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Résumé :

Artemisia herba alba est une plante médicinal appartenant a la famille des Astéracée ,
cette espece connue sous le nom de « Chih » est trés répondue dans les régions semi arides et

arides de I’ Algérie.

Les extraits organiques de I’armoise herbe blanche ont été obtenus par infusion dans I’eau

bouillante pour I’extrait aqueux et par macération dans 1’éthanol pour I’extrait alcoolique .

Le screening phytochimique de notre plante a montré que 1’extrait organique d’armoise
blanche est riche en polyphénols (flavonoides et tannins) et les terpeénes ; ces substances ont une
grande valeur thérapeutique , les flavonoides ont été évalués en utilisant la méthode de
trichlorure d’aluminium AICl; , leur teneur est de 0,264971 g E.Q/g de poudre dans 1’extrait

aqueux d’Artemisia herba alba .

L’activité anti-oxydante a été évaluée en utilisant la méthode de réduction de radical libre

DPPH. qui est estimée a 75,36% ; le teste ICsg a été estimé a 0,35 mg/ml , cette valeur est proche

de celle de I’acide ascorbique(ICsp = 0,28 mg/ml) de ce fait notre plante présente une bonne

activité anti-oxydante .

Le traitement de 1’cedéme de la patte gauche des souris par ’extrait aqueux a 200mg/ml a
réduit I’inflammation , cela induit une diminution hautement significative (P < 0,01) par

conséquent 1’activité anti-inflammatoire de cet extrait est comparable a celle de Diclofénac.

L’extrait aqueux a 200mg/ml réduit les spasmes a 89,58 % qui se traduit par une bonne

activité spasmolytique .

L’activité antibactérienne a été déterminée sur 15 souches de bactéries Gram ~ et Gram
selon la méthode de diffusion de disque , le diametre d’inhibition manifesté par I’extrait
¢thanolique sur 04 souches de bactéries Gram : Escherichia.coli , Klebsiella pneumoniae ,
Acinétobacter spp et Enterococcus sp , estde 15 a 23 mm comparé aux autres souches restantes
qui est de 10 a 13 mm , ce qui déduit que ces 04 souches Gram sont sensibles a I’extrait

éthanolique d’Artemisia herba alba .

Mots clés : Artemisia herba alba, Extraits, screening phytochimique, Flavonoides, DPPH.



Abstract :

Artemisia herba alba 1is a medicinal plant belonging to the Asteraceae family, this

species known as « Chih » is very widespread in semi arid and arid regions of Algeria .

The organic extracts of wormwood white grass were obtained by infusion in boiling

water and the aqueous extract by maceration in ethanol for the alcoholic extract.

The phytochemical screening of our plant showed that the organic extract of sagebrush is
rich in polyphenols (flavonoids and tannins) and terpenes; these substances have great
therapeutic value, flavonoids were evaluated using the method of aluminum trichloride AlCl;,

their content is 0.264971 g EQ / g of powder in the aqueous extract of Artemisia herba alba.

The antioxidant activity was evaluated using the method of reducing free radical DPPH
is estimated at 75.36%; testing the ICsy was estimated at 0.35 mg / ml, this value is close to that

of ascorbic acid (ICsp = 0.28 mg / ml) thus our plant exhibits good antioxidant activity.

Treatment of edema of the left leg of the mouse by the aqueous extract to 200mg/ml
reduced inflammation, it induces a highly significant (P <0.01), therefore, the anti-inflammatory

activity of this extract is comparable to that of Diclofenac.

The aqueous extract at 200mg/ml reduces spasms to 89.58% resulting in a good

spasmolytic activity.

The antibacterial activity was determined on 15 strains of Gram - and Gram + by disk
diffusion method, the diameter of inhibition shown by the ethanol extract on 04 strains of Gram-
negative bacteria: Escherichia. coli, Klebsiella pneumoniae , Enterococcus spp and Acinetobacter
sp, 1s 15 to 23 mm, compared to other strains which remaining is 10 to 13 mm, which infers that

these 04 strains Gram- are sensitive to ethanolic extract of Artemisia herba alba.

Key words: Artemisia herba alba, Extract, screening phytochimic, Flavonoids, DPPH.
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Glossaire

Termes médicaux

Abortive : Provoque ’avortement .

Activité cytostatique : c’est I’activité des substances ayant la propriété de bloquer la synthése, le fonctionnement ou la
multiplication cellulaires

Analgésique : Combat la douleur .

Astringent : Renforce les muqueuses et la peau , réduisant ainsi les secrétions et les saignements en d’autre terme qui resserre
les tissus vivants .

Anticholinergique : est une substance qui s'oppose a l'action de l'acétylcholine, une molécule jouant le role de médiateur
chimique et permettant la communication nerveuse entre deux neurones.

Anti-cedémateuse : qui s'oppose a la formation d'cedémes (gonflements).

Antipaludique : éviter ou soigner l'apparition de paludisme (appelé aussi la malaria).

Antiseptique : Détruit les micro-organismes responsables des infections .

Antispasmodique : Fait baisser la tension et soulage les spasmes musculaires .

Cholagogue : :Substance facilitant 1'évacuation de la bile (liquide participant a la digestion des graisses) stockée dans la vésicule
biliaire. Une substance cholagogue facilite donc la digestion.

Dépuratif : Agent désintoxiquant , purifiant .

Diurétique : Stimule la production d’urine .

Dysménorrhée : est une douleur qui précéde, accompagne ou suit la menstruation (les régles).

Emmeénagogue : Provoque les régles .

Expectorant : est un médicament qui facilite I'expectoration, c'est-a-dire le rejet des produits formés dans les voies respiratoires
(crachats).

Hépatoprotecteur : Protege le foie .

Hypotensive : relative a 'hypotension, tension artérielle inférieure a la normale .

Neurotoxique : Se dit de substances ayant une action toxique élective pour le systéme nerveux.

(Estrogéne : Hormone qui stimule le fonctionnement des organes génitaux chez la femme.

Purgatif : Laxatif trés puissant .

Sédatif : Modere I’activité nerveuse et agit contre la douleur et I’anxiété .

Stéroide : Substance chimique d’origine animale ou végétale ayant une puissante action hormonale .

Stomachique : Se dit d'un médicament qui favorise le fonctionnement normal de I'estomac.

Tonique : Fortifie ou stimule 1’activité de I’organisme .

Vasodilatation : Augmente le calibre des vaisseaux sanguins .

Vermifuge : Elimine et évacue les vers intestinaux .

Termes Botaniques

Biome : appelé aussi macroécosystéme, aire biotique, écozone ou écorégion (terme dont le sens est souvent confondu avec biote),
est un ensemble d'écosystémes caractéristique d'une aire biogéographique et nommé a partir de la végétation et des espéces
animales qui y prédominent et y sont adaptées.

Capitule : est un type d'inflorescence. Il s'agit de fleurs sans pédoncules regroupées sur un réceptacle, entourées de bractées.
pauciflore Qualifie une plante qui a peu de fleurs ou d’inflorescences.

Pennatipartite : Se dit d’une feuille dont les lobes sont en disposition pennée et dont les échancrures dépassent la moitié de la
demi-largeur de la feuille.

Pubescent : Se dit d'une plante ou d'une partie de plante portant des poils fins plus ou moins espacés.

Tomenteuse : Se dit en parlant des organes( tige, feuille, etc.) dont la surface offre un assemblage de poils longs, mous,

entrecroisés et crépus, analogues au coton, au duvet. Qui est recouvert de villosités.
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Introduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de centaines,
voir des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les métabolites secondaires. Ces
derniers sont par la suite accumulés dans différents organes et parfois dans des cellules
spécialisées de la plante. (De Pascual et al .,1984 ; Rauter et al ., 1989 ; Joao et al .,1998 ;
Akrout et al., 2001)

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde végétal
et particuliecrement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules naturelles
efficaces et dénuées de tout effet adverse. (De Pascual et al .,1984 ; Rauter et al ., 1989 ; Joao

et al .,1998 ; Akrout et al., 2001)

De nombreuses études ont mis en évidence la présence de métabolites secondaires doués
d'activités biologiques telles que les poly phénols, alcaloides, terpénes ...etc. L'Algérie possede
une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui constituent le couvert
végétal, se trouve le genre Artemisia, ce dernier est largement distribué surtout dans les régions
semi arides. (De Pascual et al .,1984 ; Rauter et al ., 1989 ; Joao et al .,1998 ; AKkrout et al.,
2001)

De nombreuses especes de ce genre sont utilisées en médecine traditionnelle parce
qu’elles renferment plusieurs molécules douées d’activités thérapeutiques, parmi les especes les
plus connues se trouve Artemisia herba-alba. Cette plante largement utilisée pour traiter les
troubles digestives, les ulceres, les brllures, la diarrhée,...etc. a constitué le sujet de plusieurs
études qui font déterminé leurs compositions chimiques (De Pascual et al .,1984 ; Rauter et al
. 1989 ; Joao et al .,1998 ; Akrout et al., 2001), ainsi que les propriétés biologiques (Memmi
et al ., 2007 ; Sefi et al., 2010 ; Akrout et al., 2011).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail dont le but principal est d’étudier les effets
biologiques et [D’activité¢ antibactérienne des différents extraits d’Artemisia herba-alba.lLa
majorité des recherches ont étudié¢ les huiles essentielles, alors que certaines d’entre elles ont

étudié les extraits organiques et aqueux .

Le présent travail a pour objectif de déterminer les molécules bioactives, comme il vise a
tester les activités biologiques des différents extraits aqueux : I’activité anti-oxydante , activité

anti-inflammatoire , activité spasmolytique et 1’activité antimicrobienne.

-l



Chapitre I Partie Bibliographique

I.1- Plante d’ Artemisia herba-alba

I.1.1- Introduction

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées: c’est I’'un des genres le plus
répandu et le plus étudié de cette famille; il contient un nombre variable d’espéces allant

jusqu’a 400 espéces (Mucciarelli and Maffei., 2002).

I1 a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que
les flavonoides, les acides cafféoylquinic, les coumarines, les huiles essentielles, les stérols et

les acétylénes (Kundan et Anupam., 2010).

Les espeéces qui appartiennent au genre Artemisia possedent des propriétés
thérapeutiques, elles sont non seulement utilisées dans la médicine traditionnelle, mais aussi

dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique (Mirjalili et a/ ., 2007).
1.1.2- Espece Artemisia herba-alba

Connue depuis des millénaires, 1'Artemisia herba-alba (armoise herbe blanche) a été
décrite par 1'historien grec Xénophon, des le début du IVe siecle av. J.-C., dans les steppes de
la Mésopotamie (Francis , 2001). Elle a été répertoriée en 1779 par le botaniste espagnol
Ignacio Jordan Claudio de Assoy del Rio (IPNI). C’est une plante essentiellement

fourragere, trés appréciée par le bétail comme paturage d’hiver.

Plusieurs noms sont attribuées a I'drtemisia herba-alba; thym des steppes , absinthe du
désert. En Afrique du Nord et au Moyen-Orient, on l'appelle, en communément, (z) ou
(Seonll =l selon les régions. Au Maroc occidental elle porte aussi le nom de (ps~all).
(MESSALI, 2011)

L'Artemisia herba-alba est bien connue depuis I'Antiquité. Elle est citée dans la Bible a
plusieurs reprises avec le nom hébreux la'anah. Le nom anglais Wormwood (attribué a toutes
les armoises) fait allusion a son pouvoir vermifuge bénéfique pour I'homme et le bétail.

(MESSAI, 2011)
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1.1.3- Description botanique

Plante de 30-60cm, tiges nombreuses, tomenteuses, feuilles courtes, généralement
pubescentes-argentées, pennatipartites, inflorescences en grappes laches, capitules pauciflores

(fig.1) (E1 Rhaffari , 2008)

Figure n°01 : Artemisia herba-alba(El Rhaffari .L , 2008)

(a gauche : souche puissante , en haut a droite :mini-capitules)
I.1.4- Systématique de la plante

Artemisia est le nom de genre des armoises, il provient de celui de la déesse grecque
de la chasse Artémis; herba-alba signifie herbe blanche .Selon la classification de APG III
(2009) , la plante d’Artémisia herba-alba est classée dans :
Reégne: Plantae
Sous régne: Tracheobionta
Embranchement: Spermatophyta (Angiospermae)
Sous embranchement: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous classe: Asteridae
Ordre: Asterales
Famille: Asteraceae
Sous famille: Asteroideae

Tribu: Anthemideae
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Sous Tribu: Artemisiinae
Genre: Artemisia
Espéce: Artemisia herba-alba Asso

Identité vernaculaire

Tamazight : Ifsi
Arabe : Chih
Frangais : Armoise blanche .

I.1.5- Origine et distribution

Les espéces , qui appartiennent au genre Artemisia , sont des arbustes aromatiques qui
poussent de facon spontanée dans plusieurs régions de 1’hémisphere nord de la terre, surtout
dans les zones semi arides et le bassin méditerranéen, et s’étendent jusqu’a 1’Himalaya
(Vernin et al.,1995), dans I’hémisphere sud elles sont trouvées en Afrique du sud, I’ Australie

et I’Amérique du sud, d’aprés Kyeong (2007).
I.1.6- Biotope et répartition

Plante peuplant les steppes argileuses, paturages rocailleux et terreux des plateaux et

des basses montagnes des régions séches.

Elle est rencontrée au Maroc Oriental, Rif Oriental , Moyen-Atlas, Haut-Atlas, Anti-
Atlas, Atlas Saharien, sous les bioclimats saharien et semi-arides a variantes chaudes et
fraiches et dans des étages de végétations du Thermo méditerranéen et Méso méditerranéen

(fig.2 et 3). (El Rhaffari , 2008)

Figure 2 : la plante dans son milieu naturel au début de stade de fleuraison. (original,2013)
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Figure 3 : la plante dans son milieu naturel a la fin de stade de fleuraison.

(original,2013)
1.1.7- Ecologie

L' Artemisia herba-alba existe dans des bioclimats allant du semi-aride jusqu'au
saharien (entre les isohy¢tes de 150 a 500 mm). Elle semble indifférente aux altitudes et peut
vivre dans des régions d'hiver chaud a frais. Par ailleurs, cette espéce est abondante dans le

centre sur des sols, a texture fine, assez bien drainées (marnes, marno-calcaires en pente).

Dans le sud, elle pousse sur des sols bruns steppiques de texture moyenne et en
extréme sud sur des sols sableux . L'armoise résiste a la sécheresse , supporte le gypse et des
niveaux de salinit¢ modérément ¢€levés.Dans un biome steppique type, les groupements d'
Artemisia herba-alba sont marqués par deux strates : une strate de ligneux bas (environ 40cm
du sol) et une autre constituée d'herbacées annuelles (hauteur moyenne de 20cm)(Nabli

,1989)
1.1.8- Vertus médicinales

L’infuse de I’armoise blanche est consommée comme vermifuge, emménagogue,
diurétique, stomachique, antiseptique intestinal, tonique, dépuratif, cholagogue,

antidiabétique. (El Rhaffari , 2008)
1.1.9- Toxicité

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

l'alpha-thuyone. Elle a des effets convulsivantes. (AOUADHI, 2010)
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1.1.10- Caractéristiques chimiques

L’armoise blanche de la région d’Errachidia (Maroc) est un chémotype a a-thuyone

(64 a 72%). Son huile essentielle est riche en camphene, 1,8-cineole, santalina-alcool (1%).

L’extrait solide de I’armoise renferme des flavonoides, des lactones sesquiterpeniques,
des B-caroténes, des protides (6 a 11%), des mati¢res grasses, des glucides . (El Rhaffari,

2008)
I.1.11- Pharmacopée traditionnelle

Depuis longtemps, 1’Artemisia herba-alba a ¢été reconnue par les populations
pastorales et nomades pour ses vertus purgatives. On 1’utilise notamment comme vermifuge

chez les ovins . ( Nabli, 1989 )

Friedman et coll. (1986), ont rapporté que I’infusion de 1'armoise est assez employée

par les bédouins du Néguev (Palestine) pour soulager les maux gastro-intestinaux .

En Irak également, I’armoise préparée avec le thé constitue 1'une des formes

d’automédication contre le DNID . ( Al-Wailins, 1986)

En Tunisie, une enquéte menée dans le milieu urbain a montré que 1’armoise est, entre
autres, essentiellement utilisée pour les maladies du tractus digestif et comme un traitement
antidiabétique . D’apres les cas interrogés elle donne un pourcentage d’amélioration élevé .

(Bouraoui N. etal ,2003)
I.2- Principe actif de la plante médicinale

La plante est le siége d’une intense activité métabolique aboutissant a la synthése de
principes actifs les plus divers. Ce processus métabolique est li¢ aux conditions mémes de vie
de la plante : la plante doit faire face a de multiples agressions de I’environnement dans lequel
elle vit : prédateurs, microorganismes pathogenes, etc. On congoit donc que la plante puisse
développer un métabolisme particulier lui permettant de synthétiser les substances les plus

diverses pour se défendre . (Kansole, 2009)

]
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I-2-1- Composés du métabolisme primaire

a/- Glucosides cardiaques : Présents dans de nombreuses plantes médicinales telles que le

Muguet (Convallaria majalis ) , les glucosides cardiaques comme la digitoxine

(P.ISERIN ,2001).

b/- Glucosides cyanogeénes : ces substances sont a base de cyanure(molécules liées a un sucre

et susceptibles de libérer HCN par hydrolyse) , un poison trés violent , elles ont un effet
sédatif et relaxant sur le coeur et les muscles . (P.ISERIN ,2001 )

Potentiellement toxiques, ils sont dotés d'un pouvoir antispasmodique et calmant.
Divers lauriers, des prunus et autres rosacées, le manioc, etc. sont des plantes riches en

hétérosides cyanogenes.(AOUADHI , 2010)
1.2.2- Composés du métabolisme secondaire

Chez les plantes, il existe un métabolisme secondaire, c’est une exclusivité du monde
végétal. Ces produits, a structure chimique souvent complexe, sont trés dispersés et tres

différents selon les especes (Cuendet , 1999).

Le métabolisme secondaire, désignant un métabolisme dont la distribution
taxonomique serait restreinte et dont la contribution au fonctionnement cellulaire ou au

développement des plantes serait insignifiante (Gravot, 2008).

Ils jouent un réle dans la défense contre les herbivores, et dans les relations entre les
plantes et leur environnement : plusieurs composés phénoliques participent a la filtration des

UV, les pigments floraux sont essentiels aux processus de pollinisation (Gravet., 2008).
1.2.3- Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont produits en tres faible quantité, il existe plus de 200
000 métabolites secondaires classés selon leur appartenance chimique en 1’occurrence, les
terpenes, les alcaloides, les composés acétyléniques, les cires, et les composés phénoliques

(Cuendet, 1999 ; Vermerris, 20006).

On distingue trois classes principales :
o Polyphénols ;
. Alcaloides ;

. Terpénoides.

<
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A/- Polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents chez toutes les plantes
vasculaires. (Lebham, 2005). IIs constituent un des groupes le plus nombreux et largement
distribu¢ des substances dans le royaume des végétaux avec plus de 8000 structures
phénoliques présents dans tous les organes de la plante. Ils résultent bio génétiquement de

deux voies synthétiques principales : la voie shikimate et acétate (Lugasi et al, 2003).

L'¢lément structural de base est un noyau benzoique auquel sont directement liés un ou
plusieurs groupes hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique

(éther,méthylique, ester, sucre...) (Bruneton, 1993).

Les composés phénoliques sont des molécules hydrosolubles présentes dans tous les
végétaux. Ils ont divers effets sur la physiologie végétale de part leurs actions antibactériennes
et anti-fongiques. Ils participent a la pigmentation des fleurs, des légumes et de quelques
fruits (raisins, agrumes, etc...). Certains d’entre eux sont responsables d’amertume et

d’astringence (Adrian et Frangne, 1991 ; Milane, 2004).

Les fonctions principales attribuées a ces composés chez les végétaux sont la
protection contre les pathogénes et les herbivores ainsi que la limitation des dommages dus
aux radiations UV. Dans ce cas, ils agissent par effet d'écran et par effet antioxydant
(Lebham, 2005).

Les composés phénoliques sont composés par: acides phénoliques, flavonoides
simples et proanthocyanidines . Ils forment le groupe des composés phytochimiques le plus
important des plantes. (Beta et al, 2005). Ces substances sont dotées de certaines activités

(Tableau 1).

-l
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Tableau n° 01 : Activités biologiques des composés polyphénoliques (Bahorun, 1997)

POLYPHENOLS ACTIVITES

Acides Phénols

(cinnamiques et benzoiques)

Antibactériennes
Antifongiques

Antioxydantes

Coumarines

Protectrices vasculaires et

antioedémateuses

Tanins galliques et catéchiques

Antioxydantes

Flavonoides

Antitumorales
Anticarcinogénes
Anti-inflammatoires
Hypotenseurs et diurétiques

Antioxydantes

Anthocyanes

Protectrices capillaro-veineux

Proanthocyanidines

Effets stabilisants sur le collageéne
Antioxydantes

Antitumorales

Antifongiques

Anti-inflammatoires
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A.1- Acides phénoliques

IIs ne possédent pas de squelette flavane. Ils sont solubles dans I’éther. Ils peuvent étre
associés a la lignine, présents sous forme d’ester, ou bien localisés dans la partie de la feuille
insoluble dans 1’alcool (Barboni, 2006). Ils présentent des propriétés biologiques
intéressantes : antiinflammatoires, antiseptiques urinaire, antiradicalaires, cholagogues,

hépatoprotecteurs, cholérétiques, immunostimulants (Bruneton, 1999). On distingue :

* Les dérivés de ’acide benzoique (contitués d’un squelette a sept carbones).(Fig4, voir

annexe 1)

* Les dérivés d’esters hydroxycinnamiques (constitués d’une structure de type C6-C3).(Fig5 ,

voir annexe 1)(Barboni, 2006).
A.2- Coumarines

Les coumarines sont parmi les composes phénoliques les plus connus (Fig 6, voir
annexe 1). Elles sont substituées en C-7 par un hydroxyle. La 7-hydroxy coumarine, connue

sous le nom d’ombelliférone, est le précurseur des coumarines 6,7-di-et 6, 7,8-trihydroxylées.

Les coumarines, de différents types, se trouvent dans de nombreuses espeéces végétales
et possedent des propriétés tres diverses. Elles sont capables de prévenir la peroxydation des
lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles (Igor,

2002).

Les coumarines sont connues par leurs activités cytotoxiques, antivirales ,Immuno-
stimulantes , tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du coeur),
hypotensives ; elles sont également bénéfiques en cas d’affections cutanées (Gonzalez et

Estevez-Braun, 1997).
A.3- Tanins

Les tanins sont des polyphénols que 1'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 qui varient par leurs centres asymétriques, leur

degré d’oxydation (Fig 7, voir annexe 1).(Hemingway, 1992)

|
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Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au
cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour

conséquence de stopper la réaction en chaine de 1’auto oxydation des lipides (Cavin, 1999).
Les tanins sont divisés en deux groupes :

v" Les tanins condensés, formés de proanthocyanidines (sous forme d'oligoméres)

v Les tanins hydrolysables, esters des acides phénols et de glucose.
A.4- Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a
la famille des polyphénols (Seyoum et al, 2006), ils sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits
et parfois des feuilles. A 1’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme

d’hétérosides (Ghestem et al., 2001; Bruneton, 1999 ).

Du point de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de
molécules, en effet plus de 6400 structures ont été identifiées (Fig 8, voir annexe 1)

(Harborne et Wiliams., 2000).
A.5- Anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et Kuanos, bleu violet) terme général qui
regroupe les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés . Ces molécules faisant partie de la
famille des flavonoides et capables d'absorber la lumiére visible, ce sont des pigments qui

colorent les plantes en bleu, rouge, mauve, rose ou orange.

Leur présence dans les plantes est donc détectable a 1'eeil nu. A 1'origine de la couleur
des fleurs, des fruits et des bais rouges ou bleues, elles sont généralement localisées dans les
vacuoles des cellules épidermiques, qui sont de véritables poches remplis d'eau. On trouve
¢galement les anthocyanes dans les racines, tiges, feuilles et graines. En automne, les couleurs
caractéristiques des feuilles des arbres sont du aux anthocyanes et aux caroténes qui ne sont

plus masqués par la chlorophylle (fig 9, annexe 1)(Bassas et al, 2007).

5



Chapitre I Partie Bibliographique

B/- Alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés et faiblement basiques issus
principalement des végétaux (Fig 10, voir annexel). IIs présentent des réactions communes de
précipitation. Aprés extraction, ils sont détectés par des réactions générales de précipitation

fondées sur leur capacité de se combiner avec des métaux. (Kansole, 2009).

Les propriétés toxiques ou médicamenteuses des alcaloides font de ce groupe de
métabolites secondaires un intérét particulier. Au niveau du systéme nerveux central ils
agissent comme dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caféine,
strychnine,...). Au niveau du systéme nerveux autonome comme sympathomimétiques
(éphédrine), anticholinergiques (atropine). Certains jouent le role d’anesthésiques locaux

(cocaine), d’antipaludiques (quinine) (Kansole, 2009).
C/- Isoprénoides (Terpénoides)

Les isoprénoides sont des composés issus de la condensation d’unités de base a 5
carbones de type isopréne. On parle également de composés terpéniques ou terpenoides ,
I’unité monoterpéne correspondant & des molécules a 10 carbones formées a partir de deux

unités isoprenes (Fig 11, voir annexe 1).

De facon analogue a la famille des composés phénoliques, les isoprénoides regroupent
a la fois des molécules de faibles poids moléculaires, volatiles et composants principaux
d’huiles essentielles, et des molécules hautement polymérisées . Cette voie de biosynthése
donne naissance a de trés nombreux métabolites secondaires, mais participe également a la
synthése de composés comme le [P-caroténe, les chlorophylles, ’ubiquinone ou la
plastoquinone, qu’on ne positionne généralement pas dans le métabolisme secondaire

(Bruneton, 1999 ; Harbone, 1998).
1.2.4- Propriétés pharmacologiques des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont reconnus par leurs activités biologiques nombreuses
qui comprennent des activités antibactériennes, anticancéreuses, antifongiques,
analgésiques,anti-inflammatoires, diurétiques gastro-intestinales, antioxydantes....

(Harborne, 1998 ;Bruneton, 1999).

&
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Parmi les principaux métabolites secondaires, on peut citer les flavonoides qui sont
des composés qui posseédent de fortes propriétés anti-oxydantes (Rice-Evans, 1995). Ils sont
synthétisés par les plantes lors de 1’invasion microbienne (Dixon et al, 1983), il est par
conséquent logique, qu’ils agissent comme substances antimicrobiennes efficaces in vitro

contre les microorganismes (Cowan, 1999 ; Recio et al, 1989).

Les flavonones et les flavonols représentent environ 80% des flavonoides
connus. La principale activité attribuée a ces composés est une propriété¢ vitaminique P

veinoactive.

Ils diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et renforcent leur résistance.
Souvent anti-inflammatoires, ils peuvent étre antiallergiques, hépato-protecteurs,

antispasmodiques, diurétiques, antibactériens, antiviraux (Bruneton, 1999).

Les isoflavones sont des flavonoides dont leurs distribution est restreinte, ce sont des
phytoalexines (substances produites par la plante en réponse a une infection par un agent
pathogene ; champignon par exemple). Ce sont donc des produits de défense naturelle, de
puissants oestrogeénes, insecticides, antitumoraux, réducteurs des manifestations de la

ménopause (bouffée de chaleur) (Kansole, 2009).

Les flavones et les anthocyanes augmentent la réponse a la lumiére visible de forte
intensité. Ils sont probablement synthétisés par les végétaux dans le but d’atténuer I’intensité
de la lumiere qui atteint les cellules photosynthétiques. Ce sont néanmoins les radiations UV

qui induisent la synthese des flavonoides (Lois, 1994).

Les anthocyanes ont des propriétés pharmacologiques trés proches de celle des
flavonoides vu leurs structures trés semblable. L’effet antioxydant des anthocyanes est
expliqué en partie par piégeage des radicaux libres et la chélation des métaux. Les
anthocyanes inhibent les enzymes protéolytiques de dégradation du collagene (élastase,
collagénase), ce qui explique leurs propriétés vasoprotectrices et anti-oedémateuse. Il s’agit,

en outre, de composés veino-actifs doués d’une propriété vitaminique P (Bruneton, 1999).

Les acides phénols sont des dérivés de 1’acide benzoique et de I’acide cinnamique. Ils
sont anti-inflammatoires , antiseptiques urinaire, anti-radicalaires, cholagogues

,hépatoprotecteurs , cholérétiques, immunostimulants (Bruneton, 1999).

|
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Les coumarines connues pour ses propriétés anti-oedémateuses, a fait I’objet d’études
cliniques chez les patients atteints de cancers avancés car elle est rapidement métabolisée au
niveau du foie en 7-hydroxycoumarine (Fujioka et al, 1999). Il n’est pas exclu que les
propriétés anti inflammatoires et analgésiques attribués au fréne soient dues aux coumarines
(Chen et al,1995 ; Garcia-Agaezet al, 2000). L’action commune des coumarines de
différente origine est celle contre les différents types de troubles gastriques (Resch et al,

1998), antivirale (Yoshikawaet al, 1994) antimicrobienne (Kayser et Kolodziej, 1997).

Les tanins sont des substances d'origine organique que 1'on trouve dans pratiquement
tous les végétaux, et dans toutes leurs parties (écorces, racines, feuilles, etc.), caractérisées par
leur astringence. Ils ont la propriété de précipiter les protéines (fongiques ou virales) et les
métaux lourds. Ils favorisent la régénération des tissus et la régulation de la circulation

veineuse, tonifient la peau dans le cas des rides (Kansole, 2009).

Les effets thérapeutiques des alcaloides sont nombreux et peuvent étre aussi des
poisons mortels. Au niveau du systéme nerveux central ils agissent comme dépresseurs
(morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caféine, strychnine,...). Au niveau du
systétme nerveux autonome comme sympathomimétiques (éphédrine), anticholinergiques
(atropine). Certains jouent le role d’anesthésiques locaux (cocaine), d’antipaludiques

(quinine) (Kansole, 2009).

Les corps terpéniques (le terpéne se trouve dans le menthol, le camphre etc....) eux
méme forment la base des stéroides qu’on retrouve dans de nombreuses vitamines. Ils sont
connus par leurs activités cytostatiques, insecticides, anti-inflammatoires, molluscicides et

analgésiques (Bruneton, 1999).
1.3- Effets biologiques D’ Artemisia herba-alba

En plus de leurs utilisations traditionnelles , Artemisia harba-alba possede de

nombreuses propriétés biologiques on cite les plus importantes :
1.3.1- Activité antioxydante
1.3.1.1- Définition le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des
especes réactives de I’oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages

oxydatifs (Boyd et al., 2003).

5
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1.3.1.2- Radicaux libres

Un radical libre est définies comme toute molécule possédant un ou plusieurs €lectrons
non appariés (Jacques et André., 2004), cette molécule est tres instable et réagie 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 ¢lectron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre

(Martinez-Cayuela, 1995).
1.3.1.3- Les espeéces réactives de I’oxygeéne

Parmi les especes radicalaires les plus intéressantes se trouvent les especes réactives
de Ioxygeéne (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygéne, par
addition d’un électron. les principales espéces réactives de 1’oxygéne sont: le radical
superoxyde (O2*-), le radical hydroxyle (*OH), le monoxyde d’azote (NO*), et aussi certains
dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde
d’hydrogene (H,O;) et le peroxynitrite (ONOO-) .( Jacques et André., 2004 ;
Gutteridge,1993).

A/- Radical superoxyde_

L’origine principale du radical superoxyde est sans conteste la chalne respiratoire
mitochondriale. En effet, ce systéme permet la production du radical superoxyde par
I’addition d’un ¢électron a [’oxygeéne moléculaire, cette réaction est catalysée par le

cytochrome oxydase mitochondrial:
cytochrome oxydase

O, +¢ » O

»

Le radical superoxyde peut également se former lors de la phagocytose grace a la

NADPH oxydase présente dans la membrane plasmique des phagocytes :
NADPH oxydase

2 O, + NADPH 20, +NADP' + H'

v

Une autre source possible est la xanthine oxydase. Cette enzyme catalyse 1’oxydation

de la xanthine en acide urique.
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Xanthine oxydase

Xanthine + 2 O, + H,0 » Acide urique +2 O, "+2 H"

Le radical superoxyde est peu réactif, mais il entre comme agent oxydant dans la

majorité des réactions (Marfak, 2003 ; Antwerpen, 2006).
B/ - Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (OH) est une espece radicalaire hautement réactive. Il est
principalement formé lors de réactions d’ions métalliques avec le peroxyde d’hydrogene, ces

réactions sont décrites sous le nom de réactions de Fenton:

M* +H,0, » M®D*" LOH +OH

Le fer peut également catalyser la transformation de I’anion superoxyde en présence
de peroxyde d’hydrogeéne avec production de radical hydroxyle selon la réaction dite Haber-
Weiss. Cette réaction est relativement lente et moins courante que la précédente dans les

tissus vivants (Jacques et André., 2004).

Fe

0> + H,0, » O+ OH' + OH™ (Réaction de Haber-Weiss).

C/- Peroxyde d’hydrogéne

Il se forme par une réaction de dismutation du radical superoxyde, catalysée par la

superoxyde dismutase (SOD).

20, +2H' » H0,+0,

>

Le peroxyde d’hydrogeéne est moins réactif que I’anion superoxyde , mais il possede

une capacité de diffusion importante (Jacques et André., 2004).
1.3.1.4- Conséquences moléculaires du stress oxydatif_

La production excessive des radicaux libres provoque des lésions directes de

molécules biologiques :
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- oxydation de I’ADN,

- oxydation des protéines,
- oxydation de lipides ,

- oxydation des glucides,

mais aussi des Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites

libérés notamment lors de I'oxydation des lipides (Favier, 2003).
1.3.1.5- Antioxydants

Les antioxydants sont I'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les especes réactives de l'oxygene. Ils
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces especes, en les piégeant pour former un

compos¢ stable, en séquestrant le fer libre ou en générant du glutathion (Favier, 2003).

On distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour

détoxifier la cellule:
A/- Antioxydants endogénes

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué¢ principalement de
trois enzymes: la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx)

(Avissar et al.,1989) et aussi les chélateurs de métaux ( Jacques et André , 2004) .

Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogeéne, conduisant finalement a la formation d’eau et

d’oxygeéne moléculaire (Marfak, 2003).
B/-Antioxydants exogenes_

De nombreuses molécules issues de notre alimentation : vitamines, nutriments,
composés naturels,...etc. sont considérés comme des antioxydants. Notons a titre d’exemples,

les plus courants:

-
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> Vitamines

- La vitamine E ou a-tocophérol : est un antioxydant liposoluble, elle se localise entre les
chaines d'acides gras des phospholipides qui constituent les membranes et les lipoprotéines.

(Gardes-Albert et al., 2003).

- La vitamine C ou acide ascorbique : est une vitamine hydrosoluble. L'ascorbate est un
trés bon capteur de radicaux libres oxygénés puisqu'il réagit non seulement avec les radicaux
hydroxyles - OH, mais aussi avec les radicaux superoxydes O, ~ . (Gardés-Albert et

al.,2003).
» Antioxydants d’origine végétale

Les caroténoides et les polyphénols constituent de vastes familles de composés (plusieurs
centaines) parmi lesquels se trouvent le B-caroténe, l'acide caféique et la quercétine. Les
caroténoides et les polyphénols sont généralement de bons capteurs de radicaux hydroxyles -
OH et peroxyles RO, -. IIs sont donc susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation -
lipidique, mais d'une mani¢re moins efficace que celle de l'a-tocophérol. En outre, les
caroténoides ont un role spécifique de capteur d'oxygene singlet 10, , ce qui leur permet
d'exercer une protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de la

lumiére solaire (Gardés-Albert et al., 2003).
» Oligo-éléments

Le cuivre, le zinc, le manganése, le sélénium et le fer sont des métaux essentiels dans
la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes antioxydantes requicrent un cofacteur
pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale a besoin de mangane¢se,
la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la glutathion peroxydase GPx de

s¢lénium (Garait, 2006).
» Glutathion

Le glutathion joue un rdle majeur dans la protection des lipides, des protéines et des
acides nucléiques contre I’oxydation. (Stamler et Slivka, 1996). En situation de stress
oxydant, son rdle protecteur et détoxifiant résulte principalement de sa fonction de coenzymes
des GSHPX. Il fait aussi 1’objet d’interactions synergiques avec d’autres composants
dsystéme de protection antioxydante tels que la vitamine C ou la vitamine E. (Gerard-

Monnier et Chaudiere, 1996).

|
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1.3.1.6- Maladies liées au stress oxydatif

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en surexprimant certains
genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies: cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme
pulmonaire, vieillissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales,

rhumatisme,l’athérosclérose, le diabéte (Atawodi, 2005 ; Georgetti et al., 2003).
1.3.2- Effet anti inflammatoire
1.3.2.1-Inflammation

La réponse inflammatoire est une réponse adaptative engendrée en réponse a des
stimuli nocifs telle qu'une infection ou une agression tissulaire. Elle nécessite une régulation
fine, généralement bénéfique, elle conduit a 1I’¢limination d’éventuels pathogenes et au retour
a I’homéostasie du tissu 1ésé. Mal contrdlée, I’inflammation peut s’étendre au reste de
I’organisme via la circulation sanguine. Elle peut alors conduire a des dommages tissulaires
irréversibles locaux ou généralisés, parfois a un choc septique entrainant dans les cas les plus

graves le décés (Nathan, 2002; Barton, 2008).

La réponse inflammatoire se déroule en quatre étapes : la reconnaissance des signaux
de danger, le recrutement de cellules sur le site d’infection, 1’élimination du pathogéne et la
résolution de I’inflammation conduisant a un retour a I’homéostasie et a la cicatrisation du
tissu 1ésé (Barton, 2008). En absence d’une résolution, s’installe une inflammation

chronique.
A/- Inflammation aigue

Il s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours
a quelques semaines), d'installation souvent brutale et caractérisée par des phénomenes
vasculoexsudatifs intenses. Les inflammations aigués guérissent spontanément ou avec un
traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante

(Charles et al., 2010).
B/- Inflammation chronique

Morphologiquement, l'inflammation chronique est définie par la présence de

lymphocytes, macrophages, et plasmocytes dans les tissus. Dans de nombreux cas, la réponse

|
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inflammatoire chronique peut persister pendant de longues périodes (plusieurs mois ou

années). (Charles et al., 2010)
I.3.2.2- Anti-inflammatoires
A/- Anti-inflammatoire non stéroidiens

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, anti-pyrétique

et antalgiques. Actuellement, il y a plus de 50 différents AINS sont sur le marché¢ mondial.

Le mécanisme d’action des AINS a été précisé par les travaux de Vane en 1971, il
repose en grande partie sur I’inhibition compétitive, réversible ou non, de la cyclo oxygénase,

enzyme qui permet la production de prostaglandine a partir de I’acide arachidonique (Fig 12).

Phospbiodipides membranadne s

Hydroperaxydes t mAcile arachidonigue ———
11
* Feactions coralvsees
b 1% cyclmagy plnases

Lencodniénes PGG2
* {'}
PH2 Fa—— AINS

Frastnglandines

PG PGEL PGF Prostacycline P2 Threnehoanm: AZ

Figure 12: Mécanisme d’action des AINS (Nicolas, 2001).

B/- Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) constituent une vaste famille de
médicaments dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien. Les glucocorticoides
sont des substances dérivées du cholestérol, dont la production est stimulée par I’ACTH

libérée selon un cycle nycthéméral par le lobe antérieur de I’hypophyse. (Barnes, 1998).

&
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C/- Anti-inflammatoires d’origine végétale

Le nombre de composés phyto chimiques, trouvé dans le régne végétal est tres vaste,
et leur spectre d'activité est tout aussi grand. Certains de ces composés phyto chimiques ont
des propriétés anti inflammatoire. Beaucoup sont présumés agir en bloquant les voies de la

cyclo-oxygénase et la lipo-oxygénase ainsi que par d'autres mécanismes. (Barnes, 1998).
1.3.3- Effet hypoglycémique

Alshamaony et al (1994) , ont rapporté I’effet hypoglycémique de I’ Artemisia herba-
alba , dans cette étude ’alimentation des rats et des lapins diabétiques avec 0,39 g/kg de poids
corporel de ’extrait aqueux des parties aériennes de la plante pendant 2-4 semaines a montré
une réduction significative de niveau de glucose dans le sang , empéche 1’¢lévation du niveau
glycolyse d’hémoglobine et posséde un effet de hypoliposis , en plus de la protection contre la

perte de poids corporel d’animaux diabétiques .
1.3.4- Activité antibactérienne

1.3.4.1- Entérobactéries

A/- Généralités

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes,
car ils ne possedent pas de membrane nucléaire. Ce caractére les distingue des autres
organismes unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues,
protozoaires).elles sont divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries
primitives (Archaea). Toutes les bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux

Bacteria.

Les bactéries ont généralement un diametre inférieur & 1um. On peut les voir au
microscope optique, a I’état frais ou apres coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci),
en batonnet (bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirochétes). Les détails de leur

structure ne sont visibles qu’en microscopie €lectronique. (Nauciel et Vildé., 2005).

La famille des Enterobacteriaceae est constituée de genres bactériens qui sont
rassemblés en raison de leurs caractéres bactériologiques communs. (Avril et al ; 1992)Le
nom d’entérobactérie avait ét¢ donné a cette famille parce que beaucoup des membres qui la

composent sont des hdtes du tube digestif mais cette localisation n’est pas exclusive chez
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I’homme et les animaux. On en isole du sol et des végétaux qui sont méme le gite habituel de

certaines espéces. (Leminor. ; 1989)

Ce sont des bacilles a gram négatif dont la plus part sont mobiles grace a des flagelles
disposés de maniere péritriches, ils cultivent facilement en milieu usuel et sont aéro-
anaérobies facultatifs comme toutes les bactéries a gram négatif, ils possedent au niveau de
leur paroi lipopolysaccarédique qui porte sur sa partie polysaccharidique des antigeénes
appelées O. les flagelles portent des antigénes appelées H. certaines espéces possedent aussi
des antigénes capsulaires de nature polysaccharidique (antigéne K), tous ces antigénes ont de

structure trés variable. (Nauciel ; 2000)

Plusieurs processus métaboliques caractérisent cette famille bactérienne, il s’agit
notamment de la capacité de réduire les nitrates en nitrites(en vue de générer de I’énergie), de

fermenter le glucose, de ne pas avoir le cytochrome oxydase. (Mirabaud ; 2003).

Les entérobactéries sont responsables de deux grands types de manifestations
pathologiques : pathologie spécifique telle la typhoide avec Salmonella typhi ou d’une
pathologie opportuniste notamment dans le cadre des infections nosocomiales (Denis et al ;

2007)

B/- Différents types d’entérobactéries :

e Escherichia coli :
C’est I’espéce dominante de la flore aérobie du tube digestif. Escherichia coli ou

colibacille est habituellement une bactérie commensale (Nauciel ; 2000).

Escherichia coli est impliquée dans de nombreuses infections a point de départ digestif
ou urinaire, suppurations localisées ou septicémies, il peut s’agir d’infections communautaires

ou nosocomiales (Nauciel ; 2000)

o Klebsiella :

Les Klebsiella sont des bacilles a gram négatif, toujours immobiles, de dimensions
comparables a celles de Escherichia coli trés souvent encapsulés (Leminor ; 1989) .
Klebscilla pneumonie, de loin la plus souvent rencontrée et Klebscilla oxytoca sont isolées
principalement de broncho-pneumopathies aigiies ou subaigiies, mais aussi d’infections

urinaires, hépatobiliaires ou de pus divers. (Avril et al ; 1992).
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e  FEnterobacter :

Les Entérobacter sont des commensaux du tube digestif de I’homme et des animaux,
on les trouve dans les eaux, sur le sol, sur la peau et les muqueuses, ce sont des bactéries de

I’hospitalisme (Avril et al ; 1992)
L’espece type est Enterobacter cloacae, c’est aussi la plus souvent rencontré.

Ces bactéries pathogeénes opportunistes peuvent E&tre responsables de septicémies, de
méningites, d’infections urinaires, d’infections néonatales et de suppurations diverses (Avril

et al ; 1992)

e C(itrobacter :

Les Citrobacter sont des bactéries commensales du tube digestif de I’homme et des
animaux a sans chaud (Avril et al ; 1992) .Le pouvoir entéro-pathogene des Citrobacter est
nul sauf dans rare exceptions (infections urinaires, septicémies surinfection du tractus
respiratoire).

e Staphylococcus aureus :

Les especes Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diametre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupés en diplocoques ou en petits amas
(grappe de raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés, habituellement sans
capsule. De nombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent un pigment jaune doré
(Patrick et al., 1988). S. aureus représente est la cause de méningite, ostéomy¢élite et la

diarrhée (Steven et al., 2004).
e Streptococcus :

Ces bactéries poussent en chainettes de cocci analogues a des colliers de perles, elles
sont anaérobies, leur culture nécessite des milieux riches (gélose au sang). Les principaux
streptocoques pathogénes sont []-hémolytiques, le plus important chez ’homme, est le groupe
A. Les streptocoques de ce groupe sont responsables d’angines, et d’autre infections séveéres
.Ces infections peuvent étre a I’origine de complications importantes, telles que le rhumatisme

articulaire aigue. (Patrick et al, 1988).
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1.3.4.2- Mode d’action contre les bactéries
Il est trés probable que chacun des constituants des huiles essentielles et des extraits
des plantes ait son propre mécanisme d’action. Mais d’une manic¢re générale, leur action se

déroule comme suite :

o Action membranaire
v" La nature lipophile des huiles essentielles ainsi que leur composition en molécules
hydrocarbonées laissent présager une action au niveau de la membrane cellulaire des
microorganismes. en effet, les molécules lipophiles sont susceptibles de traverser les parois et
membranes cellulaires ; les hydrocarbures se logent préférentiellement dans les membranes
biologiques et en perturbent leurs fonctions vitales (Carson et al., 2006).
v' L’altération de la membrane cellulaire et notamment de sa perméabilité peut entrainer des
pertes anormales d’ions, voire de macromolécules. Il y a des études qui supposent que les
huiles essentielles ont une action au niveau de la membrane mitochondriale, elles provoquent
une diminution du potentiel membranaire affectant ensuite échanges de Ca®" et H" (d’ou une
modification de gradient de pH) (figure 12). (Bakkali et al., 2007)

e Modification du contenu cellulaire
v' L’acidification de I’intérieure de la cellule bloque la production de 1’énergie et la
synthése des composants de structure
v' La destruction du matériel génétique qui conduise a la mort de la bactérie (El-

kalamouni., 2010)

cytoplasmique :
métabolites et

wons.

paroi cellulaire
membrane

cytoplasmique
4 protéines membranaire

Figure 13 : Mode d’action des extraits contre les bactéries. (El-kalamouni., 2010)
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1.3.4.3 -Activités antibactériennes des poly-phénols

Les poly-phénols sont doués d'activités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement du a leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes hydroxyles
sur les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers les
microorganismes, avec 1’évidence que le taux d’hydroxylation est directement proportionnel
la toxicité (Cowan., 1999). Il a été aussi rapporté que plus les composés phénoliques sont

oxydés et plus ils sont inhibiteurs des microorganismes (Scalbert., 1991).

Les flavane-3-ols, les flavonols et les tannins ont re u plus d’attention du leur large
spectre et forte activité antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols, a leur capacité de
supprimer un nombre de facteurs de virulence microbienne telle que I’inhibition de la
formation de bio-films, la réduction de I’adhésion aux ligands de 1’hote et la neutralisation des
toxines bact riennes ainsi qu’ leur capacité d’établir une synergie avec certains antibiotiques
(Daglia., 2011). La quercétine et la naringénine sont rapportés étre des inhibiteurs de Bacillus
subtilis, Candida albicans, Escherichia coli, Staphylococcus nervous, Staphylococcus
epidermis et Saccharomyces cerevisiae (Sandhar et al., 2011). En outre, la morine-3-O-
lyxoside, morine-3-O-arabinoside et la quercétine-3-O-arabinoside posseédent une action
bactériostatique sur les bactéries pathogenes contaminant les denrées alimentaires y compris
Bacillus  stearothermophilus, Brochothrix thermosphacta, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas fluorescens, Salmonella enteric, Staphyloccus aureus et Vibrio
cholera. Les flavonones ayant un groupement de sucre ont aussi montré une activité
antimicrobienne, tandis que certaines flavonolignanes n’ont montre  aucune activité

inhibitrice envers les microorganismes (Sandhar et al., 2011).
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Notre stage pratique a duré 6 mois successifs. (Mois d’Avril —-Mois de Septembre). Il est

basé sur 1’é¢tude phytochimique et 1’évaluation de I’activité biologique d’Artemisia herba alba.

La station choisie pour cette étude est située au niveau de la région de Ain Safra (wilaya de
Tlemcen). Le choix de cette station a été basé sur des critéres écologiques (climat, sol, précipitation
et altitude), ces dernicéres ont une influence sur le développement de la plante et sur la qualité des

extraits de la plante.

L’évaluation de I’activité biologique des extraits d’Artemisia herba alba a été réalisée au

niveau de deux laboratoires différents :

» Activité anti-oxydante, anti-inflammatoire et antispasmodique au sein de la filiale
ANTIBIOTICAL de I’Entreprise de la Fabrication des Produits Pharmaceutiques SAIDAL
de Médéa.

» EtI’activité antibactérienne au niveau de laboratoire d’Hygiéne de Blida.
I1.1-Matériels utilisés
I1.1.1-Matériel non biologique

L’appareillage , la verrerie et accessoires , en plus des réactifs et produits chimiques divers

sont mentionnés en Annexe II
I1.1.2- Matériels biologiques
I1.1.2.1- Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est les parties aériennes d’Artemisia herba alba récoltées dans
la région de Ain Safra de la wilaya de Tlemcen . La récolte a été réalisée durant la période de

floraison (mois de Février).

Ces échantillons sont mis dans des sacs biens aérés , puis étalés sur du papier a I’ombre ,
a I’abri de ’humidité et a la température ambiante pendant 10 jours jusqu’a ce qu’ils deviennent

complétement secs .
I1.1.2.2- Animaux

Nous avons travaillé sur des souris (30) de race Albinos NMRI. (Naval Medical Research

Institute) élevées au niveau de 1’ Animalerie du complexe ANTIBIOTICAL, SAIDAL de Médéa.
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Au total, 30 souris de sexe male et femelle sont utilisées. 15 souris sont servies a 1’étude de
I’activité anti inflammatoire et 15 souris a 1’étude 1’activité antispasmodique. Le poids varie entre
17-24g.

I1.1.2.3- Bactéries

Les germes-cible utilisés appartiennent a différents groupes taxonomiques microbiens. Au
total, 15 souches bactériennes dont 13 Entérobactéries Gram-: Klebsielle pneumoniael, Proteus
mirabilisl, Escherichia coli, Proteus mirabilis2, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa,
Citrobacter freundii, Citrobacter diversus, Klebsiella pneumoniae2, Enterococcus sp, Salmonella
typhi, Enterobacter cloacae et Acinetobacter spp. Et 2 bactéries Gram+ : Staphylococcus aureus et

Streptococcus spp.

Toutes ces souches ont été conservées dans des milieux de conservation au niveau de
laboratoire d’hygie¢ne de Blida, et ont été isolées de différents prélévements. Certains de ces germes
ont été isolés des wurines (examen cytobactériologique des urines) (E.C.B.U) ou de
coprocultures(C.P.C). D’autres proviennent de pus d’abceés (P.A), des crachats (C.R) et des
sécrétions bronchiques (S.B). (Tableau 2)
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Tableau n°2 : Prélévement des germes cibles.

Nous avons confirmé I’identification de ces germes en utilisant la clé d'identification de
(Krieg et al., 1984 et Holt et al., 1994) pour la caractérisation des Bactéries. Les résultats sont

rapportés dans les tableaux 3 et 4(Annexe III).

Germes -cible Prélévement
Staphylococcus aureus C.R
Klebsiella pneumoniae S.B
Proteus morabilis P.A
Escherichia coli P.A
Proteus mirabilis E.C.B.U
Proteus vulgaris P.A
Pseudomonas aeruginosa P.A
Citrobacter freundii P.A
Citrobacter diversus E.C.B.U
Klebsiella pneumoniae E.C.B.U
Enterococcus sp E.C.B.U
Salmonella typhi C.P.C
Streptococcus spp C.r.C
Ebterobacter cloacae E.C.B.U
Acinétobacter spp E.C.B.U

I1.2- Méthode

I1.2.1- Préparation des extraits aqueux d’Artemisia herba alba_

L’extraction des substances bioactives contenues dans la partie aérienne de /’Artemisia

herba alba est réalisée par infusion dans I’eau distillée bouillon apres broyage de ces parties par le

mortier .
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Nous avons choisie des concentration de 05% , 10%et de 20% préparées successivement

de la maniére suivantes :

- 05g de poudre de la partie aérienne de la plante est additionné a 100 ml d’eau distillée bouillon.
- 10g de poudre de la partie aérienne de la plante est additionné a 100 ml d’eau distillée bouillon.

- 20g de poudre de la partie aérienne de la plante est additionné a 100 ml d’eau distillée bouillon.

Apres cette étape nous avons laissé ces solutions pendant 30 minutes pour infuser avec une
agitation ; puis centrifugé a 1000 tours / mn pendant 15 mn pour se débarrasser des débris des
plantes ; en suite , filtré sur papier filtre de type de Wattman 5 Les filtrats sont ensuite mis dans des

petits flacons en verre étiquetés (05% , 10% , 20%) .
I1.2.2- Préparation des extraits éthanolique d’Artemisia herba alba_

Dix grammes de poudre de la plante ont été mis a macérer dans 100 ml d’éthanol a 96°
pendant 72 h sous agitation. L’extrait a été filtré sur papier filtre de type wattman N=°3 et concentré
sous pression réduite a 50 °C, puis séché a poids constant. Le résidu d’extraction a été de 129,2 g.
Une solution de concentration égale a 6,46 g/ml a été préparée dans 20 ml de 1’éthanol 48° avec

I’extrait sec obtenu (Ali-Emmanuel N et al., 2002).
I1.3- Screening phytochimique
I1.3.1-But

Identification des substances bioactives contenues dans la partie aérienne d’A4.herba alba

basée sur les réactions colorimétriques et de précipitation par différents réactifs.

La mise en évidence des différentes classes des métabolites secondaires constituant une

plante nous permet d’avoir une bonne idée sur ses actions pharmacologiques.

Ces tests phytochimiques sont en relation avec I’intensité du précipité et de la turbidité ou de

la coloration et proportionnelle a la quantité de la substance recherchée .

Les résultats sont classés en : Réaction trés positive (+++), Réaction moyennement positive

(++), Réaction louche (+), Réaction négative (-).(Ponce et al., 2003).
I1.3.2- Glucosides

Mélanger 02 g de poudre de plante avec quelques gouttes d’acide sulfurique (H>SO.)

concentré a 96%, le mélange obtenu est de couleur rouge . (Gherib. 1988)
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11.3.3- Flavonoides

Mélanger 10 g de poudre de plante avec 150 ml d’acide chlorhydrique HCI concentré a 37

% dilué a 01% (annexes ?) pendant 24 heure .
Aprées 24 h de macération , le mélange est filtré puis on procede au test suivant :

- Prendre 10 ml du filtrat .

- Ajouter 05 ml d’hydroxyl ammoniaque (NH4OH) concentré a 30 % pour rendre le milieu basique .
- Observation d’un halo jaune . (Gherib. 1988)
I1.3.4- Coumarines

Me¢élanger 01 g de poudre de plante avec 05 ml d’ether , agiter puis filtrer : Le filtrat obtenu

est mis sous U.V (ultra-violet) a 365 nm . Observation d’une couleur bleu .

Mettre 01 ml d’extrait aqueux de 10% sous U.V a 365 nm : observation d’une couleur bleu .
Conclusion : présence de coumarines . (Gherib. 1988)

I1.3.5- Terpénes

Prendre 05 ml d’extrait aqueux de 10% mélangé a 05ml d’acide phosphomolybdique (
annexe ?) et 05 ml d’acide sulfurique (H,SO4) concentré a 96%. Le mélange obtenu est de couleur

bleu .(Gherib,1988)
I1.3.6- Tannins

Prendre 01 ml d’extrait aqueux de 10% mélangé a 01 ml d’eau distillée et de 2 a 5 gouttes

de solution de FeCl; (Annexes III) .
Le résultat est une coloration bleu — vert . (Gherib. 1988)
I1.3.7- Saponosides_

Les saponosides sont des hétérosides dont la génine stéroidique ou tri terpénique
(lipophile) est reliée a des résidus sucrées (polaires), en nombre parfois important , et dont certains

sont des acides uroniques.(Vigor et al , 2011)
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Prendre 02 ml d’extrait aqueux de 10 % , ajouter 02 ml d’une solution d’acétate de plomb
( 0.5 g d’acétate de Pb + 05 ml d’eau distillée ) ; il y aura un précipité¢ au fond du tube a essai .

(Gherib. 1988)
I1.3.8- Alcaloides

Mélanger 15 ml d’extrait aqueux de 10% avec 09 ml d’acide sulfurique concentré a 96%
(H2SO4) puis mettre dans 03 tubes a essai 08 ml du mélange précédant et on procéde aux opérations

suivantes :

- Tube n °01 : 08 ml du mélange + quelques gouttes de mercuri- iodure de potassium (réactif

VALSER-MAYER). (Annexe V)

- Tube n °02 : 08 ml du mélange + quelques gouttes de tétraiodo-bismuthate de potassium (réactif

DRAGENDORFF). (Annexe IV)

- Tube n °03: 08 ml du mélange + quelques gouttes d° AcOH iodo-ioduré ( réactif
BOUCHARDAT). (Annexe V)

Observation des précipités pour tube n°02 et n°03 et un trouble pour le 1* tube . (Gherib. 1988)

I1.3.9- Anthocyanine
Prendre 05 ml d’extrait aqueux de 10 % mélangé a 04 ml NH4OH concentré a 30% .
L’apparition d’une coloration rouge . (Gherib. 1988)

I1.4- Dosage des flavonoides_

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl;) (Huang et al., 2004) a été employée pour la

détermination de la teneur totale en flavonoides des extraits d’échantillon .

Un millilitre (1 ml) de la solution concentrée a 2,5mg/ml obtenue par dilution de la solution de
I’extrait aqueux a 10% (100mg/ml) a été ajouté a un volume égal d’une solution de 2% de AlCls;
6H,0O. Le mélange a été vigoureusement agité par un agitateur magnétique, apres 10 minutes

d’incubation, 1’absorbance est mesuré a 430 nm.

Une courbe d’étalonnage (y=a. x+b)(annexe V) établie par la quercitrine (0-350 pg/ml), réalisée
dans les mémes conditions opératoires que les échantillons, servira a la quantification des
flavonoides. La teneur en flavonoides est exprimée en gramme d’équivalent de quercétine par

gramme de poudre.
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I1.5- Activités biologiques

Les tests biologiques consistent & mettre en évidence les activités biologiques des extraits
d’Artémisia herba alba a savoir 1’activité anti-oxydante, anti-inflammatoire, antispasmodique, et

antibactérienne.

11.5.1- Effet anti-oxvdant

Pour évaluer D’activité anti-oxydante d’Artemisia harba alba , nous avons utilis¢ la
méthode de piégeage du radical libre DPPH .
Méthode de piégeage du radical libre DPPH :

Le pouvoir antioxydant de notre extrait aqueux a été testé par la méthode au DPPH ; ce
radical (fig n® 14) libre stable posséde une coloration violette foncée, lorsqu’il est réduit , la

coloration devient jaune pale .

NOz NOZ

/ /
‘ i

O,N N —N O,N N
N02 NOZ
DiPhenylPicrylHydrazyl ( radical libre) DiPhenylPicrylHydrazyl ( non libre)

Figure 14 : Forme libre et réduite du DPPH ( Molyneux , 2004 ).

Cinquante microlitres de chaque concentration de I’extrait aqueux, (10mg/ml , Smg/ml , 2,5
mg/ml , Img/ml , 0,8mg/ml, 0,6mg/ml, 0,2mg/ml, 0,Img/ml) sont ajoutés a 1,95 ml de la solution
méthanolique du DPPH (0,025 mg/ml) .

En parall¢le, un controle négatif est préparé en mélangeant 50ul de 1’eau distillée avec 1,95

ml de la solution méthanolique de DPPH.

La lecture de 1’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a

517nm apres 30 minutes d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante.

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard ; 1’acide

ascorbique dont 1’absorbance a été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons.
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I1.5.2- Activité anti-inflammatoire (in vivo)

a-Principe : L'inflammation de l'cedéme de la souris est provoquée par application locale de
carraghénine a 0.1%, peut étre réduite par application de substances anti-inflammatoires. (Rahman

et al., 2005).

Cette inflammation est la conséquence de I'augmentation de la perméabilité vasculaire qui est a
I'origine de I’cedéme suite a une diffusion liquidienne dans les tissus voisins. Le réle du produit

anti-inflammatoire est la limitation de la perméabilité vasculaire.

La mise en évidence de l'effet anti-inflammatoire a été réalisée selon la méthode de (Levy.,

1969). Certaines étapes ont été complétées afin d'avoir le maximum de détails, en l'occurrence :
o Effet pro-inflammatoire de la carraghénine en comparaison avec 1'eau physiologique.
e Effet anti-inflammatoire des produits testés par rapport aux témoins (Eau physiologique)
e (Comparaison avec un anti-inflammatoire officinal: Diclofenac de sodium.

b-Mode opératoire

La veille de I’expérimentation les souris ont été mises a jeun pendant 16 heures.
Les souris sont répartis en 4 lots contenant chacun 3 souris de différente poids (17-24g) :

Lot 1: regoit I’eau physiologique.
Lot 2: recoit le Diclofinac de sodium (0,4mg/ml).
Lot 3 : recoit I’extrait aqueux d 'Artemisia herba- Alba a 05%.

Lot 4 : regoit ’extrait aqueux d Artemisia herba- Alba a 10%.

YV V. V VYV V

Lot 5 : recoit ’extrait aqueux d’Artemisia herba- Alba a 20%.
Au temps t=0: les 5 solutions sont administrées par voie orale (gavage).
Lot 1 : chaque souris recoit 0.5ml d’eau physiologique (témoin négatif).
Lot 2 : chaque souris regoit 0.5ml de solution de Diclofénac (témoin positif).
Lot 3 : chaque souris recoit 0.5ml d’extrait aqueux d 'Artemisia herba alba a 05%

Lot 4 : chaque souris recoit 0.5ml d’extrait aqueux d 'Artemisia herba alba a 10%

YV V. V V V

Lot 5 : chaque souris recoit 0.5ml d’extrait aqueux d 'Artemisia herba alba a 20%.

)
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Aprés 30 minutes de 1’administration du traitement, nous avons inject¢ 0.02 ml de la
carraghinine a (0.1%), en solution dans 1'eau physiologique, sous I’aponévrose plantaire de la patte

postérieure gauche de la souris.
les souris sont gardé dans les conditions de stabulation habituelles au cours de I'expérience.

La mesure du volume de la patte, avant, pendant et a l'issue de l'inflammation locale se fait a

I’aide du pied a coulisse précis au 1/50°™ de millimétre. (Annexe IV)

Les mesures sont faites au niveau de l'articulation tarso-métatarsienne des pattes postérieures des

souris, dans le sens antéropostérieur. Elles sont faites dans 1'ordre suivant:

e Epaisseur initiale des pattes.

e Une mesure immédiatement aprés injection de la carraghénine, pour tenir compte de
I'enflamment.

e Des mesures toutes les 30 minutes pour suivre 1'évolution de l'inflammation jusqu'a 210

minutes.

L'importance de l'cedéme a été appréciée par la détermination du pourcentage d'augmentation du

volume de la patte (% AUG) de la souris.

velume de la patte au temps T—veolume Initial {Vﬂ J

% AUG = x 100

volume Initial (Vy )

L'activité¢ anti-inflammatoire a été évaluée grace au calcul du pourcentage d'inhibition de

I'cedeme (% INH).

AUGY témoin négatif— AUGY traite
UWINH = - ; ; ¥ 100
AUGY témoin négatif

I1.5.3- Activité antispasmodique (in vivo)

e Principe: L'injection d'acide acétique a 1 % par voie intra-péritonéale provoque chez les
souris une réaction douloureuse, cette douleur se manifeste par des spasmes sous forme de
mouvements de torsion de 1'abdomen avec étirement des pattes postérieures. Cette réaction peut étre

réduite par une substance antispasmodique a la dose active (Rahman et al., 2005).
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La mise en évidence de I'effet antispasmodique sur les souris a été réalisée selon la méthode de

(Rahman et al., 2005).
Certaines étapes ont €té complétées afin d'avoir le maximum de détails, en l'occurrence:
Les témoins ont été choisis afin de montrer :

L’effet neutre de I'eau physiologique sur la réduction des spasmes chez les souris.
L'effet d'un antispasmodique officinal de référence « Le spasmodyl 80mg » et 1’effet de 1’extrait
aqueux sur la réduction de spasmes chez les souris.

Etablir une comparaison entre notre extrait et 1’antispasmodique de référence.

La solution antispasmodique a été administrée par voie orale (gavage), a raison de
0,5ml/souris, suivie par I'administration de 0,2 ml d'acide acétique par injection en intra péritonéale
30 minutes apres. Cinq minutes apres l'injection de I'acide acétique, le nombre de spasmes a été

comptabilis¢ durant 10 minutes (Rahman et al., 2005).
La répartition des lots est faite selon le tableau 5 :

Tableau n°05 : Répartition des lots et leur soumission au test de I'effet antispasmodique.

NO
Essais Objectifs
lot
1 Solution physiologique : 0,5 ml puis 0,2 leerlﬁcatlon de lactivite

acide acétique. spasmodique de l'acide

Umons Solution de spasmodyl (80mg) :0,5 mipeetique.

2 pus 0.2ml d’acide Vérification de I'effet
acetique. Antispasmodique de référence.

3 Extrait aqueux a 50 mg/ml puisO, 2 ml

Essais de ("acide acétique. Mise en évidence de 'activité

l'extrait 4 Extrait aqueux a 100 mg/ml puisO, 2 ml antispasmodique et de la

d’acide acétique

Aqueux K relation entre la dose et 1'effet.

5 Extrait aqueux a 200 mg/ml puisO, 2 ml

d’acide acétique.

=
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L’effet antispasmodique de I’extrait aqueux d’Artémisia herba alba est évalué par le calcul

du pourcentage de protection selon la formule suivante (Alaoui et al., 1998).

moy des spasmes du lot T - moy des spasmes du lot E

% de protection = X100

moy des spasmes du lot T

Lot T: lot témoin

Lot E: lot essai
I1.6- Test de I’activité antimicrobienne

L’activité antibactérienne des extraits d Artemisia herba-alba a été étudiée sur quinze (15)

souches bactériennes .
a- Conservation des souches

Les souches ont été conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de milieu de

culture incliné (gélose nutritive).
b- Les milieux de culture

Selon les méthodes utilisées dans I’essai et selon les souches, nous avons utilisé les milieux

suivants:
- La gélose nutritive pour I’isolement et I’entretien des souches bactériennes;

- La gélose Mueller Hinton pour I’é¢tude de la sensibilit¢ des bactéries aux différents extraits

d’Artemisia herba-alba.
c- Préparation de précultures

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant de la
gélose nutritive. Aprés 24h d’incubation a 37°C, des suspensions microbiennes d’une densité
optique (trouble) et été préparées, pour chaque microorganisme,dans 9 ml d’eau physiologique(10™)

puis repiqué 1 ml & partir de chaque suspension dans 9 ml d’eau physiologique(107).
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d- Tests antimicrobiens

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne des extraits de la plante, nous avons utilisé la

méthode de diffusion en milieu gélosé (antibiogramme).

Application:

Des disques de papier filtres stériles Whatmann de 6 millimétres de diametre sont imprégnés
dans deux(02) solutions : Extraits ethanolique d’armoise blanche et ethanol absolu (alcool= témoin

négatif) .

A T’aide d’une pince stérile les disques sont déposés a la surface d’un milieu ensemencé
(étalé) par une suspension microbienne . Apres diffusion, les boites sont incubées pendant 24 heures

a37°C.

Apres I’incubation ’effet des extraits se traduit par 1’apparition autour de disque d’une zone
circulaire transparente correspondant a 1’absence de la croissance. Plus le diametre de cette zone est

grand plus la souche est sensible (Choi et al., 2006).

|
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II1.1- Résultats de I’étude phytochimique

Les résultats obtenus par 1’identification des composants de cette plante s’ont résumé

dans le tableau suivant :

Tableau n°06 : Résultats de tests phytochimiques d’A.herba alba.

Métabolites secondaires Couleur Résultat

Glucosides Rouge ++
Flavonoides Jaune +++
Coumarines Bleu ++
Terpenes Bleu et
Tannins Bleu-Vert -+
Saponosides Un Précipité Blanc ++
Alcaloides Trouble ++
Anthocyanines Rouge -
Réaction fortement positive : +++ Réaction faiblement positive : +
Réaction moyennement positive : ++ Réaction négative : -

L’¢étude phytochimique de la partie aérienne de 1’armoise herbe blanche nous a révélé
qu’elle est riche en substances bioactives telles que flavonoides, tannins et terpenes, et
moyennement riche en : glucosides, coumarines, saponosides et alcaloides et une absence

totale des anthocyanines (Tableau VI).

Les métabolites secondaires sont reconnus par leurs activités biologiques nombreuses
qui comprennent des activités antibactériennes, anticancéreuses, antifongiques, analgésiques,
anti-inflammatoires, diurétiques gastro-intestinales, antioxydantes.... (Harborne, 1998

;Bruneton, 1999).

e
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I11.2- Dosage des flavonoides :

L’¢tude quantitative de I’extrait brut de la partie aérienne d’4 herba alba au moyen de

dosage spectrophotométrique avait pour objectif la détermination de la teneur des flavonoides.

La quantit¢ des flavonoides correspondante a été¢ rapportée en gramme de flavonoides
d’équivalents de quercétine utilis¢ par gramme de poudre (g EQ/g de poudre) et déterminés
par I’équation de type : y = a X +b(Annexe I), et les résultats sont représentés dans le tableau

07.

Tableau n°07 : Résultats de dosage des flavonoides condensés dans 1’extrait aqueux

d’A4 .herba alba.

Teneur en g EQ/g de poudre Flavonoides

Extrait aqueux 0,264971

Selon le tableau la teneur en flavonoide est de 0,264971 g EQ/g de poudre dans
I’extrait aqueux d’Artemisia herba alba , cette valeur est €levée que celle de la région de
Ghardaia qui de 0,1276 g EQ/g de poudre dans  Dextrait aqueux d’A herba
alba. (RABAHI,2013)

Plusieurs facteurs peuvent influencer la teneur en composés phénoliques
(Flavonoides). des études ont montrés que les facteurs extrinseéques (facteurs géographiques et
climatiques), les facteurs génétiques, mais également le degré de maturation de la plante, et la
durée de stockage ont une forte influence sur le contenu en poly-phénols (Aganga., 2001,

Pedneault et al., 2001).

a
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II1.3- Activités biologiques
I11.3.1- Effet antioxydant

Nous avons réalis¢ la méthode de DPPH pour 1’évaluation de cette activité sur

I’extrait aqueux d’A. herba alba et les résultats sont exprimés dans la figure
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Figure 15 : Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH par I’acide ascorbique
et ’extrait aqueux d’4 herba alba.

Il semble que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration soit pour la vitamine C ou pour I’extrait aqueux

d’A.herba alba.

Nous avons remarqué que le pourcentage d’inhibition du radical libre pour ’extrait aqueux

est peu inferieur a celui de la vitamine C pour toutes les concentrations utilisées.

Pour une concentration de 0,5mg/ml, I’extrait aqueux a révélé un pourcentage

d’inhibition égale a 75,36% pas loin de celui de la vitamine C qui est de 83,86%.

La capacité anti-oxydante des différents extraits a été¢ déterminée a partir des ICsp, c’est la
concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPHe. Plus la valeur d’IC50 est

petite, plus ’activité de I’extrait testé est grande (Pokorny et al, 2001).

Le résultat de I’'ICsy de I’extrait aqueux et I’acide ascorbique sont calculés graphiquement

(Figure 22) et représentés dans le tableau 8:
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Tableau n°08: Valeurs des ICs de I’acide ascorbique et I’extrait aqueux d’4 herba alba.

Extrait aqueux 0.35

Acide ascorbique 0.28

Les résultats expérimentaux obtenus montrent que 1’extrait aqueux d’A herba alba
présente une bonne activité¢ anti-oxydante avec une ICsy de 0.35 mg/ml. Cette activité n’est
pas loin a celle de ’acide ascorbique qui présente une IC50 = 0.28 mg/ml, ceci suggere que

notre plante posséde des flavonoides doués d’activité anti-oxydante élevée.

Selon Hertog et al(1993) Djeridane et al, (2006), I’activité¢ antioxydant de 1’extrait
de la plante est essentiellement attribuée aux composés phénoliques en particulier aux

flavonoides.

Donc cette activité peut s’expliquer par la présence des tanins, et des flavonoides qui
sont détectés dans les extraits de notre étude (tests de screening phytochimique), et le dosage
qui montre une teneur importante en flavonoides. En effet les flavonoides et les tanins sont

des piégeurs de radicaux libres (Diallo., 2005).

Selon De Pooter et Schamp (1986), il a ét¢ démontré que les molécules antioxydantes
telles que I’acide ascorbique, tocophérol, flavonoides et les tanins réduisent et décolorent le

DPPH en raison de leur capacité a céder I’hydrogéne.
I11.3.2- Effet anti-inflammatoire

L’¢évaluation de I’activité anti-inflammatoire est réalisée par la technique de 1’cedéme
de la patte de la souris provoqué par la carraghénine (Winter et al., 1962), et exprimée par le
pourcentage de la réduction de 1’cedéme chez les souris traitées par rapport au témoin négatif

(non traité).

Les résultats de pourcentages d’inhibition de 1’cedéme des pattes des souris en fonction

du temps sont mentionnés dans le tableau n°09 (annexe VI) et la Figure 23.

s
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Figure 16 : Cinétique du pourcentage de réduction de 1’cedéme.

L’administration préventive de Diclofénac et de notre extrait aqueux d’Artemisia
herba alba a trois concentrations différentes se traduit par une réduction de I’cedéme d’une

facon progressive.

Le volume de l',edéme diminue avec le temps, cette réduction est plus importante chez

les lots traités par les extrait aqueux que chez le lot traité avec 1’eau physiologique.

Le Diclofénac réduit I’inflammation a partir de la 1 heure et atteint son maximum a

la 90°™ minute avec un pourcentage d’inhibition de 100%.

Egalement notre extrait aqueux a la concentration de 200 mg/ml réagit de la méme

fagon que le Diclofénac.

Donc a 60 mn, il existe une différence hautement significative (P<0.01) entre le
témoin positif (Diclofénac) et notre échantillon a 200mg/ml. Ceci démontre que notre extrait

aqueux a une activité anti-inflammatoire trés importante.(voir annexe 1)

Et aux concentrations de 50 mg/ml et 100 mg/ml qui ont inhibé I’inflammation a partir

de la 1°° heure et qui n’ont atteint leur maximum qu’a partir de la 2°™ heure.

En revanche et a 210mn, aucun changement dans la réduction de I’inflammation n’a
été noté pour tous les lots. Ceci a été vérifié avec I’étude statistique (ANOVA suivie par
Tukey de comparaison par pairs) ou aucune différence significative (P>0.05) n’est a

mentionner.

&
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Les résultats obtenus a I’issu de ce test montrent que les extrait aqueux a différentes
concentrations , réduisent de fagon appréciable ’cedéme induit pas la garraghénine ,
I’inhibition de 1’cedéme des trois extraits est comparable a celle du Diclofénac ; en outre ,
I’activité anti radicalaire de 1’extrait de cette plante est un atout supplémentaire pour I’activité

anti inflammatoire .

La richesse des extraits aqueux en différents constituants chimiques peut justifier cette

activité.

Selon (Saleh et al., 1985, Saleh et al, 1987) les flavonoides peuvent étre a
l'origine de l'effet anti-inflammatoire .Et d’aprés I’étude phytochimique et dosage de

flavonoides de notre extrait aqueux qui montre une teneur importante en ces Composes.

Selon Da Silva et al., 1994 ; Galati et al., 1994 ; Middleton, 1996 ; De nombreux
travaux indiquent que les flavonoides possédent des propriétés anti-inflammatoires et qu’ils
sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire. Notre extrait aqueux
d’A herba alba contient une teneur importante en flavonoides donc on peut expliquer I’effet

anti-inflammatoire de notre extrait par la présence de ces métabolites secondaires.
I11.3.3- Effet anti-spasmodique

L'effet antispasmodique est expliqué par le pourcentage  de protection apres
administration de 1'eau physiologique et les différentes doses de 1'extrait aqueux a des souris
a lesquelles la douleur est provoquée par l'injection d'acide acétique a 1% par voie intra-

péritonéale.

Les résultats obtenus sont mentionnés dans la figure 17 :

0
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Figure 17: Pourcentage de protection des spasmes de spasmodyl et de 1’extrait aqueux

d’Artemisia herba alba.

Le lot traité par spasmodyl® (80mg) a réduit le nombre de spasme a 100%, tant dis que
pour [’Artemisia herba alba, le pourcentage de diminution des spasmes par rapport au lot
témoin est de 89,58% pour la dose de 200mg/ml ; et de 79,16% et 81,25% pour la dose de

50mg/ml et 100mg/ml respectivement.

L’efficacité de 1'Artemisia herba alba contre les contractions serait li¢ a sa teneur en
composés phénoliques tels que Les flavonones et les flavonols représentent environ 80% des
flavonoides connus qui diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et renforcent leur
résistance. Souvent anti-inflammatoires, ils peuvent étre antiallergiques, hépato-protecteurs,

antispasmodiques, diurétiques, antibactériens, antiviraux (Bruneton, 1999).

D’autres composés peuvent étre a l’origine de cette activité antispasmodique
remarquable et qui font partie de la composition de la plante étudi¢e. Ce sont I’acide caféique,

le bornéol, I’apigenine, limonéne, linalool, pinéne et terpéne-4-ol (Gharabi et al., 2008).
I11-3-4-L’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne d’extrait ethanolique d’4. heba alba a été évaluée par la
méthode de diffusion en milieu gélosé, et la sensibilité des bactéries se mesure par rapport aux

diamétres d’inhibition observés.

Les résultats relatifs a 1’activité antibactérienne de ’extrait éthanolique d’A herba

alba sont mentionnés dans les figurel8 et les photos (photo :1,2,3 et 4) .
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Chapitre III Résultats et discussion

Photo 1: Diamétre d’inhibition en (mm) de Klebsiella pneumoniae vis-a-vis de 1’extrait

¢thanolique d’Artémisia herba alba

Photo 2: Diameétre d’inhibition en (mm) de Acinetobacter spp vis-a-vis de 1’extrait

¢thanolique d’Artémisia herba alba

Photo 3: Diameétre d’inhibition en (mm) d’E.coli vis-a-vis de 1’extrait éthanolique

d’Artémisia herba alba

Photo 4 : Diametre d’inhibition en (mm) d’ Staphylococcus aureus vis-a-vis de ’extrait

¢éthanolique d’Artémisia herba alba
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Figure 18 : Sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis de I’extrait éthanolique et 1’ethanol

a48° d’A4 herba alba.

Les résultats de cette étude montrent que le solvant utilisé¢ pour dissoudre les résidus

secs de ces extraits alcooliques (alcool a 48°) n’a donné aucune zone d’inhibition.

Alors que I’extrait éthanolique s’est révélé actif vis-a-vis des 4 souches bactériennes
Gram- : Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinebacter ssp et Enterococcus sp avec
des diamétres d’inhibition variant de 15 a 23 mm, les autres souches bactériennes étudiées se

montrent avec une faible sensibilité selon les diameétres d’inhibition variant de 10 a 13 mm.

Les résultats de (Mohsen & Ammar, 2009) ont prouvé que 1'éthanol était le meilleur
solvant pour I’extraction des composés phénoliques, suivi du méthanol et finalement par I’eau

ce qui pourrait expliquer le résultat déja mentionné.

Cette observation est soutenue par plusieurs travaux dont ceux de Moroh et al. (2008)
et Bagré et al. (2011) qui ont montré que 1’éthanol permet une meilleure concentration des

principes actifs comparativement a I’extrait aqueux.

L’effet inhibiteur de ID’extrait éthanolique peut s’expliquer par les différents
constituants chimiques. L’alcool permettant une meilleure extraction de composé€s moins
polaires comme des dérivés terpéniques, tels que ceux identifiés dans /’A herba alba. (Verma

etal., 1997).
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Chapitre III Résultats et discussion

Les poly-phénols, tels que les tannins et les flavonoides, comme la catéchine, la
myricétine, et la quercétine, (Shan et al., 2007) et lutéoline (Askun et al., 2009) sont des

substances antibactériennes importantes.

Les composés phénoliques tels que les flavonoides sont produits en réponse a
I’infection microbienne par les plantes. Par conséquent 1’efficacité de ces substances évaluée
in vitro a montré une action inhibitrice sur la majorité des souches bactériennes étudiées. De
nombreuses ¢études ont montré une relation contradictoire entre la structure chimique des

composés phénoliques et leur pouvoir antimicrobien.

Chabot et al., (1992) rapporte que les composés les moins polaires comme les
flavonoides manquant le groupement hydroxyle sur leur cycle B sont plus actifs vis-a-vis des
microorganismes que ceux portant le groupe OH. D’autre part, Mori et al., (1987) ont trouvé
que les flavonoides trihydroxylés 3, 4 et 5 sur le cycle B et substitués 3-OH sont nécessaires

pour I’activité antimicrobienne.
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Conclusion

Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possede
des propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications

dans divers domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture.

Ce regain d’intérét vient d'une part du fait que les plantes médicinales
représentent une source inépuisable de substances bioactives, et d’autre part les effets
secondaires induits par les médicaments inquiétent les utilisateurs qui se retournent

vers des soins moins agressifs pour I'organisme.

Dans ce contexte , nous nous sommes intéressés a I'étude phytochimique et les
effets biologiques des extraits organiques et des extraits aqueux de 1’Armoise herbe

blanche de la région de Tlemcen.

Les testes phytochimiques réalisés par les réactions de caractérisation ont permis
de mettre en évidence : les flavonoides , les tannins , les glycosides , les terpenes , les
coumarines , les saponosides et les alcaloides . Ces métabolites ont de grande valeur

thérapeutique .
Concernant les activités biologiques nous avons aboutit a :

- Le pouvoir oxydant de l'extrait aqueux d’Artemisia herba-alba par la capacité de
piégeage du radical libre DPPH. ; nous avons constaté que 'activité anti oxydante par
le piégeage du radical libre DPPH. et en comparant le ICs de l'extrait aqueux de
I’ Armoise blanche par rapport a celle de I’acide ascorbique , nous avons remarqué une
activité oxydante tres importante de I'extrait aqueux (ICso = 0,35 mg/ml) qui n’est pas

loin de la capacité de piégeage DPPH. de I’acide ascorbique (ICso = 0,28 mg/ml).

‘étude du pouvoir anti oxydant par cette méthode a confirmé les propriétés puissantes
que possedent les flavonoides a piéger les radicaux libres ; cette analyse trouve une
importante application dans l'industrie pharmaceutique comme elle peut trouver aussi

une application dans l'industrie alimentaire.
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Conclusion

- Les résultats obtenus de l'activité spasmolytique et l'activité anti inflammatoire
indiquent que les extraits aqueux d’Artemisia herba-alba inhibent la douleur provoqué
par l'acide acétique et réduisent 1'cedéme provoqué par la carraghénine dans la patte
de souris , ces résultats et ceux d’autres études antérieures confirment la validité de
'indication traditionnelle des extrait aqueux de cette plante dans la perspective de la
mise en point d'un médicament traditionnel améliorés pour la prise en charge par

exemple des dysménorrhées .

- L’activité antibactérienne a été déterminée sur 1’ensemble des souches testées selon la
méthode de diffusion sur disque , les résultats obtenus indiquent que I'extrait

alcoolique posséde une importante activité antibactérienne.

Sachant que notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante se
caractérise par un réservoir assez important de métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre

exploitées par les recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose de :

- Faire une étude phytochimique sur toute les parties d’Artemisia herba-alba , car la
partie souterraine (racines) de chih - selon Dr Kaddem .S (1990)- est indiquée contres

certains troubles nerveux( sédatif) , tics , convulsion et spasmes .
- Faire une étude toxicologique d’ Armoise herbe blanche .

- Déterminer de nouvelles substances bioactives naturelles pourront répondre aux

différents problemes de la santé et d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.

- Développer des médicaments antiradicalaires a base de plantes, doués d"une activité

anti-oxydante.
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Annexe I :

Acide p-hyvdrexvbenrolgue
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Figure 4: Quelques dérivés de I’acide hydroxybenzoique(Ribereau, 1968).
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Figure 5 : Quelques dérivés de I’acide hydroxycinnamique. (Ribereau, 1968).
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Figure 6 : Structure de base de Coumarine. (Igor, 2002).
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BE;,— E-—H : Afzeéléchol
Bi—OH : B> — H : Catéchol
Fi=FE>= OH : Gallocatechol

Figure 7 : Structure de quelques tanins. (Bessas et al, 2007).

Figure 8: Structure de base des flavonoides (Di Carlo et al., 1999).
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Figure 9 : Structure générale des anthocyanes (Le cation flavylium)

(Bessas et al,2007).
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Figure 10 : Structure de quelques alcaloides. (Kansole, 2009).

Isoprene = terpéne

N

n
1 C5 Hémiterpéne Isopréne

2 C10  Monoterpene Nérol,myrcene

3 C15 Sesquiterpene La chaine de la chlorophylle , vitamine E
4 C20  Diterpenes Huiles essentielles

6 C30  Triterpeéne Phytostérols

8 C40  tetraterpenes Caroténoides
>8 >40  Polyterpene Protéines , cytoquinine

Figure 11 : Quelques exemples de différents types de terpenoides
(Bruneton, 1999 ; Harbone, 1998).



Annexe II :
Verreries et autres matériels :

Boit de pétrie.

Bécher gradué.
Eprouvettes graduées
Entonnoirs.

Erlenmeyers.

Papier filtre.

Fiole conique stérile.
Pipetes gradués a Sml et a 10ml stériles.
Pipettes pasteur stériles.
Spatules métalliques.

Bec bunsen.

Boite de pétri.

Disque bactérienne stérile.
Gant.

Papier aluminium.
Pissette.

Pince.

NN N N N N N N N N N NN

Appareillage:

Balance pour animaux de laboratoire (GIBERTINI).
Cages en makrolon avec grilles en inox et des biberons spéciaux pour les souris.
Balance de précision.
Plaque chauffante.
Etuve et autoclave pour stérilisation.
Incubateurs a 37°C.
Agitateur magnétique.
Centrifugeuse.
Reflux.
Haute.
pied a coulisse manuel.
Réactifs et solutions
v" Eau distillée
v Méthanol
v Tode (I,).
v" Ethanol absolu
v' Acide sulfurique concentré (96%) (H2SO4).
v' Acide phosphomolybdique.
v’ Alcool éthylique.
v la solution alcoolique de KOH a10%.
v" HCL concentré a37%.
v" Hydroxyle d’ammoniac concentré a30%.
v’ Acétate de plomb.
v’ solution de FeCl; a 1%.
v’ Réactif de valser Mayer.
v" solution DPPH.
v' AlCl;,

LN N N N N N N N NN



Annexe I :

Tableau n°3: Identification et détermination des caractéres biochimiques des Bactéries Gram-

(Krieg et al., 1984 et Holt et al., 1994).

Bactéries Gram-

E.coli

K.pneumoniae

E.cloacae

S.sonnei

S.enteridis.

P.aeruginosa

Caracteéres culturaux

Sur gélose nutritive

Colonies ; bombées,
moyennes, lisses

et transparentes,

Colonies, rondes
mugqueuses, bombées,

, lisses et transparentes,

Colonies rondes
légerement irisées ou

plates, bombées et

Colonies lisses,
a bords réguliers,

3 a4 mm de long

Colonies assez
grandes plus au

moins opaques,

Colonies moyennes,
légerement bombées

opaques, brillantes et

2 a3 mmde 3 a4mm de diametre | muqueuses et 0.6 umde large |de1.5a3 mm pigmentées en vert
diametre de diameétre de 1.5 a 3 um de long
etde0.5a0.8um
de large

Examen microscopique| - Cocobacilles - Gros bacilles, droits | - Bacilles - Petites bacilles - Bacilles - Bacilles droits
droits isolés ou entourées d'une capsulel - Gram- - Gram- - Gram- - Gram-
en amas - Gram-
- Gram-

Respiration - Aerobie-anaérobie | - Aérobie-anaérobie - Aérobie-anaérobie | - Aérobie-anaérobie| -Aérobie-anaérobie | - Aérobie strict
facultatif Facultatif facultatif facultatif facultatuif

Oxydase - - - - R n

Catalase + + + + + +

ONPG + + + + - -

ADH - - ¥ n m "

LDC + + - - + -

oDC + - + T T N

Indole + - - - - -

Citrate - + + - + +

Urée - + - - - -

H2S - - - - + -

TDA - - - - B R

VP - + + - - _

Nitrates + + + + + +

Glucose + + + - + _

Saccharose + + + - - -




Lactose

+

+

Aérobie
MEVAG

Anaérobie
Mannitol
Mobilité
Gaz
King A et King B

Croissance a -4°C

Croissance a 41°C




Tableau n°4 : Identification et détermination des caractéres biochimiques des Bactéries Gram+

(Krieg et al.,1984 et Holt et al ; 1994).

Bactéries Gram+

B.cereus

B.subtilis

S.aureus

S.faecium

Caractéres culturaux sur

gélose nutritive

Colonies rondes a contour
irrégulier plat opaque,

surface rugueuse et de couleur
blanc jaunatre de 3 & Sum

de long sur 1 a 1.2 um de large

Colonies rondes a contour

irrégulier plat opaque,

Colonies opaques arrondies
bombées brillantes et

a teinte blanche en jaune
doré¢ de 1 a2 um

de diamétre

Colonies petites

lisses et opaques

Caractérisation de

la spore

Elliptique, centrale et non

déformante

Ovale centrale et non déformant

Examen microscopique

- Batonnet droit (gros bacilles
isolés ou en groupes sous forme
de chainettes )

- Gram+

- Batonnet droit (gros
bacilles isolés ou en groupes
sous forme de chainettes )

- Gram+

- Coccis regroupés en
diplocoques ou en amas
(grappes de raisins)

- Gram+

- Coccis libres
en paires ou
en chainettes

- Gram+

Respiration - Aerobie-anaérobie - Aérobie strict - Aéro-anaérobie - Aérobie-anaérobie
facultatif facultatif Facultatif

Oxydase - - - -

Catalase + + + -

ONPG - NF NF NF

ADH + NF NF NF

LDC - NF NF NF

OoDC - NF NF NF

Indole - - - NF

Citrate - - NF NF

Urée - - + NF

H2S - NF NF NF

TDA NF NF NF NF

VP + + NF NF

Nitrates + + NF NF

Glucose + + + NF

Saccharose + + +

Lactose NF NF + NF

coagulase NF NF + +
Aérobie + + + +




MEVAG Anaérobie + + +

Mannitol T T NF

Mobilité + T NF

Xylose m NF

Hydrolysed'amidon + ¥ NF

Lécitinase + NF

Gélatinase + T NF

Hémolyse sur gélose NF NF Béta Béta

nutritive
Annexe IV :
Préparation d’acide phospho-molybdique :
On a : 05g d’acide phospho-molybdique dans 100 ml d’eau distillée

X g d’acide phospho-molybdique dans 05 ml d’eau distillée

Alors : x =0,25 g /5 ml.
Préparation des réactifs pour les alcaloides :
- Réactif de VALSER-MAYER :
o ChlOTUIe METCUTIQUE. ...\ttt ettt ettt et ettt e e et e et eeaae e 1,35 ¢
. Todure de POtasSIUIM ...ttt e et e e e e 05¢g
o Eau distill€e ..o 100 ml
- Réactif de DRAGENDOREFEF :
o Nitrate basique de Bismuth. ... 0,85¢g
. TodUTIe de POtaSSIUIML. ...\ttt e e et e e e e e eaeennans 08¢g
. Acide acétique glacial ...... ... e 10 ml
o Eau distill€e ..o 70 ml
- Réactif de BOUCHARDAT :
o L0, e 02g
. TodUTIE de POtASSIUIML. ...\ttt ettt et e e e e e e e e eeae e eaeenaans 02¢g
o Eau distill€e ... ..o 100 ml



Préparation des réactifs de ’anti-oxydant :
e Pour la méthode de DPPH :
- Préparation de la solution DPPH : 2,5 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol.
- Blank : 0,075 ml d’eau distillée + 2,925 ml de méthanol .
- Solution contréle (SC) : 0,075 ml d’eau distillée + 2,925 ml de DPPH .

- Echantillons témoins (plante G et K) : 0,075 ml d’extrait aqueux de 10% de chaque plante +
2,925 ml de DPPH .

° Préparation des dilutions :

Pour 01% : 01 ml de I’infusé (extrait aqueux) complété a 10ml d’eau distillée .
Pour 0,50% : 0,5 ml de I’infusé (extrait aqueux) complété a 10ml d’eau distillée .
Pour 0,25% : 0,25 ml de I’infusé (extrait aqueux) complété a 10ml d’eau distillée .
Pour 0,10% : 0,10 ml de I’infusé (extrait aqueux) complété a 10ml d’eau distillée .
Pour 0,08% : 0,8 ml de la dilution 01% complété a 10ml d’eau distillée .
Pour 0,06% : 0,6 ml de la dilution 01% complété a 10ml d’eau distillée .
Pour 0,02% : 0,2 ml de la dilution 01% complété a 10ml d’eau distillée .
Pour 0,01% : 0,1 ml de la dilution 01% complété a 10ml d’eau distillée .
e Expérience :
- Prendre 0,075 ml de chaque dilution dans un tube a essai .
- Ajouter 2,925 ml de DPPH dans chaque tube a essai .
- Mettre les tubes a I’ombre pendant 30 mn .
Préparation du blank : 0,075 ml d’eau distillée + 2,925ml du méthanol mettre a 1’ombre pendant
30mn .
Préparation de la solution contrdle : 0,075 ml d’eau distillée + 2,925ml de DPPH mettre a I’ombre
pendant 30mn .
Lire I’absorbance au biais du spectrophotométre mesuré a 430nm

Les milieux de culture de ’activité antibactérien :

e Composition du milieu Mueller-Hinton :

- Extraitde viande de baeuf ... ..o e 2.0g

- Peptone de CaSCINEG ........uiiniiiii i e 17.5¢
- AMIAON dE MATS ....ei e 1.5g
Y 2 . P P 17.0g



Annexe V :

pied a coulisse manuel (originale 2013) Balance pour les petits animaux ’(originale 2013)

.‘

la patte avant et apres injection(originale 2013)

Filtration de I’infusé de (originale 2013) Centrifugeuse (originale 2013)

-

Balance analytique (originale 2013) Un agitateur magnétique (originale 2013).



Matériel utilisé en microbiologie (originale 2013) .

Annexe VI :

e Dosage des flavonoides :

W = 00T
025
rR" = 090977
g mE
5
=
- s
=
2
=2
8 oa
L
=]
2
=]
< ons
o
a 50 100 frey 2o %50 ano E ]
Conmenmtration de b quercétine pefmi

La courbe d’étalonnage de la quercétine

1
0,8
0,6 y=-t
RZ=0,985
0,4
=—§—valeursde K
0,2 — Linéaire {valeurs de K)
0 T T T T T 1
0] 1 2 3 4 5 6
25
20
15 -
=
= 10 == valeurs
de K

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

concentration (mg/ml)




Annexe VII :

e Activité anti inflammatoire :

Tableau n°09 : Pourcentages d’inhibition de I’cedéme des pattes des souris en fonction du temps

30mn | 60mn | 90 mn 120mn | 150 mn | 180 mn | 210 mn
EP 00 00 00 00 00 00 00
Diclo 42,88 100 100 100 100 100 100
C =50mg/ml 00 66,66 83,35 100 100 100 100
C=100 mg/ml | 00 69,63 84,70 100 100 100 100
C=200 mg/ml | 00 77,77 100 100 100 100 100

Tableau n°10: résultats statistique de I’activité anti-inflammatoire.
Tukey HSD test; variable x min (Spreadsheet2.sta) Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS =,01444, df = 12,000

00 mn 30 mn 60 mn 90 mn 120 mn 150 mn 180 mn 210 mn

-vs T+ 0,641970 | 0,002092 0,261984 0,037234 0,058484 0,902794 0,902794 0,902794
-vs K5% | 0,999701 | 0,010404 0,006110 0,000795 0,000682 0,749141 0,749141 0,749141
-vs 10% 1,000000 | 0,006859 0,041984 0,000795 0,000682 0,749141 0,749141 0,749141
-vs 20% 0,721550 | 0,002092 0,015883 0,001261 0,001164 0,902794 0,902794 0,902794

S = 3 =3

Annexe VIII :

o Effet spasmolytique :

Pourcentage de protection = 100 . (moyenne de spasmes Témoins-Moyenne de spasmes d’essai /
moyenne de spasmes témoins )

Tableau n °11: les pourcentages de protection enregistrés chez les souris en fonction de

différentes concentrations .

Concentration de I’extrait aqueux Médicament Plante K
Extrait aqueux 05 % 79,16 %
Extrait aqueux 10 % 100 % 81,25 %
Extrait aqueux 20 % 89,58 %
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