentration de (1000,1500) pg/ml est placé
a la surface du milieu de la boite de pétri en présence des disques imbibés par une solution
aqueuse DMSO comme témoin négatif. Des disques de Gentamicinel0 commercialisée (a
10pg/ disque) comme témoins positifs, et des disques de Econazole (10ug/ disque) qui ont été
pris comme antifongique pour les témoins positifs. Les boites ont été ensuite incubées 2h a
4°C puis a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et a 25°C pendant 48 h pour les
champignons. La mesure des diamétres des zones d’inhibition entourant les disques contenant
les échantillons a tester a été réalisée. .Cette étude de 1’activité antibactérienne est réalisée au
laboratoire d’hygiéne au niveau de 1’établissement hospitalier public Ferroudja a Blida.

> Les souches bactériennes et fongiques étudiées

Le choix des microorganismes a été porté sur sept souches fréquentes en pathologie humaine,
nous avons sélectionné deux groupes de bactéries : les bactéries Gram négatif (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enterica) et les bactéries Gram positif
(Staphyloccocus aureus, Bacillus cereus) .En plus de deux moisissures (Aspergillus Niger,
Candida albicans). Ces bactéries sont pathogenes et sont connues pour leur forte
antibiorésistance et leur pouvoir invasif et toxique chez I’homme.

* Mode opératoire
1. Revivification des souches

Dans le milieu gélose nutritive MH pendant 24h pour les bactéries et dans le milieu GDS
pour les champignons pendant 48h.
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2. Préparation des disques

On utilise dans cette méthode, des disques en papier Wattman circulaires environ de 6 mm de
diamétre, afin d’obtenir une zone d’inhibition facile a mesurer.

3. Stérilisation du matériel

Les tubes a essai utilisés dans la préparation des solutions bactériennes ont été stérilisés en
premier a sec dans un four pasteur, les disques en papier Wattman (6 mm de diamétre) la
gélose nutritive et le milieu Sabouraud ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 15-20
minutes.

4. Préparation de milieu de culture

Le milieu de culture approprié a cette étude est le milieu : MH et GDS. Dans un bain marie, il
faut faire bouillir la gélose jusqu’a dissolution totale. Puis une stérilisation a I’autoclave est
nécessaire avant utilisation. Enfin couler le milieu dans les boites de pétri et laisser refroidir et
entrouvertes les devant la flamme jusqu’a compléte solidification.

Pour les solvants nous avons utilisé :

- L’eau physiologique stérile : NaCl (9g/L), pour préparer et diluer les suspensions
bactériennes.

- DMSO : pour solubiliser les extraits et un témoin négatif pour 1’activité antimicrobienne.
- L’eau distillée stérile.
-Econazole : un témoin positif pour I’activité antifongique.

- Gentamicine 10 : un témoin positif pour I’activité antibactérienne.

Les milieux

Figure 11.12. Les milieux et les témoins de cultures de I’activité antimicrobienne
5. Préparation des dilutions d’HE de la plante

L’HE de la plante obtenu a été dissout dans 1 ml du (DMSO), pour préparer les différentes
concentrations avec des dilutions successives, sachant que la concentration de la solution
mere d’HE pur est du 1500 pg/mil.
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6. Preparation des solutions d’extraits CHCI3, MeOH et CHCls/ MeOH
Les solutions ont eté préparées par solubilisation de 100 mg de I'extrait dans 1 ml de DMSO.
7. Préparation de I’inoculum

Les souches bactériennes sont ensemencées dans la gélose MH, les tous incubées a 37°C
pendant 24 h. Et les souches de champignons sont ensemencées dans la gélose GDS et le
tout incubées a 25°C pendant 48 h, pour optimiser leur croissance. On racle a 1’aide
d’une anse de platine quelques colonies bien isolées et identiques de chacune des
souches bactériennes a tester. Décharger I’anse dans 10ml d’eau distillée stérile, la
suspension bactérienne est bien homogénéisée. L’inoculum est ajusté en ajoutant de I’eau
physiologique stérile puisque il est trop fort.

8. Ensemencement et dépbt des disques

L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage sur boites Pétri, un écouvillon est
trempé dans la suspension bactérienne, puis 1’essorer en pressant fermement sur la paroi
interne du tube. L’écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas en
stries serrées. L’opération est répétée trois fois en tournant la boite de 60° a chaque
fois. L’ensemencement est fini en passant 1’¢couvillon une derniére fois sur toute la
surface gélosée. L’écouvillon est rechargé a chaque fois qu’on ensemence plusieurs boites de
pétri avec la méme souche. Les disques imprégnés d’extraits sont déposés délicatement sur
la surface de la gélose inoculée a 1’aide d’une pince stérile les disques (trois disques par
boite), imprégnes des extraits végétaux(CHCls, MeOH et CHCIs/ MeOH),et les disques (quatre
disques par boite), imprégnés des dilutions d’HE sur la surface de milieu de culture .De méme
les antibiogrammes réalisés avec des disques contenants des antibiotiques (témoin positif)
appropriés préts a I’emploi ont été utilisés pour la comparaison avec les résultats des extraits
testés. Finalement, les boites de Pétri sont incubées pendant 24 heures a 37 °C pour les
souches bactériennes et de 48 heures a 25°C pour les souches de champignons. L'activité
antibactérienne a été déterminée en mesurant le diameétre de la zone d'inhibition qui a été
obtenue par les différents extraits autour des disques avec une regle.

9. Lecture

La lecture des résultats est faite de 24 a 72 h aprés ’incubation, par la mesure des diametres
des zones d’inhibition autour de chaque disque a 1’aide d’une régle en (mm). Le diamétre
détermine 1’efficacité de la matiére active. Aprés mesure de la zone d’inhibition, les souches
sont classées [30] :

» Non sensible (-) ou résistante : diametre moins de 8 mm.
» Sensible (+) : diameétre entre 9 a 14 mm.
» Tressensible (++) : diamétre compris entre 15 a 19 mm.

» Extrémement sensible (+++) : diameétre plus de 20 mm
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CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUTIONS



I11. Etude phytochimique
I11.1. Détermination du rendement d’extraction
I11. 1.1. Le rendement de ’HE d’A. herba alba (hydrodistillation)

Par la méthode d’extraction avec hydrodistillation, ou la durée d’extraction est le temps
necessaire pour la récupération de la totalité de I’huile contenue dans la matiére végétale [1]
Le rendement en HE figure Ill.1a été exprimé en gramme par rapport a 547.42 g de matiére
végétale séche de la partie aérienne de la plante étudiée ou en pourcentage représenté dans le
tableau (111.1).

Figure 111.1. L’HE d’A. herba alba extraite

Tableau I11.1. Rendement d’extraction d’HE

La matiere iPoids Le Echantillon = Aspect  Couleur
végétale ( g) HE(g) rendement
f %
M 172.46 1.430 0.83 R
totale totale
547.42  200.00 221 1.11 0.86 HE d’A | Huileuse Jaune
herba alba. pale
174.96 1.10 0.63

Au vu de ces resultats de I’HE d’A .herba alba 0.86 %, il apparait que le rendement moyen en
HE obtenu par hydrodistillation est important, et compris dans I’intervalle (0.2 % a 0.95 %)
de différentes régions en Algérie. Cités dans la bibliographie [2-3].

Les mémes variations du rendement d'HE de A. herba alba ont été notées en Espagne (0,41 %
a2,30 %) [4] ; en Tunisie (0.68 % a 1.93 %) [5] et en Jordanie (1.3 %) [6]. Il semble donc que
le rendement d’extraction d'HE de /’A. herba alba varie suivant ’origine géographique de la

plante.
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111.1.2. Le rendement de I’extraction des polyphénols

Dans cette étude, le rendement (I’extrait sec, obtenu apres évaporation) a été déterminé par
rapport a 100 g de la matiere végétale. Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence
entre le poids du ballon plein (aprés I’évaporation) et le poids du ballon vide (avant
I’évaporation). Le rendement des trois extraits (CHCl;, CHCI,/MeOH, et MeOH), I’aspect et
le solvant de solubilité de différents modes d’extraction ont été présenté dans le tableau (111.2)

suivant :

Tableau I11.2. Rendement d’extraction des extraits

100 g CHCI3 Solide Marronversle  11.699g 11.69%
vert foncé
CHCIs/MeOH  Visqueuse Vert foncé 39.23¢g 39.23%
MeOH Visqueuse Vert foncé 08.00 g 8%

Les rendements sont présentés par ordre d’extraction figure (111.2): par la méthode
d’extraction avec macération a froid, le rendement le plus élevé a été obtenu par
E.CHCI3/MeOH, avec une moyenne de 39.23 % suivie par I’E.CHCI3 avec une moyenne de
11.69 % et enfin par I’'E.MeOH avec une moyenne de 8 %.

I E.CHCIs

I E.CHCI3/MeOH

I E.MeOH

39.23%

8%

——————— » 11.69

Figure 111.2. Histogramme schématique des résultats obtenus pour I’ extraction

I11.2. Screening phytochimique




Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de métabolites
secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante. La détection de ces composes
chimiques est basée sur des essais de solubilités des constituants, des réactions de
précipitation et de turbidité, un changement de couleur spécifique ou un examen sous la
lumiére ultraviolette. Les résultats du screening phytochimique sont regroupés dans le tableau
(111.3) suivant :

Tableau I11.3. Résultats de criblage phytochimique d’A. herba alba

Composés recherchés Absence / présence Colorations
Flavan3, 4diols +++ Rouge denote
Flavonols et Flavonones +++ Rouge pourpre
Tannins :gélatin ; +++ Brun verdatre ;
fecl3 Bleu noir
Quinones +++ Jaune (phase aqueuse)
Coumarines Pas de influence intense
Anthraquinones ++ La phase aqueuse en rouge.
Alcaloides (Mayer) Pas de changement de
couleur
Saponosides ++ L’apparition d’une mousse
Triterpenes + Il y’a un changement de

couleur vers le rouge

Terpene & Stérols + Il y’a un changement de
couleur

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennement positif ; + : Faiblement positif ; - : Négatif

Les résultats de screening phytochimique enregistrés dans le tableau (I11.3) et la figure
(I1.3).indiquent la présence des flavonoides, des tanins (gélatine /FeCls), des quinones,
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anthraquinones, des saponines, des terpénes, des triterpénes et des stérols ainsi que 1’absence
totale des alcaloides, et des coumarines.

Flavan3, 4diols Flavonols et Tanins: Quinones Coumarines
Flavonones

gélatine /FeCl 3

Anthraquinone  Alcaloides Saponines Triterpenes Stérols et
Terpenes

Figure 111.3. Résultats du screening phytochimie de I’A. Herba alba

Au vu de ces résultats, nous ne déduisons que la plante A. Herba alba de la région de Djelfa,
comme d’autres espéces de la famille Artemisia, est trés riche en divers métabolites
secondaires, notamment les flavonoides .D’autre part, ce qui explique I’intérét et I’attention
portée par les habitants de la région a travers 1’usage traditionnelle de cette plante.

111.3. Résultats de I’étude quantitative :

111.3.1. Dosage des polyphénols totaux :
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La teneur en polyphénols des trois extraits (MeOH, CHCIl3/ MeOH et CHCIs) est calculée a
partir de I’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec I’ AC gallique (ayant
L’équation : Y =0.00234x - 0,06652 / Rz = 0,99

Et elle est exprimée en microgramme d’équivalent de I’AC gallique par milligramme
d’extrait (ug EAG/ml d’extrait sec). Les absorbances de courbe d’étalonnage en fonction de
leur concentration sont rapportées sur la figure ci-dessous figure (111.4).

—u— | 'acide galique

- 1,4 - Fitted Y of Absorbonnce
-

s

'—:-‘-

y=a+b*x

| Absorbonnce
Pearson's r 0,99767
Adj. R-Square 0,99303
Intercept 0.06652 + 0.03258
Slope 0.00234 + 1.13099E-

T T T T T T T T T
100 200 300 400 500
Concentration (ug/ml)

Figure I111.4. Représentation de la gamme d’AC gallique et la courbe d'étalonnage.

Le tableau ci-dessous montre les résultats de la teneur en polyphénols des extraits ont été
exprimées en pg EAG/mg d’extrait sec.

Tableau I11.4. Taux des polyphénols dans les extraits de notre plante

EXTRAITS CHCls CHCls/MeOH MeOH

La teneur en polyphénols ~ 37.51 + 1.376 44 +0.651 26.90+ 0.43
EAG pg/mg PS

AG : acide gallique, EAG : équivalent d’acide gallique, PS : poids séche de I’extrait.

Les valeurs sont les moyennes de trois répétitions plus ou moins 1’écart-type :
Tpt=CV/M

Tpt : Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/g d‘extrait sec de la plante).

C : Concentration de I‘extrait équivalente a 1‘acide gallique, obtenue a partir de la courbe
d'étalonnage (pg/ml),
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V : Volume de 1‘extrait (ml),
M : Poids sec de I'extrait de la plante (mg).

D’apres les résultats présentés dans le tableau (111.4) le test a indiqué la présence des
polyphénols dans tous les extraits. Nous remarquons que I’Ext CHCI:/MeOH présente la
teneur la plus élevée dont la valeur est de 44 + 0.651 pg EAG/mg PS, suivi par I'Exp CHCI3
de ’ordre de 37.51 £ 1.376 ug EAG/mg PS, puis I’Exp MeOH avec une teneur de 26.90 +
0.43 ng EAG/mg PS. Ce résultat, est en accord avec beaucoup d’autres études, qui montrent
que la plus grande proportion des composés phénoliques se trouve dans les extraits
moyennement polaires. Les résultats sont resumés dans la figure (111.5) suivante:
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Figure 111.5. Les histogrammes de la quantité en (ug EAG/mg) des polyphénols dans les trois
extraits.

111.3.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a ¢été réalis¢ selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3)
qui révele les flavonoides en jaune [7] La quercétine a été utilisé comme étalon. L’absorbance
a ¢té lue dans une longueur d’onde de 430 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une
courbe d’étalonnage figure (111.6), ayant L’équation : Y =0.0344 x + 0.0181/ R2= 0,999

Les analyses quantitatives des flavonoides, est déterminé a partir de 1’équation de la
régression linéaire de la courbe d’étalonnage exprimé en pg équivalent quercitine. Les
valeurs moyennes de la concentration en flavonoides de la partie aérienne seche de la plante
sont représentées dans le tableau (111 .5) calculées a partir des valeurs des absorbances a une
longueur d’onde de 430 nm.
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Figure 111.6. Courbe d'étalonnage de quercitine et dosage des flavonoides totaux
Le tableau 111.5 ci-dessous montre les résultats de la teneur en flavonoides des extraits :

Tableau I11.5. Taux des flavonoides dans les différents extraits

EXTRAITS CHCIs CHCI3/MeOH MeOH
La teneur en flavonoides 9.82+0.13 13.08 £ 0.61 10.66 + 0.06
EQ pg/mg PS

Q : Quercétine, EQ : équivalent de quercétine, PS : Poids sec de I’extrait.

Les valeurs représentent la moyenne de trois répétitions = SD. Les résultats de la
quantification des flavonoides comme indique le tableau I11.5, tous les extraits montrent la
présence de flavonoides avec des teneurs varient entre 9.82 £ 0.13 et 13.08 £ 0.61 pg EQ/mg
PS le taux le plus élevé a été détecté dans I’E.CHCI3/MeOH ce qui indique la richesse des
flavonoides avec une teneur de 13.08 + 0.61 ug EQ/mg PS, puis I’E.MeOH avec une teneur
de I’ordre de 10.66 + 0.06 pg EQ/mg PS. Tandis que I’E.CHCI3 a enregistré une teneur de
9.82 + 0.13 pg EQ/mg PS.D’aprés ces résultats, le Chlorométhanolique est le meilleur solvant
d’extraction qui a permis d’obtenir la teneur la plus élevée en flavonoides par apport aux
solvants méthanolique et chloroformique. Les résultats du dosage des flavonoides sont
représentés sous forme d’histogramme dans la figure (I11.7) :
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Figure 111.7. Histogramme représenté les resultats du dosage des flavonoides

Les variations observées dans les taux de composés phénoliques et flavonoides, dans les
différents extraits, pourraient étre associées a la quantité de composés présents dans les
extraits bruts. De nombreux facteurs pourraient affecter la quantité des contenus phénoliques
et flavonoides, y compris la période et la zone de récolte du matériel végetal, la procédure
d'extraction et l'efficacité des solvants d'extraction. Selon [8] l'utilisation des solvants
moyennement polaires pour extraire les composés phénoliques et les antioxydants est
préférable a celle des solvants polaires et apolaires, en accord avec les résultats de notre étude
[8].Les composés phénoliques sont des antioxydants naturels qui possédent des propriétés
redox. lls sont trés réactifs et ont la capacité de neutraliser les radicaux libres par des réactions
de piégeage et/ou de chélation. La quantification des composés phénoliques dans les extraits
bruts pourrait prédire le pouvoir de l'activité antioxydante.

111.4. Activités biologiques
111.4.1. Activité antioxydante

Evaluation de pouvoir anti radicalaire par le DPPH des extraits (CHCI3), (CHCls/MeOH),
(MeOH) et I’HE de I’A. herba-alba. Les activités anti radicalaires des extraits d’ Artemisia et
du témoin positif l'acide ascorbique (vitamine C) ont été déterminées par la méthode au
DPPH. On remarque un changement de couleur du violet au jaune pour les trois extraits en
augmentant leur concentration, cela veut dire que le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl)
est réduit en présence d’une substance réductrice qui existe dans les extraits.

42



Les résultats obtenus, a une longueur d’onde de 517 nm par spectrophotometre, ont permis
de tracer les graphes de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration pour les différents extraits et I’HE de I’espéce Artemisia .Ces courbes montrent
que tous les extraits et I’HE ainsi que le standard (vitamine C) figure (111.9) réduisent de
maniere dosé dépendante le radical DPPH, C’est-a-dire, le pourcentage de réduction
augmente avec ’augmentation de la concentration des extraits et I’HE jusqu’a un seuil ou le

vitamine C

Figure 111.8. Activité anti radicalaire (DPPH)

pourcentage d’inhibition se stabilise avec I’élévation de la concentration.
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Figure 111.9. Représentation de la courbe du pourcentage d’inhibition du DPPH par standard
testé en fonction de la concentration et les courbes du pouvoir réducteur de différents extraits

et ’HE d’autre coté

Ces résultats ont permis également de déterminer la valeur de I’ICso (la valeur qui

correspond a 50% d’inhibition) afin de pouvoir évaluer ’activité des extraits et I’HE vis-a-vis
du standard tableau( 111.6).
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Tableau I11.6. Les valeurs d’ICsg des extraits et ’HE d’A.herba alba

Lesextraitt:  E.CHCls E.CHCl/MeOH EMeOH HE  VitamineC

T

ICso(mg/ml) | 187.93 = 6288 61014 33744  59.49

D’aprés les résultats des valeurs de ICso mentionnés dans I'extrait méthanolique a montré un
pouvoir antioxydant puissant leur 1Cso est 61.014 ugiml comparativement a la 1Cso de la
solution standard de [D’acide ascorbique qui est de 59.49 pgml. Puis [extrait
Chlorométhanolique qui présente une activité antioxydante moyenne avec une 1C5,=62.88
pg/ml mais relativement faible que celle de l'acide ascorbique. L’extrait chloroformique a
montré un pourcentage d’inhibition le plus faible avec 1Cs50=187.93 pg/ml. Pour I’'HE
d’A.herba alba, elle a montré un pouvoir antioxydant ou leur ICso est 33.744 pg/ml
comparativement a la 1Csg de la solution standard de I’acide ascorbique =59.49 pg /ml. Ce qui
provoque que I’HE de notre plante est le plus préférable qui posséde des propriétés redox par
rapport aux extraits. Les résultats de pourcentage d’inhibition du DPPH par différents extraits
et 'HE sont résumés dans la figure (111.9).D’autre part, ce résultat est en bon accord avec les
données du dosage des polyphénols totaux qui montrent une richesse remarquable de I’ extrait
Chlorométhanolique.

111.4.2. L’activité antimicrobienne
111.4.2.1. L’activité antibactérienne et antifongique

Aprés incubation de 24h a 37°C, les boites pétries ont été récupérées afin de mesurer
les diamétres des zones d’inhibition des extraits (CHCls CHCIl3/MeOH, et MeOH) et
d’HE sur les cing souches bactériennes testées. Et aprés incubation de 48h-72h heures a
25°C, les boites pétries ont été récupérées afin de mesurer les diamétres des zones
d’inhibition des extraits sur les deux champignons testés. Les résultats obtenus sont indiqués
dans le tableau (111.7) et le tableau (111.8).

Tableau I11.7 Résultats de I’antibiogramme des extraits d’A. herba-alba

Les extraits | E.-CHCIs E.CHCI,/MeOH E.MeOH Témoin + | Témoin -

Les souches D S D S D S D S D S

M E. coli 15 + 12 + 11 + 24 ++ / -
H| S.enterica 9 + 9 + 11 |+ 24 ++ / -
P.aeuruginosa 10 + 10 + 12 + 20 ++ / -
S.aureus 14 + 12 + 10 + 26 ++ / -
B.cereus 12 + 11 + 9 + 22 ++ / -

G C.albicans 13 + 11 + 14 + 13 + / -
g A.niger 11 |+ 9 + 13 |+ 20 ++ / -
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Tableau 111.8. Résultats de I’antibiogramme d’HE d’A. herba-alba

HE dilué Eapur E2 Es E4 Témoin (+) | Temoin (-)
100% 50% 25% 12.5%

Les souches D |S| D S D | S| D S D S D S
MH | E. coli 12 | +]| 9 + 10 | + | 11 + 24 ++ / -
S.enterica 13 |+ 9 + 9 + | 12 | + 24 ++ / -
P.aeuruginosa | 15 | +| 13 | + 9 |+ |12 | + 20 ++ / -
S.aureus 13 |+ 12 | + 9 + 8 + 26 ++ / -
B.cereus 13 |+ 12 | + 9 + | 14 | + 22 ++ / -

GDS | C.albicans 7 |- 12 + 9 + | 14 + 13 + / -
A.niger 9 |+ 17 | ++ |13 | + | 12 | + 20 ++ / -

DMSO : Contrdle négatif ; C : concentration ; D : diamétre de la zone d’inhibition ;
S : Sensibilité ; - : Résistante ; + : Sensible ; ++ : Trés Sensible.

Les résultats de I’activité antibactérienne dans le tableau (I11.7) et le tableau (111.8) montrent
que les réponses sont trés variables en fonction de la souche testée, du type d’extrait plus
d’HE et de la concentration utilisée. Le diamétre de la zone d’inhibition exprimé en
millimétre [9], est mesuré a I’aide d’une régle ou d’un pied a coulisse pour les différentes
concentrations des trois extraits et HE autour des disques. On définit la sensibilité d’un germe
comme étant nulle pour un diameétre inférieur ou égal a 8 mm, la sensibilité est limitée pour
un diameétre compris entre 8 et 14 mm. Elle est moyenne pour un diametre entre 14 et 20 mm.

Pour un diamétre supérieur ou égal a 20 le germe est trés sensible [9].

> L’extrait chloroforme montre une bonne activité antibactérienne contre E. coli et
S.aureus avec un diameétre d’inhibition de 15 mm, 14 mm et une activité moyenne avec le
reste des souches bactériennes et les champignons.

> L’extrait Chlorométhanolique ayant une activité antibactérienne modéré contre les
cing souches bactériennes et les champignons avec un diameétre d’inhibition de 12, 9, 10, 12,
11, 11et 9 mm respectivement selon le tableau (I11.7).

> L’extrait méthanolique a montré une bonne activité antibactérienne contre C.albicans
et A.niger avec des diamétres d’inhibition de 14 mm et 13 mm respectivement. Le méme
extrait montre une réponse moyenne contre les cing souches bactériennes avec des diametres
d’inhibition de 11, 11 12, 10, 9 mm respectivement selon le tableau (111.7).

> Et pour I’HE pur selon le tableau I11.8on observe qu’El donne une bonne activité
antibactérienne sur P.aeuruginosa avec un diamétre d’inhibition del5 mm, elle ne donne
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aucune activité sur le champignon C.albicans mais elle donne une activité modérée avec le
reste des souches.

e Pour la dilution 50% (E2), elle donne une bonne activité antibactérienne sur le
champignon A.niger avec un diamétre d’inhibition de 17 mm et une activit¢ modérée sur le
reste des souches.

e Pour ladilution 25%, (E3), elle donne une activite antibactérienne moderée avec tous
les champignons et les souches.

e Pour la dilution 12.5% (E4,, elle donne une bonne activité antibactérienne sur B.cereus
et C.albicans avec le méme diameétre d’inhibition 14 mm, et elle donne pour le reste une
activité antibactérienne modérée.

En ce qui concerne I’antibiotique qui a fait ’objet de notre étude GentamicinelO il a
donné des bonnes résultats sur la majorité des souches étudiées et particulierement sur
la souche avec S.aureus avec une zone d’inhibition de 26 mm Gram (+), et pour
I’antibiotique des champignons Econazole, il donne de bons résultats sur A.niger avec un
diamétre d’inhibition de 20 mm le tableau (111.9) et le tableau (111.10).

Tableau I11.9. Les résultats de 1’activité antifongique

Les Les extraits L’HE Témoin
champignons

C.albicans

A.niger

46



Tableau 111.10. Les résultats de 1’activité antibactérienne

Bactéries Les extraits L°’HE Témoin

E. coli

S.enterica

P.aeuruginosa

S.aureus

B.cereus

D’aprés les résultats mentionnés dans les tableaux (111.7) et (111.8) précédents, on peut tirer les
points suivants:

47



v/ Les champignons C.albicans, A.niger sont sensibles a une concentration de 100 pg/ml
pour I’extrait méthanol donc il ya une activité antifongique, et les souches E. coli et S.aureus

sont sensibles a la méme concentration pour 1’extrait chloroformique, il ya une activité
antimicrobienne.

v/ Pour I’extrait Chlorométhanolique toutes les souches et les champignons donnent une
sensibilité moyenne a une concentration de 100 pg/mi.

v’ Pour les résultats d’huile essentielle, P.aeuruginosa est sensible et C.albicans est résistante
a une concentration1500 pg/ml pour I’huile pure, il ya une activité antimicrobienne.

v A.niger est sensible a une concentration 750 pg/ml pour la dilution de 50%, il ya une
activité antifongique.

v Toutes les souches et les champignons donnent une sensibilité moyenne a une

concentration de 375 pg /ml pour la dilution de 25%, donc il y a une activité antimicrobienne
et antifongique moyenne.

v B.cereus et C.albicans sont sensibles a une concentration 187,5 pug/ml pour la dilution de
12,5% donc il ya une activité antimicrobienne et antifongique.
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Conclusion et prescriptives

Dans ce mémoire, I'étude quantitative et qualitative de la plante A.herba alba, une flore
algérienne. Cette plante fait partie de la famille Asteraceae, qui est célebre pour sa richesse en
composes phénoliques tels que les flavonoides qui possédent plusieurs activités biologiques.
Deux parties expérimentales distinctes composent notre étude sur la plante médicinale
A.herba alba : 1’étude phytochimique et biologique.

L’extraction del” HE d’A.herba alba a été effectuée par hydrodistillation, on utilise
I’appareil de « Clevenger », et elle a mené un rendement égal & 0.86%.

L’extraction de la plante d’A.herba alba séche par la macération a froid a partir de
trois extraits (CHCIl;, MeOH, et CHCIs/MeOH) qui donne des rendements
correspondants a la polarité des solvants utilisés ou on remarque un bon rendement
(39.23%) pour I’extrait Chlorométhanolique, et le reste d’extraits a donné des
rendements acceptables égale a (11.69 %) et ( 8%) successivement.

Le screening phytochimique réalisé sur les déférents extraits a montré la présence des
flavonoides, des tanins galliques, des quinones, des triterpenes, des saponines et des
terpénes et des stérols et des anthraquinones ainsi que I’absence totale des tannins
catéchique des coumarines et des alcaloides.

La quantification des polyphénols totaux et des flavonoides dans les trois extraits,
indique que I’extrait Chlorométhanolique et chloroformique de la plante étudiée sont
les plus riches en composés phénoliques, alors que les teneurs en flavonoides, 1’ extrait
Chlorométhanolique révélé la teneur plus élevée par rapport a 1’extrait méthanolique et
chloroformique.

Pour I’activité antioxydante de différents extraits et de I’'HE a été évaluée par la
méthode du : test de réduction du radical libre DPPH. Les résultats ont montré que
pour le test de réduction du radical libre DPPH, l'activité anti radicalaire est élevée
dans ’extrait plus polaire , par contre elle est faible pour les deux autres extraits .En
effet, la capacité antioxydante la plus élevée a été observée dans I’HE d’A.herba alba
apreés I’extraits plus polaires de Chlorométhanolique avec 1I’extrait méthanolique
qu’ils sont trés proche, par contre I’activité d’ extraits chloroformique est trop loin .
Pour I’activité antimicrobienne, pour les extraits il est observé une bonne activité
antifongique pour I'extrait méthanol et une bonne activité antibactérienne pour I'extrait
chloroformique, et pour [I'extrait Chlorométhanolique on note une activité
antibactérienne et antifongiqgue moyenne. Pour notre HE, dans le cas d'HE pure
(1500yg/ml) on observe une trés bonne activité antibactérienne, dans une
concentration de 750 pg/ml il y une activité antifongique, il ya une activité
antibactérienne et antifongiqgue moyenne a une concentration de 375 pg/ml et une
activité antifongique et antibactérienne dans une concentration de 87,5ug/ml.

Il est possible de considérer plusieurs projets dans le cadre des travaux déja terminés.

>

Recherches supplémentaires sur la plante pour déterminer sa toxicité, ses effets
indésirables, etc.
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Des tests biologiques supplémentaires seront nécessaires pour confirmer les activités
nouvelles et utiles de cette plante.

Faire des études précliniques in vivo pour confirmer les résultats in vitro.

La purification, la caractérisation structurelle et la détermination de I'effet bioactif des
composes isolés sont nécessaires car nous traitons un extrait plutdt qu'un composé pur.
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