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Liste des abréviations

ABREVIATIONS

A : artemisia.

AAPH: 2,2 '- azobis (2 - methylpropionamidine) Dichlorhgie.
ABTS: 2,2"-azobis (3-éthylique benzothiazoline-6-acidéosigue).
AcOH : acide acétique.

BHA: Hydroxyanisol butylé.

BHT: Hydroxytoluene butylé.

CPG: Chromatographie en phase gazeuse.

CG/SM: Chromatographie gazeuse couplée a la spectrondétrigasse.
DCE: Détecteur a capture d’électron.

DCT: Détecteur a conductibilité thermique.

DIF: Détecteur a ionisation de flamme.

DNP: Détecteur a azote phosphore.

DPPH: (2, 2-diphenyl-1- picrylhydrazyl).

E1l: Extrait d’éthanol.

E2: Extrait de I'acétate d’éthyle.

E3: Extrait de n-butanol.

E* 1. Extrait d’éther de pétrole.

E*2: Extrait de n-butanol-acide.

FID: détecteur a ionisation de flamme.

FRAP: Puissance antioxydante réductrice ferrique.

HE: Huile essentielle.

HPL C: Chromatographie en phase liquide a haute perfarenan
| C50: Concentration inhibitrice de 50% des radicaux Bbre
LAOF: Laboratoire d’Analyse Organique Fonctionnelle
MeOH : méthanol.

ORAC: Oxygen Radical Absorbance Capacity.

TEAC: Trolox Equivalent Antioxydant Capacity.

UV: Spectroscopie ultraviolet.

% CR: Pourcentage de capture du radical DPPH.
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Introduction

Pendant longtemps, les remedes naturels et sleptantes médicinales furent le principal,
voire l'unique recours de la médecine de nos grapdeents, cependant, malgré le
développement de l'industrie pharmaceutique quermngs a la médecine moderne de traiter
un grand nombre de maladies qui étaient souventettes, les plantes médicinales et les
remédes qu’on pouvait en tirer ne furent jamaislémbent abandonnés et les gens ne
cesserent jamais de faire appel a la médecinetitnadiélle, ce qui a conduit a maintenir
vivante une tradition thérapeutique connue depossamcétres.

Un grand nombre de plantes aromatiques et médesnatouvent des applications
dans divers domaines tels que la médecine, la @Eité@mla cosmétologie (parfumerie,
savonnerie...) et [lagriculture. L’évaluation de Igurmpropriétés phytothérapeutiques
notamment comme antioxydantes et antimicrobiendesjeure une tache de plus en plus
recherchéeNostro et al; 2002).

Ces produits naturels se présentent souvent sause fa’'un mélange complexe
constitué de plusieurs dizaines de composés erogiiaps variables. Parmi ces nouveaux
composeés potentiellement intéressants, les antamtgd tels que les flavonoides, ont été
particulierement étudiés en raison de leur utilisatdans les domaines pharmaceutiques,
cosmeétiques et alimentaires pour leurs effets ligues pour la santé.

Les flavonoides sont des pigments naturels répadaios tout le régne végétal ou ils
interviennent comme filtre UV et comme agent detgmtion contre les organismes
pathogénes. lls sont apportés au niveau de I'osgamigrace a la consommation des fruits,
des légumes, des céréales et de bois®mmeéton ; 2008, Chebil ; 2006).

L’Algérie recele d'importantes potentialités en tge de plantes aromatiques et
médicinales et ce en raison de la diversité deciorat et de la nature de ses sols. Parmi les
plantes aromatiques douées de propriétés curatiésessantes qui occupent une grande
place en Algérie, on peut citer, le Romarin (Rosmex officinalis L), la Lavande (Lavandula
spica), I'Origan commun (Origanum vulgare), I’Anisrt (Pimpinelle anisum) et I’Armoise

blanche Artémisia herba-albpa

La valorisation de ces produits, quel que soit @elbouché, requiert en général une

étape de caractérisation qui inclut I'analyse de t®mposition chimique.
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Ainsi, dans le cadre de la connaissance et la igaloyn des produits naturels
Algériens principalement d’origine végétale, noosisisommes intéressees a 'extraction des

flavonoides a partir d’'une plante médicinafatémisia herba-alba

L’Artemisia herba alba(Armoise blanche ou Chih) qui pousse a I'état spo@tdans
la steppe Algérienne et au Sahara. Elle est fréquarhemployée par la population contre de
nombreuses pathologies telles que les aménorresesyndromes neurologiques, les troubles

hépatiques, les troubles gastriques et certain®isoqmementsalnet, 1984).

Dans la premiére partie de ce travail nous allomss intéressé a I'extraction de la
partie volatile (I'huile essentielle) de la plandé¢ a sa composition chimique, nous passerons

en revu les méthodes analytiques utiliser pouefitdication.

La seconde partie de ce travail traite de I'exwactde l'identification et de I'analyse
des extraits des polyphénolsdd’herba-albaen utilisant des étalons purs et I'analyse on line-
HPLC-DPPH.

Cette étude va étre complétée par des essais vit@ctintioxydante évaluée sur I'huile
essentielle et les différents extraits par le pauwéducteur et I'inhibition du radical 2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH).
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I. GENERALITES SUR L’ARMOISE BLANCHE
I.1. Description botanique

L’Armoise blanche est une plante lignesserésentant sous forme de buissons blancs
laineux trés ramifies de 30 a 80 cm de hauteur.fékedles sont courtes, étroites et espacées.
Les capitules ovoides comportent 3 a 8 fleurs jmas&Figure 1.1). Le fruit est un akene
indéhiscent ne contenant qu’'une seule grdies racines sont trés épaisses, laineuses, tres
enfoncées et tiennent solidement au Kblafagy; 1971).

La croissance végétative deAttemisia herba-alba Assa lieu a l'automne, la
floraison commence en Juin et se développe esbem@nt en fin d'été. L'armoise blanche se
développe dans les zones bioclimatiques qui vonkadeartie supérieure semi-arides a la

partie inferieur Subsaharienne.

I.2. Classification botanique

- Réegne : végétale

- Embranchement: Spermatophyte

- Classe :Dicotylédones

- Ordre : Aristolochiales

- Famille : Astéracée

- Genre : Artemisia

- Espéce Artemisia herba-alb@Asso) Ghrabi et al; 2008).
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I.3. Répartition géographique

L’Armoise blanche connu en Algérie sous le nom @hih > est une plante spontanée
vivace et hermaphrodite. On la rencontre danselpp& marocaine, dans les iles Canaries et
en Ameérique du SuflTrabut; 1988). C’est une espece méditerranéenne et Sahara-Ingienne
elle est tres commune en Afrique du Nord et au Mdyeent.

En Algérie elle affectionne les climats secs etudsa elle forme des peuplements
importants dans les zones désertiques. Trés abtendan les hauts plateaux mais rare au

Sahara septentriondd¢nmansour; 200).

|.4. Domaines d'utilisations
L’Armoise blanche est une plante médicinale et cadrtaromatique, largement

exploitée pour son huile essentielle. Son pouvdtibactérien, antiseptique et antifongique lui
a conféré une application dans de nombreux domaimeghérapeutique, en cosmétologie et
en industrie agro-alimentairB8énjilali; 1984).

» Domaine thérapeutique
L’Armoise est utilisée en médecine traditionnelgpdis I'antiquité. Tres recherchée pour ses
propriétés pharmacologiques, elle est utilisée praiter les maux les plus divers : ulceres,
dyspepsies, troubles hépatiques, aphtes, mycasatse des piqlres d’insectes et de scorpions
et toutes les formes d’empoisonnemeBisndijilali; 1980).
En chine, elle est utilisée pour régulariser leleyoenstruel et stopper leurs douleurs. Ses
propriétés antispasmodiques la recommandent dass sy@mdromes neurologiques et
psychiatriques : (hypotension, syncope, épilepsia)s les affections du foie et de la vésicule
biliaire (Benijilali; 1984, Benmansour; 200L
Toutefois, elle doit étre utilisée avec beaucouppdelence et a des doses faibles car des
doses trop élevées peuvent causer des intoxicat@sgraves (caractérisées par une hépato-
néphrite a prédominance rénale accompagnée de pié@es convulsifs) causés par certains
composeés cétoniquespitthujone, laB-thujone et le Camphr@enijilali; 1984, Dahmani ;
2009.

» Domaine alimentaire
Par ses caractéres organoleptiques I'Armoise b&armdut étre utilisée pour aromatiser
certaines boissons comme le café dans le sud des caa Maghreb. Son emploi reste

cependant limité a cause de la toxicité aethujone et de Ig-thujone contenus dans les
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huiles essentielles. Le code des bons usages 'pulustrie des arémes préconise que le taux
de la thujone ne doit pas dépasser 5 mg/kg daraditesnts et les boissofBeniilali; 1984).

» Domaine de la cosmétologie
Exploitée industriellement, les huiles essentietled’Artémisia herba albaont utilisées en
parfumerie et en cosmétologie a cause de leur poamiseptique, et aromatique, elles
servent a augmenter la durée de conservation deslifs cosmétiques tout en leur assurant

une odeur agréab(8enijilali; 1984, Dahmani; 2004.

Il. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales représentent une sourcpuiseble de substances et
composeés naturels bioactifs qui contiennent descipes utilisables en thérapeutique. La
composition chimique des plantes est complexstetanstituée de deux fractions :
La fraction non volatile de la plante composéeeetisllement de coumarines, flavonoides
composés acétylénigues ainsi de lactones sesainigues phénols ou polyphénols jouant un
réle fondamental dans l'activité biologique de larpe.
La fraction volatile présente dans différentsamigs de la plante selon la famille appelée

essence ou huile essentielle.

I1.1. Les huiles essentielles

Le terme “huile essentielle” a été inventé au 1@esiecle par le médecin suisse
Parascelsus von Hohenheim afin de désigner le cednactif d’'un remede naturel. Il existe
aujourd’hui approximativement 3000 huiles esseetieldont environ 300 sont réellement
commercialisées, destinées principalement a I'itrdudes arbmes et des parfums
(El kalamouni; 2010.
Les huiles essentielles sont des substancdsubes, volatiles et odorantes qui sont
sécrétées par les plantes aromatiques. Elles clmi@énues soit a partir des matiéres premieres
naturelles par distillation a I'eau, soit a padas fruits de citrus par des procédés meécaniques
et qui sont séparés de la phase aqueuse par desl@sqphysiqueé\{nor; 1986).

v' Concréete

Extrait a odeur caractéristique obtenu a partinel'matiére premiére d'origine végétale, par

extraction au moyen d'un solvant non aqueux actloaua froid En outre, elle se présente
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Sous un aspect pateux et coloré. Elle est commes@dusieurs sous-produits, dont I'absolue,
les cires, les tannins et les coloraMa\es; 1974.

v" Pommade florale
Corps gras parfumé obtenu a partir de fleurs, gait "enfleurage a froid" (diffusion des
composés odorants des fleurs dans le corps gaispas "enfleurage a chaud" (digestion ou
immersion des fleurs dans le corps gras fonNayés; 1974

v Absolue
Produit ayant une odeur caractéristique, obtenartr p'une concrete, d'une pommade florale
ou d'un rétinoide par extraction a I'éthanol dp@rature ambiante.
Note : la solution éthanolique est généralemenbidie a basse température (8 a 15°C)
durant quelgues heures et filtrée dans le butndiédr les cires. Le filtrat, dépouillé de
I'alcool par évaporation sous vide, n’est autre bpiesolue de la concretélaves; 1974.

v' Cires
Elles sont composées de substances saponifiabtédegagras a longue chaines) et
insaponifiables (hydrocarbures a nombre impair debanes rarement insaturées). Elles
représentent la fraction lourde de la concrete.
Les cires sont utilisées dans la savonnerie eomrraie leur puissante note odorante et leur

pouvoir conservateurandery; 1974).

I1.1.1. Localisation des huiles essentielles

En principe, toutes les parties d'une plante congat des huiles essentielles, mais
elles sont souvent majoritairement dans l'uneesella teneur en huile essentielle des plantes
est faible de l'ordre de 1 & 3 % a I'exceptionldu de girofle de (14 a 19 %), du macis (10 a
13 %), de la noix de muscade (8 a 9 %), de la canda (4 a 10 %).

Dans beaucoup de plantes aromatiques, les hstentelles sont localisées dans les
poiles glandulaires qui se développent a la susfales feuilles et autres organes des plantes.
Ces poiles pelletés contiennent une grande padg hliles et sont désormais appelés
"glandes"Werker; 1985).

L’ Artemisia herba-albaest une plante médicinale contenant des sites arsge
(glandes, cellules épidermiques) et des sites emsg (poches ou canaux). Les huiles
essentielles sont présentes dans tous les orgaieseption des racines, elles se séparent

synérése, sous forme de petites gouttelettes quifluemt ensuite en plages plus en moins

6
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étendues. Elles sont ensuite accumulées sousitalleytdans les glandes sécrétrices situées
au niveau des deux épidermes, de la feuille et lssirtiges pendant la période de
I'épanouissement des feuilles. Ainsi, la cuticidag un réle important dans le stockage des
huiles essentielleérrin; 1985).

[1.1.2. Compositions chimiques

La composition des huiles essentielles est tresptema, elles peuvent renfermer
jusqu'a plusieurs centaines de molécules chimigdiéfgrentes. Les plus fréequemment
rencontrés sont les alcools (phénols et sesquitelpg les cétones, les aldéhydes terpéniques,
les esters, les éthers oxydes, les terpénes stdgsiiterpenes.

Une huile essentielle est trés fluctuante dan®sgosition, car peuvent intervenir un
grand nombre de parametres, d'ordre naturel ayaet arigine intrinseque (génétique,
localisation, maturité...) ou extrinseque (sol, clima) et d’ordre technologique, c’est-a-dire
liés au mode d’exploitation du matériel végétal.

La composition d'une huile essentielle varie au sein d'un méme genre, mais aussi dans
une méme espece (cas de l’Artemisia herba-alba). On parle alors de races chimiques ou
chémotypes.

Le chémotype indique le composant biochimique nitajoe ou distinctif des huiles
essentielles extraites d'une méme variété botaniQatte classification capitale permet de
sélectionner les H.E. pour une utilisation pluscm®& plus sdre et plus efficace. Nous
connaissons par exemple sous la méme appellatianigoe, deux grandes familles de
thyms, subdivisées elles-mémes grace a la définitle leurs chémotypes respectifs
(Gildmeister; 1919.

11.1.3. Procédés d’obtentions des huiles essentes|
En général le choix de la méthode d’extraction ddpae la nature de matériel végétal
a traiter (graines, feuilles, ramilles), de la matdes composées a extraire (les flavonoides, les
huiles essentielles, les tanins), de rendementaild et la fragilité de certains constituants
des huiles aux températures élevétal@l; 2011).
» L’hydrodistillation
Le matériel végétal est immergé directement danslambic rempli d'eau placé sur une

source de chaleur. Le tout est ensuite porté alligbn. Les vapeurs hétérogenes sont
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condensées dans un réfrigérant et I'huile esslentsel sépare de I'hydrolat par simple
différence de densité. L'huile essentielle étants dégére que l'eau (sauf quelques rares

exceptions), elle surnage au-dessus de I'hydrietab¢homme; 1990.

Thenmometre

Eau -+ plante
Chauffz —ballon

——

Figure I.4.’hydrodistillation

» La distillation par entrainement a la vapeur d'eau
Le matériel végétal est placé sur une grille pédoau travers de laquelle passe la vapeur
d'eau (Figure 1.3). La vapeur d’eau traverse leémeltvégétal et libére ainsi les molécules
volatiles qui sont ensuite entrainées vers le géfant. Cette méthode apporte une
amélioration de la qualité de I'huile essentielhenginimisant les altérations hydrolytiques

(Franchomme; 1990.

Eau froide
dr&frigeranty

-
eeeee -
-

Sormie o' ack
rechauffés

SERPFEMTIN

Eau+ rédsidus d essense

A thwdrolaty

ESSEMCIER

Figure 1.3. La distillation par entrainement a la vapeur d'eau

» Extraction par micro-ondes
Dans ce procédé, la matrice végétale est chautiéemjcro-ondes (Figure 1.4). Dans une
enceinte fermée dans laquelle la pression estteédei maniére séquentielle. Les composés

volatils sont entrainés par la vapeur d'eau foren@artir de I'eau propre a la plante. Ils sont

8
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hY

ensuite récupérés a l'aide des procédés classidgiesondensation, refroidissement et
décantation. Ce procédé permet un gain de tempgpstel'extraction divisé par 5 a 10) et

d'énergie (température plus basse) considérsaadel; 1993.

(Cooler -

1
e

[Esscntial oil  —————= L"

Adqueons [hase -

.
Microwave aven -
— -

Figure 1.4. Extraction par micro-ondes

» Extraction par solvant
Elle consiste a épuiser la matiere végétale decsestituants odorants au moyen d’un
solvant, elle est ensuite dépouillée du solvanépaporation sous vide a 40°C afin d’éviter la
dégradation thermique des molécules odorantese @Gattraction conduit a I'obtention

d’essences, concréetes ou oléorésines, de rétinetdksbsolues

II.2. Les polyphénols
Les composés phénoliques constituent un ensembiroticules tres largement répandues
dans le regne végétal. Ce sont des métabolitesdaices des plantes. Ils possedent dans leur
squelette, un ou plusieurs cycles aromatiques srtan ou plusieurs groupes hydroxyles
ainsi que des groupes fonctionnels (ester, métstier, glycoside...jBruneton ; 1999. lIs
participent a la défense des plantes contres lesssigns environnementale&de et
Johnson ; 200} et les attaques microbiennd3efinick ; 2009. Généralement, ils sont
subdivisés en :

v’ flavonoides qui représentent plus de la moitiépdgphénols ;

v’ tanins qui sont des produits de la polymérisaties fthvonoides ;

v' acides phénoliques ;

v’ coumarines ;

v’ lignanes et d’autres classes existent en nombresdgrables.
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Ces derniéres années, les recherches sur les césnploénoliques se sont accentuées en
raison de leurs activités anti-inflammatoires, lsattériennes, antifongiques, anti oxydantes et

méme anticancéreuses (Tableau. IMJrgtoro et al; 2005.

Tableau. 1.1 : activités biologiques des différentes classes dggphénols flontoro et al ; 2005.

Polyphénols Activités Auteurs
Acides phénols Antibactérienne Didry et al ; 1982
(cinnamiques et benzoiques). Antifongique Raven et al ; 1984
Anti oxydante Hayase et Kato, 1984
Coumarines Protectrice Mabry et Ulubelen, 1980
Antioedémateuse
Flavonoides Anti tumorale Stavric et Matula ; 1992
Anti carcinogéene Das etal; 1994
Anti-inflammatoires Bidet et al ; 1987
Anti oxydante Aruoma et al ; 1995
Tanins galliques et Anti oxydante Okuda et al ; 1983
catéchiques Okamura et al ; 1993

I1.2.1. Les Flavonoides

Le terme flavonoide provenant du latin "flavus'gréfiant "jaune", désigne une tres
large gamme de composés naturels appartenant amdlef des polyphénols. lls sont
considérés comme des pigments quasi universelgédggaux. Ce groupe comprend comme
son nom lindique des composés jaunes mais ausasitrds couleurs ou incolores.
Structuralement, les flavonoides se répartisserplasieurs classes de molécules. En effet
plus de 6500 structures ont été identifid&siGeton ; 1999, Harborne et Williams ; 2000.
Dans les fruits et légumes, les flavonoides carestit par le nombre de composés et les
guantités présentes, la principale classe de péhgik antioxydants et capteurs de radicaux
libres. lls sont particulierement abondants dassalenents et boissons comme le raisin et les
préparations dérivées, le thé et le cacao, donbfsommation est réputée avoir des effets
protecteurs contre différentes affections chrorsq(realadies cardiovasculaires, diabéete de
type 2, cancers, maladies neurodégénérativesgntient en outre dans la composition de
médicaments et d’adjuvants alimentaireisi( 2004 et Middleton ; 2000.

[1.2.2. Structure chimique des flavonoides

La structure chimique des flavonoides est baséecipalement sur un squelette de quinze

(15) atomes de carbones : le 2-phenyl-bemdopjrane, ou le noyau flavane, constitué de

10



Chapitre | Généralités

deux cycles benzéniques (A et B) reliés par unrbéygle, le noyau pyrane (C), ce qui donne
aux flavonoides, un faible poids moléculaitgéeller ; 1993, Brown; 1980).

Figure 1.5. Le squelette de noyau flavane

La variation du degré d’oxydation et la différerdm substituant de I'hétérocycle C peuvent

subdiviser les flavonoides en familles bien diggsc

» Flavones et flavonols
Les flavones sont caractérisées par la présence dlauble liaison entre les carbones 2 et 3
du squelette flavane, et un groupement carbonylgosition 4 (4-oxo). Le cycle aromatique
B est attaché a la position 2. Les flavonols sérndjgent des flavones par la présence d’'un
groupement hydroxyle en position G3dller; 1993).
Les principaux flavones sont I'apigénine et la dlitée. Elles ont dans la majorité des cas la
forme de glycosides.
Les flavonols sont beaucoup plus abondants daregie végétal que les flavones et leurs
concentrations sont plus élevées. Les principaoklaauercétine, kaempférol et myricétine.

3 4 7 Ek ] 7 3 4 )

._]Lpl cEnine OH _ g g Quer-:éline OH OH OH OH

o Fasmpfrol OH OH . OH -

Lutéoline OH - CH

weens Nerecitine OH 02 OH 02 OH

Figure 1.6. Structure de base des flavones et flavonols
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» Flavanones
Ces molécules sont caractérisées par I'absencewsealliaison en 2, 3 et par la présence
d’'un centre d’asymétrie. Elles existent sous forhita®s ou sous formes glycosylées. Sous
forme libre, les carbones en position 5 et 7 sucylele A peuvent étre hydroxylées ou
méthoxylées. Le cycle B peut aussi étre substiugosition 3’, 4', 5’ et 6'.
La principale flavanone est : La naringénine.

57 &
Naringénine OH OH OH

Figure 1.7. Structure de base des flavanones

» Flavanols
lls se distinguent des flavanones par I'abseneepidsition 4 d’un atome d’oxygéne relié au

carbone par une double liaison la plus rencontr&aesmtéchine.

5 7 ¥ 4
Catéchine OH OH OH OH

Figure 1.8tructure de base des flavanol

> Isoflavones
Les isoflavones constituent une branche spécifapgeflavonoides, qui different des autres
par la position du noyau phénolique B (en positB)nJusqu’a présent, plus de 1600 iso
flavonoides aglycones et glycosides ont été idéstifdont la grande majorité se trouvent

chez la famille des légumineus&&itch ; 2007).

12
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» Chalcones
Les chalcones, ou 1,3-diaryl-2-propen-1-one, mgmmtent une des classes majeures des
produits naturels appartenant a la famille desoftavdes. Chimiquement, ils sont dépourvus
du cycle C central et constituées par deux uni@satiques A et B, reliées par une chaine
tricarbonée cétonique B insaturée. Les cycles A et B sont équivalentsaales A et B des
autres flavonoides mais leurs numérotations smetrsges. Les plus abondants sont : butéine

et phlorétine

s . 3 4 N &
4 5 R ' Busine OH OH ©OH ©OH H
L€ | 6 Phipreine H OH OH OH OH
3 . a
3 ﬂ

Figure l.$tructure de base des chalcones

» Anthocyanines et anthocyanidines
Les anthocyanines désignent un vaste groupe desnfides, se sont les glucosides des

polyhydroxy et polymétoxy des dérivés de 2-phenydopyrylium ou les sels de flavylium.

- 3 7 3 4

R 4 - 2
; - J Pelargonidine OH OH H OH H
O ]_l ' . _ T, - _ - _ .
. x-*mth “al HW 5 le.an.ujlmu Cl:-I CI:-I CI:'I D:-I H
[ T T i "K\\ Pémidine OH OH OCH: OH H
= 3
o - o -
!ngj,f b3 oyele B
-~ 3 e
aycle A ale

Figure 1.1GBtructure du cation flavylium ou 2-phényl-1-benzojym

Les différences de structures entre les anthocgarsant reliées au nombre de groupes
hydroxyles, la nature et le nombre de sucres ataaHa molécule, la position de cette

liaison, la nature et le nombre des acides aligha ou aromatiques attachés au sucre dans la
molécule Mazza ; 1993, Kong ; 2008 Les plus importants sont : pélargonidine, cyar@d

et péonidine

13
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[1.2.3. Localisation et distribution des flavonoids

Les flavonoides sont impliqués dans de nombreugegactions des plantes avec les
conditions biotiques et abiotiques de leur enviemant, ces substances sont accumulées
dans difféerentes parties cellulaires et tissuladesla plante durant I'organogénése et sous
I'influence de plusieurs facteurs stimulantduizler; 1998). Sur le plan cellulaire, les
flavonoides sont synthétisés dans les chloroplgsiés migrent et se dissolvent dans les
vacuoles Piquemal; 2008, la répartition de ces composés montre des adetions trés
localisées, généralement en relation avec uneitnphysiologique ou avec l'interaction de
la plante avec son environnement. Ainsi, les flaidas qui ont une localisation épidermique
ont un réle d'écran vis-a-vis des rayonnementsrsslatandis que ceux qui sont impliqués
dans les mécanismes de défense ont plutdt unesaibah sous épidermiquBdgudet; 2000.

Les flavonoides sont largement abondants danspdeses des végétaux racines,
tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollengefthoeyen; 2002, ils peuvent aussi étre
rencontrés dans certains boissons et chez cerfaimsages (ex: tréfle) Urquiaga et
Leighton; 2000. D’autres travaux ont reportés la présence deaaeposes dans le miel et la
propolis, on en trouve également en quantité densombreuses plantes médicinales. Leurs
répartitions dépendent de leur degré d’'accessibditla lumiere. Ainsi, les flavonols sont
presque exclusivement présents dans les légumesilked et les fruits, a I'état glycosylé.
Cependant, certains flavonols ont été identifi@sssimrme de traces dans les parties de la

plante au-dessous de la surface duldalijorne; 1986, Hertog; 1992, Crozier; 199Y.

I1.2.4. Intéréts thérapeutiques des flavonoides :

Les flavonoides représentent une partie intégrake abmposés importants pour la
nutrition et la santé humaine. Ainsi, la consomoratjuotidienne moyenne recommandée des
flavonoides est environ 1g pour chaque persoReadelly; 2004. Ces donnés permettent
d’établir le lien entre fruits, et légumes, et effenéfique sur la santé, en effet toutes les
études épidémiologiques, ont suggérées qu’une miaten riche en flavonoides, est plus
particulierement les flavones, peut réduire leuesge nombreux cancers (cancer de poumon
et de colon), les maladies coronaires, et lesrmftations chroniques.

De nos jours, les propriétés thérapeutiques a@eb@aux flavonoides sont largement étudiées,
ils sont notamment : Antioxydants, anti-carcinogéeis, anti- oestrogéniqueMi¢ldieton ;

14



Chapitre | Généralités

2000, Hertog ; 1992, Di Carlo; 1999 inhibiteurs d’enzyme, antimicrobiensigrborne ;
1999, antiallergiquesNliddleton ; 2000), cytotoxiques et anti-tumorau&ozier ; 1997).

lll. ACTIVITES BIOLOGIQUES

L'un des facteurs importants du vieillissement @sé diminution progressive de la
capacité des cellules a lutter contre les phénomérmxydation. Il existe des défenses
physiologiques naturelles contre les agressionsatksaux libres et une part significative de
ces défenses provient de la nourriture.

L’oxydation des lipides est une cause majeure deéétérioration de la qualité des
aliments contenant des matieres grasses, d'olidaiton devenue de plus en plus fréquente
des antioxydants. Les antioxydants synthétiqueplles utilisés sont I'hydroxyanisol butylé
(BHA) et I'hydroxytoluéne butylé (BHT), ces deux noposés sont assez volatils et se
décomposent rapidement a des températures éleBémse(; 1979 ainsi les préparations
d’antioxydants naturels sont vivemeatherchées.

Depuis l'antiquité, les plantes aromatiques furetiisées le plus souvent par les
parfumeries. Cependant, durant ces dernieres diésenrlles sont devenues sources
d’antioxydants naturels et d’agents antimicrobi@endoniene; 2000.

Les plantes aromatiques possédent plusieurs astibiblogiques, parmi lesquelles on peut
citer les activités suivantes :

* Fongistatique * Insecticide

* Nématicide * Herbicide

* Bactériostatique * Antioxydante

[1l.1. Activités antioxydantes

Les flavonoides forment l'une des plus importafdesilles de molécules ayant des
activités antioxydantes, une caractéristigue aésoai la présence dans leur structure des
groupes hydroxyles liés a des noyaux aromatiquaslitersité de la nature et la complexité
des composés phytochimiques des extraits de plangesent I'élaboration de plusieurs de
meéthodes pour évaluer l'activité antioxydante etrgstimer I'efficacité de ces substances. La
majorité de ces méthodes sont basées sur la doloi@t la décoloration d'un réactif dans le
milieu réactionnel. Elles peuvent également étsgba sur :

* le métal réduisant la puissance (puissance antaoxgdéductrice ferrique, FRAP);

15
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* le balayage radical de peroxyl (capacité radicabsibrbance de I'oxygéne, ORAC);

* le balayage radical d’hydroxyle (analyse de desbage);

* le balayage radical organique qui nécessite la#ilon de I'ABTS (2,2'-azobis (3-
éthylique benzothiazoline-6-acide sulfonique) ou PBP (2,2-diphenyl-1—
picrylhydrazyl) comme radicaux libres et exprimé eapacité antioxydante
équivalente de Trolox (6-hydroxy-2, 5, 7,8-tetramyéthroman-2-carboxylic acid)
(TEAC) (Agrobio ; 2009).

Ces méthodes sont généralement appliquées soit'daalyse de I'alimentation et le systéme
biologique pour évaluer la peroxydation de lipidesaque la mesure du degré d'inhibition
d'oxydation, soit dans l'analyse des effets antiaxgs des extraits végétaux ou produits

pharmaceutiqued.@ngley-Evans; 2000.

I1.1.1. Le test DPPH
Le DPPH est un radical libre stable, avec une aiisor maximale de 515 a 518 nm.

La structure de DPPH est indiquée dans la figuessous:

N—N NO,

Figure .11 Structure du 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

La méthode est basée sur la dégradatioadical DPPHUnN antioxydant aura la
capacité de donner un électron singulet au radigghétique DPPHze coloration violette
pour le stabiliser en DPPH de coloration jauneevdra mesure de la décroissance de
coloration violette au cours du temps permet derd@her I'lCso, temps au bout duquel 50%
de coloration est perdue. Généralement interpsitela base de la quantité d’'un antioxydant
nécessaire pour faire diminuer de 50% la quantiti@aie de DPPH (I&), (des comparaisons
d’'IC50sont réalisées), le résultat est dépendant denleeatration en DPPH initiale. En

ajoutant une référence connue, on pourrait starstarkh méthode, en ramenant par exemple
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les résultats a un équivalent Trolox (une molédeleéférence, analogue structural
hydrosoluble de la vitamine E).
Cette méthode est généralement utilisée pour étudie mesurer la capacité

antioxydante totale des extraits végeétaux et alieness. Le mécanisme de réaction est illustre

dans le diagramme ci-dessous : ou AH est I'antiamydt R est le radical libre:

N
I |
M + A-H —_— MNH + A
0N NO2 OaN NOs
NO2 MO
O,N O,N
|
N—N"> NO, + R ~—— N—N NO,
O,N @ O,N

Figure I.1Récanisme de réaction.

[11.1.2. Le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Cpacity)

La méthode est basée sur la décroissance de ledshence de la fluorescéine en

présence d'un oxydant chimique 'AAPH (un radicatgxyl libre stable). Le produit a tester
peut étre capable de protéger la fluorescéine aedeire la vitesse de dégradation de la
fluorescence. Il posséde alors un pouvoir antiory@sgrobio ; 2007).
La méthode est réalisée en microplague dans ldegualus mesurons en paralléle, le déclin
de la fluorescéine au cours du temps en présencergentrations croissantes de Trolox, et
des échantillons a tester a différentes conceoibrsitiLe but est d’obtenir une réponse
comparable a celle de la gamme. On peut ainsi apaitement des données, calculer
I'équivalent Trolox.

La méthode faisant intervenir une cinétique, la unesde la capacité se fait par

l'intermédiaire du calcul des aires sous la cou@jest la seule méthode qui combine a la fois
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le pourcentage d’inhibition de la réaction d’oxydatet le temps de cette inhibition en une
seule mesure. Elle donne une mesure globale dapkrcité antioxydante. L'avantage majeur
du test ORAC est de proposer une mesure standardisiargement acceptéAgfobio ;
2009.

111.1.3. Le test TEAC/ ABTS. * Decolorization Assay

Le test Trolox Equivalent Antioxydant Capacity (TEPest basé sur la capacité d’'un
antioxydant a stabiliser le radical cationique ABT®e coloration bleu-verte en le
transformant en ABTSincolore, par piégeage d’'un proton par I'antioxydan
Une comparaison, de la capacité des antioxydastsfaée avec la capacité du Trolox a
capturer ABTS". La décroissance de I'absorbance causée pardiamiant refléte la capacité
de capture du radical libre. La capacité antioxyelagxprimée en équivalent Trolox (TEAC),
correspond donc a la concentration de Trolox algamtéme activité et la méme concentration
gue la substance a tester.

Il existe souvent des différences de valeurs darenéthodes du fait que les sources
de radicaux libres soient différentes, et que lesorydants répondent différemment aux
méthodes de mesure. Selon les matrices testéms, dw I'autre méthode est applicable. Par
exemple pour des extraits végétaux, les trois testd applicables. En revanche, pour le
plasma sanguin, la méthode ORAC semble plus indiglé fait que les radicaux peroxyl
utilisés dans le test ORAC sont les plus courammemtontrés dans le corps humain. La

valeur en est de fait plus significativ&grobio ; 2007).

IV. METHODES D’ANALYSE
IV.1. Méthodes chromatographiques
La chromatographie est une technique analytique mprimet la séparation des

constituants d'un mélange en phase homogéne liquidgazeuse. Le principe repose sur
I'équilibre de concentrations des composés présemi® deux phases en contact, l'une
stationnaire et l'autre mobile. La séparation eséb sur I'entrainement différentiel des
constituants présents dans la colonne. Ces derrégerparcourent avec des temps
proportionnels a leurs propriétés intrinsequesdlétastructure etc) ou a leur affinité avec la
phase stationnaire (polarité). A leur arrivée euntlute colonne, le détecteur mesure en continu

la quantité de chacun des constituants du mélavigei(; 1941).
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Il existe trois principaux types de chromatographie
* la chromatographie en phase gazeuse (CPG)
* la chromatographie en phase liquide a haute pedoce (HPLC)

* la chromatographie en couche mince (CCM).

IV.1.1. La chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La CPG est une méthode de séparation des compaséaxgou susceptibles d’étre
vaporisés par chauffage sans décompositions. Hlengt ainsi I'analyse de mélange
éventuellement trés complexe dont les constituaetsent différer d’'une facon considérable
par leur nature et leur volatilitd@@anchant ; 1982.

IV.1.1.1. Principe de fonctionnement

Le mélange a séparer ('ordre @gé est injecté, a I'entrée d'une colonne grace a
l'injecteur qui est porté a une température supéei@ la température de la volatilisation des
solutés a séparer. Les solutés a I'état gazeuxtsargportés par le gaz vecteur le long de la
colonne ou ils se solubilisent dans la phase stadive liquide Tranchant ; 1982).

Si la phase stationnaire est bien choisie, cestésluont étre inégalement retenus, ce
phénomene appelé rétention. Les constituants dangeélsortent I'un apres l'autre du fait de

leur différence de déplacement dans la colonndelmps de séjour du soluté dans la colonne
est appelé temps de rétentibtefidar; 1993).

A la sortie de la colonne, se trouve un détectewreqit un signal chaque fois qu’un
soluté sort. Le signal produit est proportionnk guantité de chaque substance. Ce signal est
amplifié, reproduit sur I'enregistreur et évaludade d'un intégrateur ou d’'un ordinateur
(Tranchant ; 1982).

IV.1.1.2. Appareillage

La chromatographe gazeux (Figure 1.13) comporte :

v" Lacolonne
C’est la partie la plus importante du chromatogeaplr c’est dans la colonne gu’a lieu le
processus physico-chimique de séparation, on distides colonnes capillaires qui sont de

longueur allant jusqu'a 60 m et de faible diamdwd ‘ordre du dixieme de millimetre, leur
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surface interne est couverte par une couche da Q,Jum d’épaisseur, elle est uniforme le
long de la colonne, cette couche appelée phaserstaire est lieu ou s’effectue la séparation
des constituants du mélange a analyser grace awnpieéde d’adsorption et aussi a la polarité
des solutésHeddar; 1993.

v Linjecteur
Pour pouvoir introduire I'échantillon a analysendde chromatographe on utilise une micro
seringue d’injection de I'ordre de 1 aplQl'injection se fait dans I'injecteur qui est péra
une haute température ce qui permet I'évaporatimtantanée de I'échantillon qui sera
transféré dans la colonne grace a un gaz porteyrega étre I’hydrogene, I'azote ou I’hélium.
La température de I'injection doit étre de 20 8@8Supérieures & la température d'ébullition
du soluté le moins volatiHeddar; 1993, Tranchant; 1982.

v Le diviseur d’entrée

La faible capacité de la colonne capillaire faitoqupeut injecter dans la colonne que trés
peu d’échantillon. Dans le cas d'une colonne reenjphase stationnaire + support) la
quantité d’échantillon injectée se situe entre 10gtL. Mais pour une colonne capillaire une
telle quantité sature tres vite la colonne.
Le role du diviseur d’entrée est d’éliminer a I'éseur la plus grande partie de I'échantillon
injecté par une fuite contrdlée alors gqu’une faiplatie 1/10 a 1/100uL pénétre dans la
colonne. Il existe plusieurs types de diviseursittée. Pour notre travail nous avons utilisé le

diviseur d’entrée « split-splitless(¥ranchant ; 1995).

v Le détecteur
A pour role essentiel de reconnaitre un solutéegtvibyer un signal électrique chaque fois
gu'un soluté est séparé. Il est caractérisé pasessibilité, on distingue les détecteurs
suivants :

» Détecteur a conductibilité thermique (DCT)

» Détecteur a ionisation de flamme (DIF)

» Détecteur a capture d’électron (DCE).

» Détecteur a azote phosphore (DNP).
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Figure 1.13. Chromatographe en phase gazeuse

IV.1.2. Chromatographie liquide a haute performance

La HPLC est une technigue de séparation analytguyeréparative d’'un mélange de
composés a haut poids moléculaire. Cette forméndmratographie est fréquemment utilisée
en chimie analytique. Dans la plupart des cas, PAE est la méthode proposée dans la
monographie pour les qualités de spécificité edéection qu'elle présente. De plus, elle
donne des résultats performants et permet de sé@pagegrande partie des composants d’'un
produit pharmaceutiqué(rgot; 2006).

IV.1.2.1. Principe de fonctionnement

L'échantillon a analyser est poussé par un liq@m®se mobile) dans une colonne
remplie d'une phase stationnaire de fine granuloen§ui permet une meilleure séparation
des composants. Le seuil de détection est égalgrhenbas. La combinaison de ces attributs

- rapidité et résolution élevées - conduit a I'diptien « haute performance Bifrgot; 2006).

Les solvants utilisés sont des combinaisons missilleau et de divers solvants organiques
(alcools, acétonitrile, dichlorométhane, ...). Senty la composition de la phase mobile est
modifiee au cours de l'analyse, c'est le mode"giiadient” ou "élution graduée”(en
opposition au modé&isocratique’, pour lequel la composition de la phase mobileerds

méme tout au long de l'analyse).
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L’échantillon a analyser est injecté en amont deolanne au moyen d’un injecteur online ou

une microseringue. Le volume d’échantillon est 'dedte de 20ul a 500ul. Le composé

séparé, au niveau de la phase stationnaire, esttéléh la sortie de la colonne qui est

directement lié & un ou plusieurs détecteurs ea §aurgot; 2006).

IV.1.2.2. Appareillage

Le chromatographe liquide (Figure 1.14)utilise :

un réservoir de phase mobile qui est pompée al'didne pompe et envoyée sous
pression dans la colonne chromatographique;
Un dégazeur pour éliminer les bulles d’air;
Une boucle d'injection qui détermine le volume'deHantillon a introduire;
Des colonnes en acier de petite dimension (10cnb@e longueur sur quelques mm
de diamétre). Ces colonnes sont remplies sous baegsion (600 bars) avec une
phase stationnaire constituée d’'un absorbant gseffées petites particules de silice
(5 - 10um) ;
un four pour contréler la température (0°C a 6Q3€)dant I'analyse ;
un ou plusieurs détecteurs en série tel que :

Le détecteur a absorption UV ou visible.

Le détecteur a indice de réfraction.

Le détecteur UV a barrette de diodes (DAD).

Le détecteur fluorimétrique
un collecteur de fraction ou réservoir de rejets ;
un ordinateur qui permet I'introduction des donng&i@si que la récupération et
traitement des résultats ;
le mode d’'analyse est déterminé selon la natur@liases :

Mode normale : phase stationnaiaipe, solvant apolaire ;

Mode inverse : phase stationnafr@laire, solvant polaire.
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Figure 1.14. Chromatographe en phase liquide

IV.1.2.3. Les grandeurs de rétention
La chromatographie en phase gazeuse repose sartamaombre de grandeurs essentielles
pour l'interprétation des chromatogrammes.

> Le temps de rétention t
C’est le temps qui s’écoule entre I'injection déchantillon et I'apparition du sommet du pic
du soluté, cette définition n’est valable que plagrpics étroits et symétriques. Le temps de
rétention est indépendant de la quantité injealéela nature et de I'abondance des autres
constituants, de la nature du gaz vecteur. Il dépban la température de la colonne et du

couple soluté/phase stationnaifegnchant; 1995).

tr=d/p (1.1)

d : Distance de rétention qui sépare le top d’ingecet I'abscisse du sommet du pic.

K : La vitesse de déroulement du papier de I'enteyis.

Le temps de rétention réduit est donné par laioglat

tr=(tr -ty ) (1.2)

t.: Temps de rétention qui va mettre le soluté agdation a la sortie de la colonne.
tm: Temps de rétention mort d’un soluté non retemigpphase stationnaire.

t- : Temps de rétention réduite.
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» L'indice de rétention
Introduit parKovats (Bengacemi; 200% en chromatographie isotherme, il est donné par la

relation(l.3).

l: (x) = [(log t-(x) —log +(z) ) / (log (z+1) —log £(z) ) ] + 100.Z2 (1.3)

Z: représente l'alcane a z atomes de carliife), d-(z) et ¢(z+1) sont respectivement
les distances de rétention réduite de la substacoanue et les alcanes a z et z+1 atome de

carbone qui sortent juste avant et apres la sutssianoonnue.

Vanen Dool et Kratz (Bengacemi; 200% ont par la suite introduit I'indice de

rétention a température programmée par I'expregsidn

I =200n. [(t (X) —t(2) / (t (z+1) —t(2))] + 100Z (1.4)
Avec :
t (X) : C’est le temps de rétention du soluté (xidét.
tr (z) : C'est le temps de rétention de I'alcane éoma& de carbone qui précéde (x).
tr (z+1) : C’est le temps de rétention de I'alcane-& atome de carbone qui suit (x).
n : Différence du nombre d’atome de carbone ergaleux alcanes (généralement n =1).

IV.1.3. Chromatographie gazeuse couplée a la speatnétrie de masse (CG/SM)

La spectrométrie de masse désigne une méthode lySanaui repose sur la
détermination des masses, des especes atomiquesnobéculaires individuelles de
'échantillon analysé, ce qui permet de recueillies informations sur sa nature, sa

composition et méme sur sa structure.

IV.1.3.1. Principe

C’est le couplage avec la CPG le plus intéresgamtqu’il permet d’obtenir des
informations concernent la structure de la plupas molécules. Les molécules entrainées
dans le flux gazeux, a la sortie de la colonnevanti directement dans la chambre
d’ionisation maintenue sous vide. L'ionisation sé& par impact électrique ou par ionisation

chimique. La fragmentation de la molécule permebténir un spectre de masse.
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Cette technigue consiste a ioniser par bombardegéieatronique, les molécules élues de la
colonne capillaire du chromatographe en phase gazelans l'enceinte sous vide du

spectrometre de masse. Les cations et ions radicanmnés sont ensuite séparés d’'apres leur
rapport (m/z) dans le champ électrique et / ou réagne de I'analyseur, et connectés au

multiplicateur d’électrons qui amplifie ce couramique. Etiévant ; 1993, Crocq; 1982

IV.3. Spectrométrie d’absorption UV-visible

La spectrophotométrie UV/Visible est une méthodmdlyse quantitative, fondée sur
I'étude du changement d'absorption d’'une lumiérenaoloromatique par un milieu en
fonction de la variation de la concentration d'wmstituant. Cette méthode d'analyse est
intéressante et s'applique a un trées grand nontaosiages. Elle permet de travailler sur de

faibles quantités de substances et elle n’est @stsuttrice vis-a-vis de I'échantillon

IV.3.1 Principe
Le principe de la quantification consiste a doseeaement le soluté en utilisant la
relation de Beer-Lambert. Elle permet de détermlaetoncentration de chaque substance

dans I'échantillon a analyser selon la relatiodcdsuivante :
A=¢el.C (L.5)

A : Absorbance (sans unité).
¢ Coefficient d’extinction molaire (L.mol-1.cm-1).
| : Trajet optique (cm).

C : Concentration de la substance dans la sol@tmai/L).

Pour pouvoir appliquer cette loi quantitative,auf connaitre le coefficient d’extinction de la
substances]. Ce dernier varie en fonction du solvant dansiéédp substance est dissoute et
de la longueur d’onde d’absorptioBurgot ; 2006).

Si leg n'est pas connu, il est nécessaire de tracer oude d’étalonnage de I'absorbance en
fonction de la concentration avec une gamme desettrations d’'un témoin ou la loi de

Beer-Lambert est vérifiee (linéaire).

Cette loi n’est vérifiée que dans les conditionsgantes :

e Lumiére monochromatique.
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* Solution trés diluée (concentratigril0-2 mol/L).

* Pas de réflexion, diffusion ou fluorescence duckasi incident.

IV.3.2. Appareillage
Les spectrophotométres sont des appareils perrhaitan sélection continue des
longueurs d’ondes par un monochromateur (Figugs (Burgot ; 2006).

détecteur galvanométre
{convertisseur ou affichage
photans-électrons)  digital

@

Figure 1.15. Schéma descriptif d'un spectrophotométre UV-Visibl

fente

SOUrce

lumineuze  |entille manochramateur  cove
{focalisation) {zalution & analyser)

Un spectrophotométre comprend quatre parties esiest

> Les sources
Les plus employées sont celle au deutérium qui éonetment dans I'UV mais peu dans le
VIS et une lampe au tungstene qui émet fortemems VIS mais peu dans la région basse
de I'UV. Elles émettent un spectre continu et quejraies atomiques qui permettent de faire

un calibrage en longueur d’onde par exemple.

» Le monochromateur
Composé d'une fente d’entrée, d’'un dispositif dgpdrsion (un prisme) et d’'une fente de
sortie. La lumiere polychromatique de la source festlisée sur la fente dentrée du
monochromateur qui transmet sélectivement une béimdiee de lumiére.

> lacuve
Elle contient soit I'échantillon soit la référent@ largeur de la cuve est définie patriget
optique Elle doit étre en quartz, transparente aux remhat
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> Les détecteurs
Les détecteurs couramment employés sont des pbdesliqui mesurent l'intensité | de la
lumiere non absorbée par I'élément a doser. Cetteéeke passe donc a travers la cuve sans
gue les photons agissent sur les électrons dan&ié Dans de tels spectrométres, tous les

éléments sont situés sur la méme ligne.

V. TRAVEAUX ANTERIEURS SUR L’ ARTEMISIA HERBA-ALBA

Dans le cadre d'une contribution a la valorisata® I'Artemisia herba albades
travaux ont été portés sur l'analyse des propri@ésniques et biologiques (activité
antioxyante, antimicrobienne...) notamment d’int@@tmiotaxonomique. Des études sur les
huiles essentielles obtenues par entrainementvadaur, I'isolation et I'élucidation de la

structure des flavonoides qu’elle contient.

Benjilali et Richard. (1980) réalisent une étude qualitative par GC/M318 échantillons
d’Artemisia herba-albaprovenant de difféerentes régions du Maroc. lls mntifie 16
Composes terpéniques et 3 composes cetoniquesskasg chémotypes.

Par la suite, en 1982 en étudiant par la méme igebnl100 échantillons récoltés sur tout le
territoire marocain, ils arrivent a distinguer 7atadypes, suivant les constituants majoritaires
Lemberg. (1982) en effectuant des études analytiques tassgges sur les mémes
échantillons du Maroc, identifie 25 nouveaux cduostits. Il constate que la composition de
I'huile est fortement influencée par la périodéedieu de végétation de la plante et préconise
pour sa cueillette la période comprise entre jtimetobre.

Feuerstein et al (1988) identifient plus de 30 composés dans laitedh essentielles de
différentes populations d’Armoise blanches d’Esmagar GC/MS ; le camphre et le
1,8 —cinéol sont les plus prépondérants.

Benmansour.(1999) identifie 12 composés GC/MS dans différenéggons de Tlemcen. Le
camphre apparaitre étre le constituant majoritéares toute les stations étudiées.

Bezza et al (2010) étudient la composition chimique de I'euglssentielle’drtemisia herba
alba provenant de la région de Biskra (Algérie). 46 cosgs ont été identifies. L’huile a été
caractérisée par un contenu en acétate de cisartingnyle (25,12 %), du 2E, 3Z-2-
éthyliden-6-méthyl-3,5-heptadienal (8,39 %), de-thujone (7,85 %), de l'acétate de
myrtényle (7,39 %), de la verbénone (7,19 %) daddrysanthénone (4,98%).
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Ghanmi et al. (2010) réalisent une étude comparative sur I'effeia date de récolte sur le
rendement, la composition chimique et la bioadtivites huiles essentielles de I'armoise
blanche Artemisia herba-albpde la région de Guercif (Maroc oriental).

Zouari et al. (2010) les études sur la composition chimiquesaetil’ité biologique d’huile
essentielledrtemisia herba-albade Tunisie. Identifie 48 composés par GC et G&/M
L’essence présente des constituants majoritaisefelel’acétate de cis-chrysanthényle
(10.60%) ;Sabinyl acétate(9.13%) eitthujone(8.73%). Elle est dotée d'un pouvoir
antioxydant intéressent.

Dahmani. (2010) identifie 164 composés par GC et GC/MS ddifférentes régions
d’Algérie. Elle évalue I'activité anti oxydante leiblogique des différentes huiles essentielles
par l'inhibition du radical DPPH. Elle procéde &gaknt a I'isolement des composés dotés
d’activité antioxydante par différente méthode ctpdes en utilisant la méthode on line
HPLC-DAD-DPPH pour le repérage des composé adiile. a évalué également l'activité

antioxydante des différents extraits et des conmpizedés.

En plus des travaux ciblant les propriétés chinsgdidrtemisia herba-albad’autres ont porté
sur l'analyse des propriétésolmgiques. Ainsi, Yasphe et al. (1979), ont momjue I'activité
antimicrobienne des huiles essentielles de la @rtemisia herba-albgécoltée au Moyen

Orient est due au Santalina alcool et a I'artenagtaol qu’elles contiennent.
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Les substances organiques sont génératgrésentes a de faibles concentrations dans
la biomasse de l'aliment. Avant de pouvoir utiliser analyser de telles substances, il est
nécessaire de les extraire de leur matrice.

Plusieurs méthodes d’extractions des composeésetatant été mises au point telles que
'hydrodistillation, I'entrainement a la vapeur, tection continue par Soxhlet et la

macération. Cependant, ces composés naturelsgonts comme étant thermosensibles et
vulnérables aux réactions chimiques. La perte d&ios constituants, la dégradation de
certains composeés insaturés par effet thermiqupaothydrolyse, ainsi que la présence de
résidus de solvants organiques plus ou moins tesigqoeuvent étre engendrés par ces

techniques d’extractiorDjabou, 2006.

|. MATERIEL VEGETAL

Plusieurs techniques sont disponibles ptar préparation d’extraits, a intéréts
aromatiques, a partir des plantes aromatiquesdicinales. La distillation est I'une de ces
techniques la plus ancienne et la plus courantanfgle procéder a cette opération qui vise a
recueillir 'huile essentielle, la préparation dwatériel végétal est une opération importante
gu’il faut mener avec soin, car la gestion du pdégcé’extraction et la qualité de I'extrait
obtenu seront largement tributaires de cette pafipar

l.1. Echantillonnage

v' Récolte de IArtemisia herba alba
Les échantillons d&. herba-alba ont été récoltés durant le mois de mai 2012 darégian de
sidi aissa wilaya de M'Sila a 110Km de Wilaya de tuzou. Seule la partie aérienne
(feuilles et tiges) a été collectée en debut dem@datafin que le matériel végétal soit le plus
frais possible.
L’identification de I'échantillon de A.herba-alba a été réalisée au Laboratoire lofelogie
végétale de la Faculté des Sciences Biologiquésgeinomiques de I'Université Mouloud

Mammeri de Tizi Ouzou.
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v' Préparation de la matiére végétale
L’échantillon fraichement cueilli (4 mai 2012) eptéalablement séché a l'air libre et a I'abri
de la lumiere pendant 3 a 5 jours. Le temps deagasa I'extraction doit étre le plus bref
possible. Avant I'extraction (8 mai 2012), la megizégétale (tige+feuilles) est préalablement

coupée en petit batonnets d’environ 1cm de long.

|.2. Détermination de taux d’humidité (teneur en ea)

Dans le but de déterminer le taux d’huréidit la teneur en eau, nous avons procedé a
'étude cinétigue de la masse humide (mt) en fonctdu temps de trois échantillons
d’A.herba alba d’'un méme lot, en les pesant chaque jours jusdtéindre une masse stable.
Les échantillons séchés dans un endroit aéré etéosunt ensuite placés dans une étuve
réglée a 110°C durant 6 heures. La masse sechea (@s)déterminéelaide d'une balance de
précisions a 0,01g (2.71, 2.70, 2.03)

La teneur en eau est déterminée a partir :
W =t — ms) / ms (1.2)

W: la teneur en eau du matériel végétal

mt: masse du matériel végétal humide en fonctiored®ws (g)

ms: masse du matériel végétal sec (g)

La moyenne de la teneur en eau pour les troisnilbas est donnée par la relation suivante:

S

W (moy :OT (1.2)

W (moy): la teneur en eau moyenne

n : nombre d’échantillons

Le taux d’humidité exprimée en % est:
y = (Mt —ms).100 / mt (11. 3)
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y :taux d’humidité
mt: masse du matériel végétal humide en fonctiored®s (g)
ms: masse du matériel végétal sec (g)
1.3. Détermination de la vitesse de séchage
Par définition la vitesse de séchage esat@tion de la teneur en eau en fonction du
temps.
V =-dW /dt (1.4)

V : la vitesse de séchage (% en poids d’eau/jour)
dW : la variation de la teneur en eau (%)

dt : la variation de temps (jour)

[I. EXTRACTION DES HUILES ESSENTILLES
Les extractions ont été réalisées au sain Ldboratoire d’Analyse Organique
Fonctionnelle (LAOF) de la Faculté de Chimie de nivkrsité des Sciences et de la

Technologie Houari Boumediene.

Il.1. Méthode d’extraction

L’extraction de I'huile essentielle a éfifeetuée par hydrodistillation classique sur un
appareil de type Clevenger modifidiguel et al ; 1976 (Figure 11.1). Les extractions ont été
réalisées par ébullition de 300 g de matériel \@gétans un ballon de quatre litres rempli
d’eau (2/3 du volume du ballon) pendant deux heures

Les vapeurs formées montent le long de la colommesr@rainant avec elles les huiles
essentielles. Ces vapeurs sont condensées danéfrigérant, le condensat (eau + huile
essentielle) est récupéré dans une ampoule a décdrHE obtenue par une simple
décantation est séparée minutieusement de la pgudieuse.

Les huiles essentielles obtenues fluides, de coyéeune pale et dégagent une forte odeur,
fraiche et agréable sont conservées dans des $lacobrés hermétiques a basse température

(-4°C) et a I'abri de la lumiére pour évitée todégradation.

31



Chapitre II Matériels et méthodes

Réfrigérant\

Chauffe ballon Matiere végétale + eau

Figure 11.1. Appareil de Clevenger modifié

[I.2. La composition chimique d’huile essentielle
La composition chimique des huiles a été déite¥e par la technique de Chromatographie
en Phase Gazeuse (CG) et la techniqgue de Chroraptogren Phase Gazeuse couplée avec

la Spectrométrie de Masse (CG/MS) sous les comditippératoires suivantes :

11.2.1. Chromatographie en phase gazeuse
L’analyse qualitative et semi-quantitative des Bess a été menée sur une colonne capillaire
en silice fondue apolaire HP5 MS de 25mquipée d’'un détecteur a ionisation de flamme

(FID). Les conditions optimales d’analyse sont dmemdans le tableau (I1.1).

Tableau I1.1. Conditions opératoires GC

CG

Appareil : Hewlett- Packard 6890

Colonne : HP5 MS (25m x 0,32mm x Qy@5, diméthylpolysiloxane)
Gaz vecteur : Azote

Débit du gaz : 0,5 mL /mn

Température de l'injecteur : 250°C

Température du détecteur : 250°C

Quantité injectée : 0,2 ul

Température de colonne : 45°C/8 min jusqu'a 2BIB@in a raison de 2°C/min.
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Le pourcentage de chaque constituant dans I'esestoealculé par intégration des aires du
chromatogramme. Une série d'alcanes linéairessG4) est injecté dans les mémes
conditions pour calculer les indices de rétentietors Van Den Dool des constituants des

huiles essentielles relation (1.4).

I1.2.2 Chromatographie en phase gazeuse coupléeadpectrométrie de masse
La confirmation de I'identification faite par sit@chromatographie gazeuse et compléter par
Chromatographie en phase gazeuse couplée a laspétie de masse dont les conditions

d’analyse sont regroupées dans le tableau @i.2pres :

Tableau I1.2. Conditions opératoires GC/MS

GC/MS

- Chromatographie gazeuse
Appareil : Hewlett- Packard 6890

- Spectrométrie de masse
Appareil : Agilent MSD 5973

Colonne : HP 5 MS (30 m x 0.32 mm x 042%)
Gaz vecteur : Hélium

Débit : 0.5 mL /mn

Température de l'injecteur : 250°C
Température du détecteur : 250°C

Quantité injectée : 0.2 uL

Température de colonne : 45°C/8 min jusqu'a
250°C/15 min a raison de 2°C/min.

Mode d’ionisation : impact électronique
Tension d’ionisation : 70 eV, basse résoluti
Balayage automatique : m/z 25 a 350
Température de la source : 280°C
Interface : Couplage direct

Courant de filament : 1Q@\.

Tension d’accélération : 5 Kv

Pression : 2.18Torr

on

Afin de calculer les indices de rétention des dé#fés constituants, un meélange d’alcanes a

été injecté sous les mémes conditions.

[1.2.3. Identification des composés

L’identification des composés séparés sur la caapolaire ont été déterminés par

comparaison des spectres de chaque constituaokaloanés par les librairies Wiley 7,
NIST 02 et NIST OFNIST ; 1999) Les résultats ont également été confirmés par la

comparaison de leurs indices de rétention, parar@pC-Czsn-alcanegVan Den Dool et
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al;1963)injectés en GC sur une colonne capillaire et elM&ECdans les mémes conditions
gue les huiles. Certains constituants ont été nogB par l'analyse des étalons dans les
mémes conditions décrites ci-des@Dahmani et al ; 2009. Adams ; 1995) e pourcentage
de la composition de chaque constituant dans léssha été estimé par la méthode de

normalisation des aires des pics par @8ams ; 2001, Adams ; 2007).

lll. EXTRACTION DES POLYPHENOLS

L'extraction liquide-liquide est la plesnple des méthodes de séparation. Elle consiste
a faire passer un produit dissous dans une phasieldi appelé le soluté, dans une seconde
phase liquide non miscible avec la premiére. Enique, les solutés sont souvent dans une
phase aqueuse. Un solvant organique (éther, acftteyle, chloroforme etc.) est utilisé

pour les extraire.

l1l.1. Préparation des extraits
Le matériel végétal est séché a l'air lipe:ndant quelques jours. La plante est ensuite
réduite en poudre a l'aide d’'un petit broyeur aidesl de marquéKA A 10 basic, puis

conservée dans des flacons en verre a I'abri bevigre.

[11.1.1. Appareillage
Pour la macération suivie de I'extraction liquidguide nous avons besoin:

* Broyeur.

e D’un erlenmeyer d’une capacité de 250ml
» D’un entonnoir

* De papier filtre

* Des petits flacons ambrés

* D’une ampoule a décanter.

* D'un rota vapeur.

e D’une pompe a vide.

* D’une balance électronique.

[11.1.2. Modes opératoires
[11.1.2.1. Macération
Cette opération consiste a épuiser le matérielta€géa contact d'un solvant
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v" Premier protocole
2g de matériel végétal séchées et broyées otdigsées au contact de 100 ml d’éthanol dans
un erlenmeyer de telle facon que le solvant Cotota@ement le matériel végétal pendant 24
heures. Les extraits éthanoliques ont été obteamusqis macerations successives.
Apres filtration, le filtrat est évaporé a sec spuosssion réduite a 40°C par a un rota vapeur.
L’extrait sec E1) obtenuest repris par I'eau bouillante; la solution refreiest extraite par
l'acétate d’éthyle (3x50ml) et agitée rigoureusetnaprés décantation la phase acétate
d’éthyle est séparée de la phase aqueuse et évapsee sous pression réduite a 40°C pour
obtenir I'extrait £2). La phase aqueuse est affrontée dans une ampodézanter au n-
butanol (3x50ml) aprés décantation et évaporati@e@on obtient I'extrai{E3). Chaque
extrait sec est récupérer par 5ml de méthanol.

Le protocole d'extraction est résumeé dans la figlr2).

2g de la partie aeérienne d'A_herba-alba broye
macare dans FtOH absolne 3x100ml (25°C, 24h)

Extrait d°éthanol Residue
EVApOIé A sec
100 ml d*ean bouillante
Fhase agnense
extraite par 'acdtate
d'éthyl S0mLx3)
Fxrait FtOAC Phase aguense extraite
EVADOTE d Sec par n-botanoel
(50mLx3)
Phase n-EnOH gau
BVapOore i sec

Figure 11.2. Premier protocole d’extraction
v' Second protocole
2g de matériel végétal séchées et broyées ontydtélizsé par 150 ml d’'une solution d’acide
chlorydrique (2N) dans un bain marie pendant 40utes a 40°C. Apres filtration, la phase
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agueuse est extraite par I'éther de pétrole (3xpOaprés décantation, la phase éthéré est
récupérée et concentrée & sec a 40°C par a umapéar, on obtient 1’extraiE(1). La phase
agueuse est ensuite affrontée au n-butanol (3x588parée et évaporée pour obtenir I'extrait
(E'2). Chaque extrait sec est récupéré par 5ml de meitha

Le protocole d'extraction est résumé dans la &idlir3).

2g de la partie aerienne
d'A.herba-alba poudre +100mL
HCL{2M) (40°C, 40min)

Extraction Jx50mL
éther de pétrole

Phase acide Extrait d'éther

extraite 5 5 3
3x50mL n-BuOH evapore a sec

Exrait n-BuOH
évapore a sec

Figure 11.3. Second protocole d’extraction par hydrolyse

[11.1.3. Intéréts des solvants utilisés

v' La phase d'éther de pétrole sépare les produgsapelaires tels que les acides gras,
les huiles saturées, les stérols et les caroténoide

v' La phase d'acétate d'éthyle sépare les produitemmeynent polaires tels que les
mono glycosides, les saponines, les alcaloidesuidss essentielles...

v' La phase de n-butanol sépare les produits les gil&Eres comprenant les oses et
osides, les hétérosides, les acides aminés, laeesaghénoliques et les tanins
(Benhamza L,2008)
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[11.2. Identification de la composition des extrais par HPLC
L’analyse qualitative et semi-quantitatives dextraits a été menée sur une colonne C18
hypersil BDS équipée d’'un détecteur UV variables tenditions opératoires optimisées afin

d’avoir la meilleure séparation possible sont récégs dans le tableau (I1.3).

Tableau 11.3. Les conditions opératoires optimisées pour I'asalyar HPLC.

HPLC

Colonne : C18 hypersil BDS (250 x 4,6 mmp§

Phase mobile Solvant A : MeOH:@EIOOH
Solvant B: ,;B: CH;COOH

Détecteur :  UV/Visible variable

Longueur d’onde : 230 nm.

Volume injecté : 2L

Débit : 0,7 ml /min

Température Ambiante : (30°C)

Les deux solvants d’analyse sont une solution Aid& acétique (AcOH) a 0,2% dans le
MeOH (99,8:0,2: v / v) d’'une part et une solution’BcOH dans HO (99,8:0,2 : v/ v) d’'une
autre part a une température de 30°C. Le gradidiseudans la HPLC analytique est détaillé

dans le tableau ci-dessous.

Tableau 11.4. Gradient utilisé pour I'analyse par CLHP

Gradient
Temps(min) Phase A(%) Phase B(%)
0 5 95
35 70 30
40 70 30
45 5 95
55 5 95

(A) MeOH: CH3COOH; 99.8:0.2 (V/v) et (B)#®:CHCOOH: 99.8:0.2 (V/v).
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[11.2.2. Chromatographie liquide : On-line HPLC-DPPH

L’appareil de HPLC décrit ci-dessus est combinécaua systtme de réaction
postérieur a la colonne (post-colonne).
A la sortie de la colonne (débit 0.7 ml/min) ongaaine valve de commutation de 6 ports qui
permet de diriger I'éluat directement au détectedans une premiere injection de
I'échantillon, ou de le diriger vers le tube dmction, de 3 m de longueur et 0.5 mm de
diamétre interne, dans une seconde injection, ®8llents se mélangent avec une solution du
radical DPPH (7.09 x I8M) dans le méthanol avec un débit de 0.7 ml/minyvee pompe.
A la sortie du tube de réaction, le détecteur metaidiminution dans I'absorbance pour le
radical libre DPPH a 515 nm.
Les extraits sont préparés dans des solutions nmathaes et injectés a une quantité dgl20

dans les mémes conditions que précédemment.

IV. DETERMINATION DU RENDEMENT D’EXTRACTION
L’évaluation de chaque extraction a été réaligar le calcul du rendement qui est défini
comme étant le rapport entre la masse de I'exttaiénue et la masse seche de la matiere

végétale utilisée donné selon la relat{tirb)

R : rendement en pourcentage (%)
me: masse de l'extrait ()
m : masse du matériel végétal (g)

y: Taux d’humidité de la charge utilisée dans Iragtion.

V. ETUDE DE L'ACTIVITE ANTIOXYDANTE DES ESSENCES

Ces derniéres années, l'intérét porté aatioxydants naturels, en relation avec leurs
propriétés thérapeutiques, a augmenté considérahteres recherches scientifiques dans
diverses spécialités ont été développées pourdietkon, I'identification et la quantification
de ces composés a partir de plusieurs substanteslies a savoir, les plantes médicinales et

les produits agroalimentairéSanchez-Moreno;2002, Marc et al ; 2004luang ; 2005).
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Plusieurs méthodes sont utilisées pour évaluertilige antioxydante par piégeage de
radicaux différents et la méthode choisie dansaeat est celle du radical libre DPPHe.

V.1. Evaluation de I'activité anti-oxydante

L’activité antioxydante a été évaluée emawViolet par le test du piégeage du radical
DPPH (Brand-Williams et al ; 1995) stable pour les huiles essentielles et les corerée
I’ Artemisia herba-alba ainsi que celle du BHT et de rosmarinique apresazguiminutes de
réaction ar=515nm sur des solutions méthanoliques meres dénilnginsi que sur une
gamme de concentration (25-5@0ml) dans du méthanol pour UVableau A.1 (annexe)2
La moyenne sur trois essais des pourcentages tiegea radical ont été calculés a partir de

la relation ci-dessous:
%CR=|A2|x100  (1.6)

Ag est I'absorbance du blanc (t = Omin).

Aaest 'absorbance de la solution de I'extrait t€sté 15min).

V.2. Préparation de la solution alcoolique de DPPH

Nous avons dissous 2.9 mg de DPPH danarlQGfe méthanol. La solution doit étre
préparée a I'avance car la solubilisation estdiéiet elle ne se conserve pas plus de 24h a
I'obscurité.
La valeur de I'absorbance a été ajustée a 0,8Q030 515 nm). La concentration exacte de
la solution est calculée par interpolation de ldewa de l'absorbance dans la courbe
d'étalonnage du radical DPPH (y = 0.1121x + 0.0655; 0,999).

V.3. Protocole expérimental

1. Le blanc
Une solution méthanolique (2,4 ml) du radical DPPH09 x 10-5 M) est mélangée
directement dans une cuve UV en plastique avec dthanol (1,2 ml). La mesure de

'absorbance a 515 nm est prise immédiatemenO(hm).
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2. L’échantillon
Une solution méthanolique (2,4 ml) du radical DPFI9 x 13 M) est mélangée dans une
cuve UV avec une solution méthanolique (1,2 mlyé&&hantillon a évaluer, préparée en trois
essais, agitée et maintenue a température amleardans l'obscurité avant de prendre la
mesure de I'absorbance dans un spectrophotomé&t® am. Les mesures sont prises apres
15 minutes.

La réduction du DPPH s’accompagne par le passatgeabeileur violette a la couleur jaune.
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. CINETIQUE DE SECHAGE

|.1. Détermination de taux d’humidité (teneur en eau)

Pour étudier la cinétique de séchage on a calculé la variation de la teneur en eau (W) et de
taux d’humidité données par les équations (I1.1, 11.3) en fonction du temps de séchage. Les
résultats trouvés sont regroupés dans les tableaux (Al, A2 annexe 1) et schématisé par la
(Figurelll.1).

3.000

2.500

2.000

1.500

Wmoy

1.000 *
0.500

0.000 * 9
0 2 4 6 8 10 12

Temps (jours)

Figurelll.l. Evaluation de lateneur en eau de I'A.herba alba en fonction de temps

L'analyse de la figure (I11.1) montre qu'au cours de séchage, la teneur en eau diminue
progressivement puis devient pratiquement constante. On constate ainsi deux phases distinctes:
» Laphasel : du début du séchage aux cinquiéme jours ; montre une diminution rapide de
la teneur en eau du matériel végétal jusgu’ au point critique [5, 0.119] correspondant a
I’ évaporation de |’ eau de la couche superficielle.
» Laphasell : du 5-10 joursla courbe montre une stabilité de la teneur en eau, ce qui
pourrait ére expliqué par un équilibre éabli entre la teneur en eau du milieu

environnant et le matériel végétal. Dans ce cas, on peut dire que le séchage est achevé.

Figurelll.2. Letaux d humidité de |’ A herba alba fraiche
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Les végétaux sont riches en eau, les plantes fraiches renferment 60 & 80 % d’ eau. Pour assurer
une bonne conservation, lateneur en eau doit étre inférieure ou égale a10 % (Paris et Moyse,
1965).

Les analyses de nos échantillons ont révélé un taux d humidité moyen important de 54,18%.
Cela signifie approximativement que la moitié du poids de la plante fraiche est constitué par
del’eau (Figurelll.2).

Apres que le séchage est achevé, e taux d humidité passe de 54,18% a 0%. La teneur en eau,

inférieure a 10% confére a notre plante séché une meilleure conservation along terme.

|.2. Détermination dela vitesse de séchage

Pour mieux comprendre le phénoméne de séchage des plantes nous avons déduit I’ évolution
de la vitesse au cours du temps en appliquant la relation (11.4) pendant toute la durée
d’ extraction en déterminant la tangente a chaque point de la courbe représentative de
I’évolution de la teneur en eau au cours du temps (Figure 111.2, Tableau A3, Annexe 1) qui

est schématisé par la (Figure 111.3).

0.400
0.350 *
0.300
0.250
0.200

-dw/dt

0.150

0.100 *

0.050 *

0.000 * > —

Temps (jours)

Figurelll.3. Evolution de lavitesse de séchage de I’ A. herba alba en fonction du temps

La courbe représentative (111.3) montre que le phénoméne de séchage de notre plante

S effectue en deux périodes :
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» Une période a vitesse él evée décroissante qui correspond au début de séchage jusgu’ au
point critique [4,0.313], cette diminution rapide de lateneur en eau de lamatiere
veégétal est la conséquence de |’ évaporation de |’ eau de surface.

» Ladeuxieme période a vitesse décroissante faible jusqu’ elle devient nulle correspond

au (4,10) jours, montre la disparition compléte de |’ eau de la matiere végétale.

Calcul des vitesses de séchage

Elles sont données par les relations suivantes :
Vi=-(Wc- Wi)/ (tc-ti)

V2=-(We-Woc)/ (te- tc)

Avec:

V1: Vitesse de lapremiére période.

V2: Vitesse de la deuxieme période.

Wi: Lateneur en eau al’ état initial ti - tempsinitial
We: Lateneur en eau al’ état critique  tc: temps critique

We: Lateneur en eau al’ équilibre te: temps d’ équilibre

Letableau (111.1) regroupe les valeurs des vitesses de |a premiére et |a deuxieme période de la
partie aérienne de I’ Artemisia herba alba.

Tableau I11.1. Vitesses de séchage

Vitesse Artémisia herba-alba
Vi1 0,804
V> 0,052

I[I.LESHUILESESSENTILLES

I1.1. Détermination du rendement d’extraction

L’ étude est basée sur deux extractions pour un méme échantillon. Les rendements obtenus en
huile essentielle selon les conditions d’ extraction sont déterminés a partir de larelation (11.5)

et représentés dans le tableau (111.2).
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Tableau I11.2. Rendements en huile essentielle d’ A .herba- alba

Poidsdela charge (Q) Quantitéen HE (g) Rendement (%) R moy (%)
2,79 1.05
300 111
3,09 1.17

Au vu de ces résultats, il apparait que le rendement moyen en HE obtenue par
hydrodistillation est important, et compris dans I'intervale [0.3-1.6%] cités dans la
bibliographie (L attaoui ; 1989).

I1.2. Analyse del’huile d’ Artemisia herba alba par GC et GC/M S

Les analyses chromatographiques des huiles essentielles nous a permit de déterminer
simultanément |le nombre de constituants de |’ huile, leurs concentrations respectives et leurs
ordres d’élution qui renseignent sur la volatilité, c'est adire aleurs masses moléculaires, et
leurs polarités.

L’ analyse qualitative et semi-quantitative des essences extraites par hydrodistillation a
été effectuée par GC sur une phase stationnaire apolaire HP5SM S (Polyméthyle siloxane, 30m
x 0,25mm x 0,25um). L’identification a été réalisée gréce au couplage GC/MS en impact
électronique (IE), sur une méme colonne par comparaison avec les spectres de masse dga
référenciés, a ceux de la banque de spectres (Nist et Wiley 07) et a des étalons injectés dans
les mémes conditions opératoires que I'échantillon d huile essentielle. L’injection des n-
alcanes, dans les mémes conditions opératoires nous a permis de calculer les indices de
rétention de tous les pics (voir les détails dans la partie expérimentale de ce chapitre). Les

taux sont évalués en fonction de la surface des pics (AFNOR ; 1996). .

L’ analyse de I’ essence par GC et par GC/M S, a montré des différences importantes dans
la composition du point de vu qualitatif et quantitatif. Le chromatogramme, de |’ huile

essentielle, obtenu sur une colonne apolaire HP-M S5 est représenté sur la (Figure [11.4).

Les nombres de pics obtenus sur le chromatogramme en courant ionique total des
essences sont inférieurs aux nombres de spectres indexés car un pic peut représenter deux a
trois constituants mal séparés. Le détecteur utilisé en GC/MS, de par sa grande sensibilité peut

permettre une détection des constituants a I’ état de traces. Pour certains nombres de spectres,
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nous n'avons pas pu déterminer avec précision le composé correspondant par manque de
spectre de référence.

La combinaison de la GC et de la GC/MS, nous a permis d’identifier 50 composés

correspondant a 90,56 % de la composition totale pour I’ essence, tableau (111.3).

(T T 7T PP PP P L PP TP T

(SR

= B T===

Figure.l11.4. Chromatogramme de |’ essence d’ A. herba alba obtenue par hydrodistillation

L’analyse semi-quantitative de I'HE (Figure 111.5) montre une prédominance en
camphre (24,09 %), la Chrysanthénone (12.55 %), le 1.8-cinéole (10.93 %), lefilifolone (8.63
%), la cis-jasmone (7.85 %), le camphéne (4.74 %), I’ a-thujone (4.26 %) et le Bornéol (3.91
%). La composition chimique est trés spécifique pour cette plante algérienne.

D’autres composés sont également présents dans cette essence, mais a des teneurs
relativement faibles : B-thujone (2.70 %), le terpinene-4-ol  (1.69 %), |’ o pinene (1.28 %).
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m Camphre

M Chrysanthénone

m 1.8-cinéole

2%
3%
4%

m Filifolone

W cis-jasmone
®m camphéne
m 'a-thujone
4%
m Bornéol

' B-thujone
m terpinéne-4-ol
W o pinéne

reste

Figurelll.5. Distribution des constituants majoritaires de I’ huile essentielle d’' A .herba alba

Parmi les cinquante composes identifiés, sept d’ entre eux (camphre ; chrysanthénone,
1.8-cineole, filifolone, cisjasmone, campheéne et a-thujone) peuvent étre considérés comme
les principaux constituants, représentant plus de 73 % de latotalité de I’ HE.

Le camphre (24,09 %) est le constituant majoritaire de I'HE analysée. 1l n'est qu’en faible

guantité dans celledela Tunisie (Zouari; 2010).

La chrysanthénone (12,55 %) est absente dans des HE de Jordanie (Hudaib; 2006) et
elle est peu présente dans celle de Matmata (2,30 %) (Akrout ; 2004). Elle est tres
importante dans I’HE d’ armoise blanche de M’ Sila (Dob ; 2006), et de composition variable
pour celle du sud de I’ Espagne (0,10 a 36,40 %) (Salido; 2004), et dela Tunisie (0,91 417,37
%) (Haouari; 2009). Ce composé pourrait provenir de |I"hydrolyse puis de I’ oxydation de

I’ acétate de cis-chrysanthényle (Bezza; 2010).

Le 1.8-cinéole (10,93 %) est identifié comme le constituant mgjoritaire dans |I'HE
d’ armoise blanche provenant du sud de I’ Espagne (41,00 % au maximum) (Salido; 2004). I
est I’un des principaux composés dans les HE provenant d’ Ichemoul en Algérie (Giordani;
2008), du sud de la Tunisie et de Matmata (Tunisie) (Akrout ; 2004) (3,00 a 20,00 %). Ce

compose est surtout présent dans les HE a activité antispasmodique.
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L’ a-thujone (4,26 %) est le composé mgjoritaire de I'HE de Matmata et de Jordanie
(respectivement 44,00 et 16,00 %) (Akrout ; 2004, Hudaib ; 2006). De composition variable
pour celle du I’ Algérie (0.1% a 47.1%) (Dahmani ; 2004, Dahmani ; 2010) et absent dans
I”huile d’ Espagne (Salido; 2004). Ce compose a des activités biologiques telles qu’ abortives,
antibactériennes, emménagogues, insecticides et larvicides. De plus, il caractérise les

armoises blanches par une odeur spécifique (Bezza; 2010).

Le filifolone (8.63 %) a toujours été signalé a |’ état de trace dans toutes les huiles

essentielles d’ A. herba-alba éudié jusqu’ a présent.

La composition en pourcentage des principales classes de familles tableau (111.3)
révéle qu’ elles sont riches en cétones (60,39%) suivi par les éthers oxydes (11,27%), puis par
les monoterpenes (8.95%) et enfin par les alcools (6,40%). Les sesquiterpenes (1,68%) et les
esters n’ excédent pas les 2,00 % (Figure I11.6).

Plusieurs facteurs sont responsabl es de cette variabilité et dont les plus importants sont
le climat, le sol, 1a période de récolte et |a méthode de conservation et d extraction (Amarti;
2011).

60 +~
50 47
40 +~
30 4

20 +

Figurelll.6. Lacomposition en pourcentage des principales classes de familles
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Tableau I11.3. Composition chimique L’ huile essentielle d’ Artemisia herba-alba

N° pic Composés identifiés TR (min) % IR
1 Santalinatriéne 14.007 0.22 909
2 Tricyclene 14.761 0.17 921
3 a Thujéne 15.273 0.09 929
4 o pinene 15.743 1.28 936
5 camphéne 16.903 4.74 953
6 verbenene 17.221 0.11 958
7 sabinéne 18.792 0.92 979
8 B pinene 18.904 0.16 980
9 1-octene-3-ol 19.675 0.07 990
10 a phellandréne 21.122 0.08 1008
11 yomogi alccol 21.31 0.01 1011
12 a-isopropenyltoluéne 21.81 0.01 1018
13 a-terpinéne 22.105 0.36 1022
14 p-cymene 22.93 0.01 1033
15 1.8- cinéole 23.500 10.93 1040
16 y-terpinene 25.448 0.63 1064
17 trans-sabinene hydrate 26.41 tr 1075
18 a-terpinoléne 27.619 0.18 1088
19 Artemisiaalcool 28.07 tr 1093
20 filifolone 20.191 8.63 1107
21 a-thujone 29.409 4.26 1110
22 B-thujone 30.021 2.70 1119
23 Chrysanthénone 30.992 12.55 1133
24 terpinene-1-ol 31.08 tr 1134
25 camphre 32.622 24.09 1155
26 Bornéol 33.775 391 1170
27 terpinéne-4-ol 34.640 1.69 1181
28 a-thujenal 34.946 0.11 1184
29 myrtenal 35.764 0.46 1194
30 myrtenol 35.85 0.12 1195
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N° pic Composes identifiés TR (min) % IR
31 trans-carveol 37.459 0.08 1218
32 cis-carveol 38.295 0.14 1230
33 cumin aldehyde 38.754 0.07 1237
34 trans-ocimenone 38.942 0.31 1240
35 piperitone oxide 39.860 0.23 1252
36 chrysanthenyl acétate 40.367 0.74 1258
37 Bornyl acétate 41.985 0.48 1281
38 piperitone 45.58 tr 1335
39 Eugenol 46.775 0.15 1354
40 a-copaene 47.829 0.28 1371
41 cisjasmone 49.618 7.85 1398
42 trans-caryophyllene 50.607 0.04 1415
43 y muurolene 54.502 0.88 1479
44 Bicyclogermacrene 55.397 0.40 1494
45 a-muuroléne 55.62 tr 1497
46 d-cadinene 57.004 0.08 1522
47 spathulenol 60.158 0.10 1577
48 caryophyllene oxyde 60.387 0.11 1581
49 [3-copaen-8- a-ol 60.711 0.07 1587
50 Ledol 61.612 0.06 1602

% d'identification 90.56

M onoterpéne hydrocarboné 8,95
Sesquiterpéne hydrocarbone 1,68
Cétones 60,39

Alcools 6,40

Ether oxydes 11.27

Esters 1.22

Divers 0,65

Non identifiés 9,44
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tr: trace<0.01 ; TR : tempsde rétention IR: indices de rétention déterminée sur une colonne capillaire HP5-
MS (apolaire) en programmation de température selon Van Den Dool et Kratz.

[11. LESPOLYPHENOLS

I11.1. Lesrésultats d’extraction

Les différents extraits de la poudre de |la partie aérienne de I"'A. herba alba, nous a permis a
partir de deux protocole d extractions d’ obtenir les extraits suivant:

Le protocole 1 (Figure 11.2) apermis d’ obtenir : L’ extrait éhanolique (E1), I’ extrait d’ acétate
d éthyle (E2) et I’ extrait de butanol (E3).

Le protocole 2 (Figure 11.3) a permis d’ obtenir : L’ extrait d’ éther de pétrole (E*1) et I’ extrait
acide de butanol (E*2).

Les rendements d’ extraction sont reportés dans le tableau (111.4) ci-dessous. Les rendements des

extraits sont calculés a partir de larelation (11.5) par apport a 2g de la matiére végétal séche.

Tableau |11.4. Rendements des extraits de la partie aérienne d’ A. herba alba

Solvant Extraits M asses (g) Couleurs  Rendements (%)
Ethanol El 0,73 Verre 36,5
Acétate d’ éhyle E2 0,55 Verre 27,5
Butanol E3 0,54 Marron foncé 27,0
Ether de pétrole E*1 0,11 Jaune 55
Butanol-acide E*2 0,63 Marron foncé 315
10 {7
g 30 -
g 20
E 10 7 1
i _ _ E 1} L
E1l E2 E3 E*1 E*2

Figurelll.7. Rendement en extraits secs
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Du point de vue rentabilité en poids, les extraits polaires (E1, E3 et E*2) et
moyennement polaire (E2) ont donné les proportions les plus éevées en comparaison avec
I"extrait apolaire (E*1) et; cela peut sexpliquer par le fait que I’éther de pétrole est un
solvant organique apolaire tres volatil et juste utilisé pour dégraisser les drogues.

L’ extrait é&hanolique de I Artemisia herba alba représente le rendement le plus élevé (36.5%)
suivi de I"extrait butanolique (31,5%). L’ extrait d acétate d éthyle ale plus faible rendement

avec 5.5 %,.

A priori, nous pouvons dire que le meilleur solvant pourrait ére celui qui donne le
plus grand rendement, or suivant la nature de celui-ci, nous n’ obtenons pas le méme type
d’extrait. Certains solvants extraient de la matiere végétale a la fois le principe odorant, les
pigments (colorants) et les matiéres cireuses. C'est le cas de I’ é&hanol qui, en plus de I huile
essentielle extrait des pigments et des cires. Nous remarquons toutefois que I’ é&her donne un
extrait d aspect pateux de couleur claire et contenant des matiéres cireuses en faible quantité
dont I’ odeur fraiche et agréable caractérise laplante d’ A. herba-alba. Ceci est du au facteur de
polarité, en effet, les composants d’ une essence sont mieux extraits par des solvants de méme
polarité. Nous ne pouvons donc pas nous baser sur le rendement global en extrait pour
pouvoir affirmer que tel ou tel solvant est meilleur pour I’ extraction.

[11.2. Analyse par HPLC

Chaque résidu sec est solubilisé dans le méthanol et analysé par HPLC afin d’identifier une
partie des flavonoides présents dans ces mélanges. L’identification a été réalisée grace a un
étalonnage externe.

Chaqgue échantillon est injecté en HPLC suivant un gradient d’ éution (chapitre I1, tableau
11.4).

Afin d’identifier le maximum de composés, nous avons injecté douze éaons flavonoides et
six acides phénols dont quatre isolés a partir de I’ Artemisia herba-alba de M’ sila (Dahmani;
2011) a savoir I'acide chlorogénique et ces dérivés dans les mémes conditions que nos

échantillons.
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Tableau I11.5. Liste des étalons flavonoides utilisés

Analyses et discussions

Flavonoide Classe
Isorhamnetine Flavonol
Quercétine Flavonol
Fisetine Flavonol
Rutine Flavonol
Hespéretine Flavonol
Luteoline Flavone
Rhamnetine Flavonol
Quercitrine Flavone
Myricétine Flavonol
Hesperidine Flavonone
Hyperoside Flavone
Genestine |soflavone
Acide Gdlique Acide phénol
Acide Vanillique Acide phénol
Acide caféique Acide phénaol
Acide Coumarique Acide phénaol
Acide Chlorogénique Acide phénol

Acide 3,5-di-O-cafféoylquinique Acide phénol
Acide 4,5-di-O-cafféoylquinique Acide phénaol
Acide 3, 4,5-tri-O- cafféoylquinique  Acide phénol

Sur les vingt éalons injectés, nous avons pu avoir six éaons qui absorbent dans la longueur
d’onde choisie et qui ont également un bon profil avec les conditions d’ analyse. Nous n’ avons
pu identifiés que cing acides phénols, un flavonol (la quercétine) et une flavone (la luteoling).
Les figures 111.8, 111.9, 111.10 et 111.11 représentent les chromatogrammes de nos différents
échantillons.

Nous observons des profils presque similaires entre les extraits (E2 et E*1) et (E3 et E*2)

cependant, |"intensité des pics différe d’un extrait a un autre.
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L

Figurelll.9. Chromatogrammes de L’ extrait de butanol (E3).

1]

Figurell1.10. Chromatogrammes de I’ extrait d’ éther de pétrole (E* 1).
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Figurelll.11. Chromatogrammes de L’ extrait acide de butanol (E*2).

Les sept polyphénols identifiés par rapport aux extraits (E2 et E*1) possédant une

activité importante sont decrits dans le tableau (111.6).

Tableau |11.6. Les polyphénols identifiés.

N° du composé Polyphénol Tempsde
rétention (min) + écart-type
1 Acide caféique 18,068 + 0,021
2 Acide chlorogénique 19.683 + 0,078
4 Lutéoline 25,026 + 0,031
5 Acide 3,5-di-O-cafféoylquinique 27,743 + 0,010
7 Quercitine 30,326 £ 0,012
8 Acide 4,5-di-O-cafféoylquinique 32,752 + 0,022
10 Acide 3, 4,5-tri-O- cafféoylquinique 37,817 £ 0,042

Parmi les flavonoides identifiés on retrouve la quercetine dont le réle physiologique a
été démontré. En effet leurs recherches ont montré qu’ une alimentation riche en antioxydants
phénoliques dont la quercetine, pouvait étre corrélée avec une baisse significative des décés
par athérosclérose en diminuant |’oxydation des LDL (low density lipoprotein) (Franckel;
1995).

On retrouve auss la lutéoline, a qui on préte un réle important dans le corps humain,
comme antioxydant, destructeur de radicaux libres, agent préventif d'inflammation, composé
aidant aussi au métabolisme des glucides, et comme régulateur du systéme immunitaire. De
nombreuses recherches expérimentales décrivent la lutéoline comme un agent chimique qui

réduit considérablement les inflammations et les symptomes du choc septique (Jang ; 2010).
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Nous avons identifié également I'acide caféique, I'acide 3-mono-O-cafféylquinique (acide
chlorogénique); I’ acide 4,5-di-O-cafféylquinique, I’ acide 3,5-di-O-cafféylquinique et |’ acide
3, 4,5-tri-O-cafféylquinique (Islam; 2009).

L'acide 3-O-cafféoylquinique, I'acide 4,5-di-O-cafféoylquinique et |'acide 3,5-di-O-
cafféoylquinique sont les inhibiteurs les plus efficaces pour des tumeurs de la peau (Kaul;
1998). L’acide 3, 4, 5-tri-O-cafféoylquinique montre une inhibition séective de laréplication
du VIH aors que I’ acide 4, 5-di-O-caféoylquinique avait seulement une légere activité anti
VIH (Mahmood; 1993).

Ces polyphénols ont montré différents types de fonctions physiologiques, une activité
radicalaire, une activité antimutagene, anticancereuse, antidiabétique, et antibactérienne in
vitro ou in vivo, qui peuvent ére utiles pour le maintien de la santé. La fonction
physiologique de I'acide cafféoylquinique est plus efficace avec des polycafféoyl qu'avec un
monocafféoyl (Y oshimoto; 2006).

IV.ETUDE DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE

L’ activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Pour nos
extraits, nous avons employé la méthode au DPPH, ce radical libre présente une coloration
violet sombre, lorsqu’il est piéger par des substances antioxydantes, la forme réduite confére a
la solution une coloration jaune pale, cette coloration dépend de la puissance de la substance
anti radicalaire.
L’ activité antioxydante a été calculée sur des solutions méthanoliques des huiles essentielles
de Img/ml et sur une gamme de concentrations des extraits par solvants (concrétes) en
appliquant larelation (11.6). Les valeurs de ces activités et des absorbances sont regroupés en
Annexe 2. Les résultats exprimés par la moyenne de trois mesures sont regroupés dans le
tableau (111.7).
L’inhibition du DPPH radicalaire a été évaluée pour toutes les concentrations préparés des
extraits, que ce soit flavonoides ou huile essentielle.
Le parcours de lalittérature a permis de voir que souvent, on exprimait le pouvoir antioxydant
par la concentration inhibitrice de 50% des radicaux appelée IC50 (EC50). Cette grandeur a
été calculée par régression linéaire des pourcentages d'inhibition calculés en fonction des
différentes concentrations d' échantillons préparés en appliquant I’ équation y= ax+b.
ICsoC'est laconcentration qui correspond a CR% = 50.
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Tableau I11.7. Activité antioxydante (méthode DPPH) des extraits exprimés en pourcentage de
capture du radical (%CR)

Extraits Equations R? CEso+ DS (ug/ml) % CRso + DS (%)
HE Y =0,007 x + 7,176 0,992 6117,71+1,04 7,53+1,32
El Y=10,401x + 4,820 0,997 112,67+1,16 24,87+1,59
E2 Y=1,823x + 4,949 0,995 24,71+0,39 96,10+0,18
E3 Y=0,321x + 13,860 0,996 112,58+0,79 29,91+2,06
EX1 Y=0,044x + 44,760 0,996 119,09+0,51 46.96x0.42
E*2 Y=0,076x + 6,114 0,998 577,45+1,23 9,91+1,07

BHT 74,910

% CRs : pourcentage de capture du radical du radical DPPH & une concentration de 50 pg/ml.
CEsp : Concentration Efficace de I’ extrait pour réduire le DPPH de 50%.
Y : %CR. X : Concentration de | extrait.

Au vu de ces résultats, une valeur forte d'1Cso indique une activité antioxydante faible.
L’ huile essentielle de I’ A. herba-alba a manifesté une faible activité antioxydante %CR de
7,53% comparée a celle du BHT et une concentration efficace de |"huile pour réduire le
DPPH de 50% supérieur a 6 mg/ml. Généralement, le pouvoir antioxydant est associé aux
composes phénoliques.

Les résultats montrent aussi que le radical libre DPPH est efficacement inhibé par les
concretes testés. Cette activité augmente évidement avec la concentration en extraits. En effet,
la capacité anti-radicalaire la plus élevée est trouvée pour I'extrait d acétate d’ éthyle avec
96,10 % d'inhibition. Les autres extraits montrent des activités voisines mineures.

Les extraits possedent une capacité de neutralisation du radical libre DPPH puissante,
puisque ils agissent & une faible dose. Ces ECso sont déterminés graphiquement des trois tests
séparés dont |'abscisse la concentration de I’ extrait et |I’ordonnée I’ activité antioxydante en
pourcentage (%CR) (Figures en annexe 2).

La figure (111.12) montre |’ ordre d’ efficacité des extraits d’ Artémisia herba-alba et I’ extrait

d’ acétate d’ éthyle présente une capacité de capture du radical DPPH la plus importante.
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Figurelll.12. Puissance antioxydante des extraits d’ Artemisia herba-alba

CR(%)

L’ activité antioxydante d’ huile essentielle peut étre liée au contenu phénolique (identifié par
CG/MS). En effet | étude comparative sur la faculté de réduction du radical DPPH par des
chémotypes différents a prouvée que les chémotypes phénoliques montrent in vitro des
capacités antioxydantes plus exprimeées et plus fortes que les chémotypes non-phénoliques
(Mohammedi; 2006).

Les flavonoides sont des excellents antioxydants naturels (Chevaley; 2000, Mohammedi ;
2006, El kalamouni; 2010, Heller; 1993). Nos concretes possedent des capacités de
neutralisation du radical libre DPPH puissantes, puisqu’ils agissent a des faibles doses (1Cs
faible). La composition chimique est confirmée par HPLC, donc le pouvoir antioxydant

puissant est expliqué par larichesse de ses extraits en composes phénoliques.

On lineeHPLC-DAD

Les extraits ont é&é en outre évalués par on lineeHPLC-DPPH (Niederlander; 2008)
afin de déterminer avec précision les composes responsables de I’ activité antioxydante des
extraits. Cette méthodologie permet le repérage rapide des antioxydants dans des mélanges
complexes par un mélangeur post-colonne avec des solutions radicaaires. Le signa de
réduction résultant est détecté comme un pic négatif par un détecteur d'absorbance (a 515 nm
pour DPPH °). Aprés celg, il est facile de détecter les composants actifs présents dans chague
extrait (Figures111.13 all1.16).
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Les chromatogrammes on-line de la capacité de capture du radical DPPH des extraits
d’ A. herba-alba (Supérieur a 515nm et inférieur a 280 nm) montrent une activité similaire
pour les deux extraits d' éher (E*1) et d acétate d éthyle (E2), et pratiquement un méme

chromatogramme pour les deux extraits butanol

iques ( E3 et E*2) et plusriche.
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Figurelll.13. Chromatogramme « on-line » de la capacité de capture du radical DPPH de
I’ extrait (E2) (Supérieur 515nm et inférieur 280 nm)

Figurelll.14. Chromatogramme « on-line » de la capacité de capture du radical DPPH de
(E3) (Supérieur 515nm et inférieur 330 nm)
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Figurelll.15. Chromatogramme « on-line » de la capacité de capture du radical DPPH de
I’extrait (E* 1) (Supérieur 515nm et inférieur 330 nm)
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Figurelll.16. Chromatogramme « on-line » de la capacité de capture du radical DPPH de
(E*2) (Supérieur 515nm et inférieur 330 nm)
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De nos jours, l'utilisation des plantes médicinadéesphytothérapie a recu un grand intérét
dans la recherche biomédicale et devient aussirtamme que la chimiothérapie. Ce regain
d’'intérét vient d’'une part du fait que les plantegdicinales représentent une source
inépuisable de substances et de composés natimaldits et d’autre part du besoin de la
recherche d’'une meilleure médication par une thénalps douce sans effets secondaires.

Les extraits naturels issus des plantes contienmanvariété de composés phénoliques et des

huiles essentielles auxquelles on attribue descii@gaantioxydantes.

L’échantillon étudié a mis en évidence une difféermremarquable dans la composition
chimique et les rendements d’extractions. L’he#sentielle de la partie aériennArdémisia

herba-alba a donné un rendement moyen important de 1.11Bb @mparant a la littérature.

L’'analyse d'essence par GC et par GC/MS, a mordsadifférences importantes dans sa
composition du point de vu qualitatif et quantitaties composés cétoniques tels que : le
camphre, la chrysanthénone, le filifolone, la eisAajone, k-thujone, lap-thujone, en

constituent la majeure patrtie.

La combinaison de la GC et de la GC/MS, nous a edidentifier 50 constituants,
représentant 90,56 % de la composition totale petie essence extraite par hydrodisillation.
La composition en pourcentage des principales etade familles de ces huiles révele qu’elle

est riche en cétones 60,39%.

Cette étude nous a permis ainsi, de confirmer igmthéses annoncées par des travaux
Antérieurs(Benijilali et Richard; 1980, Ghanmi et al; 2010, dmberge; 1982... hotamment
sur la diversité des chémotypes dont I'existencaitsétroitement liée a des variations de
patrimoines génétiques. Plusieurs facteurs somoresables de cette variabilité et dont les
plus importants sont le climat, le sol, la périaterécolte et la méthode de conservation et

d’extraction.
L’étude des polyphénols a réveélé une rentabilitpartante en extraits polaires (E1, E3 et

E*2) et moyennement polaire (E2) de la partieaa@ré de la plante ont donné les proportions

les plus élevées de 27,0 a 36,5 %, en comparaisanl a@xtrait apolaire (E*1) 5,5 % et; cela
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peut s’expliquer par le fait que I'éther de pédrebt un solvant organique apolaire trés volatil

et juste utilisé pour dégraisser les drogues.

Dans le présent travail, on s’est intéressé aussetfets antioxydants de I'huile essentielle et
des extraits bruts deArtemisiaheba-alba. Déterminer par la méthode de réduction du radical
libre 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrasyl (DPPH).L’huikessentielle de A.herba-alba a manifesté
une faible activité antioxydante de 7,53% compaiéeelle du BHT. Les extraits surtout
l'extrait d’acétate d’éthyle possede une capadaéeneutralisation du radical liore DPPH

puissante (96,10%), puisqu’il agit a une trés faibse 24,7lg/ml

La présence des polyphénols dans les extraits t{lE219 possédant une activité importante
est mise en évidence par HPLC. Cette derniere mipdfidentification de cingq acides

phénols a savoir 'acide caféique, I'acide 3-m@roafféylquinique (acide chlorogénique);
'acide 4,5-diO-cafféylquinique, l'acide 3,5-db-cafféylquinique et l'acide 3,4,5-t(D-

cafféylquinique un flavonol (la quercétine) et dlaone (la luteoline).

Les extraits ont été en outre évalués par on liReEDPPH afin de déterminer avec
précision les composés responsables de [lactivitdoxydante des extraitsCette
meéthodologie permet le repérage rapide des antamtgddans des mélanges complexes par

un mélangeur post colonne avec des solutions faties

Cette étude nous a permis ainsi, de confirmer ilgmthéses annoncées par des travaux
antérieurqZouari et al ; 2010, Dahmani; 2010)Les flavonoides sont des bons antioxydants
naturels. Les extraits en flavonoides d’artemistaba alba sont dotés d’'un pouvoir anti

radicalaire potentiellement élevé a son huile essén
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Annexe 1

Tableau A.1. Evolution de la teneur en eau de la partie aérielen@rtémisia herba- alba

Temps(jours) Echl(g) Ech2 (g) Ech3(gy W1 W 2 W3 W moy

0 - - - - - - -

1 5.96 5.70 4.55 1,199 1,111 1,241 2,724
2 3.90 3.71 3.05 0,439 0,374 0,502 0,981
3 3.33 3.45 2.58 0,229 0,278 0,271 0,597
4 3.01 3.15 2.25 0.111 0.167 0.108 0.313
5 2.8 2.91 2.08 0.033 0.078 0.025 0.119
8 2.71 2.70 2.03 0.000 0.000 0.000 0.000
9 2.71 2.70 2.03 0.000 0.000 0.000 0.000
10 2.71 2.70 2.03 0.000 0.000 0.000 0.000

Tableau A.2. Evolution de taux d’humidité de la partie aérieded’Artémisia herba - alba

Temps Ech1 Ech 2 Ech 3 TH1 TH2 TH3 TH Moy
(jours) (9) (9) (9) (%) (%) (%) %
O - - - - - - -
1 5,96 5,7 4 55 54,53 52,63 55,38 54,18
2 3,9 3,71 3,05 30,51 27,22 33,44 30,39
3 3,33 3,45 2,58 18,62 21,74 27,09 22,48
4 3,01 3,15 2,25 9,97 14,29 10,84 11,70
5 2,8 2,91 2,08 3,21 7,22 2,46 4,30
8 2,71 2,7 2,03 0,00 0,00 0,00 0,00
9 2,71 2,7 2,03 0,00 0,00 0,00 0,00
10 2,71 2,7 2,03 0,00 0,00 0,00 0,00
0,600
L
0,500
. 0,400
S
>
o 0,300 L 2
I
= 0,200 *
0,100 *
L 2
0,000 > ——0o—
0 2 4 6 8 10 12
Temps (jours)

Figure A.1. L’évolution des taux d’humidité en fonction du tesnp
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Annexe 1

Tableau A. 3. Evolution de la vitesse de séchage de Herba-albaen fonction du temps

Temps (jours) 1 2 3 4 5 8 9 10
-dw/dt 2,39 0,475 0,316 0,209 0,116 0,000 0,000 0®,0
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Annexe 2

Tableau A.1.Evaluation de la capacité de capture du radic@BH (I'huile essentielle)

Extraits Concentration (ug/ml) Abs CR moy(%)
25 0,514 7,2
50 0,513 7,56
100 0,508 8,00
HE 200 0,506 8,65
300 0,501 9,60
500 0,495 10,81

Tableau A.2.Evaluation de la capacité de capture du radicaleHD&es extraits par HCL

Extraits C (ug/ml) CR % CR(OI/;)Sm(cg/i/)i
100 52,36 50,54 48,58 50,01 £1.89
Ether de pétrole 150 50,89 50,33 50,59 50,60+0.28
1000 90,56 88,69 88,74 89, 33£1.06
100 10,52 11,63 10,70 10,95+0.59
n-Butanol 150 21,53 20,66 19,56 20 ,58+0.62
1000 82,70 83,00 81,78 82 ,49+0.86

Tableau A.3.Evaluation de la capacité de capture du radicaleHD&es extraits par I'éthanol

Extraits C (png/ml) CR(%) CR(g"S)rg /?)yi
50 24,87 22,96 2582  24,55+1.46
Ethanol 100 46,46 46,00 46,16  46,20+0.23
160 67,60 66,53 67,27  67,13%0.55
200 85,83 8528 86,01  85,70+0.52
15 29,43 30,52 31,05  30,33+0.83
Acétate d’éthyle 20 43 .61 42,96 42,75  43,10+0.15
40 78,44 80,42 80,04  79,63+0.05
50 94,84 9456 94,38  94,59+0.23
50 30,48 31,95 31,09  31,170.74
100 42,65 44,89 44,77  44,10+1.26
n-Butanol 160 66,23 66,40 6544  66,02+0.51
200 77,85 79,38 77,58  78,27+0.97

Abs : absorbance ; C: concertation ; CR % : pentage de capture du radical DPPH
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Figure A.1. Courbe de capture du radical
DPPH de I'huile essentielle A'herba alba.

Figure A.2Courbe de capture du radical
DPPH d’extrait d’éthanol (E1).

Figure A.3. Courbe de capture du radical
DPPH d’extrait d'acétate d’éthyle (E2).
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Figure A.4. Courbe de capture du radical

DPPH d’extrait de butanol (E3).

Figure A.5. Courbe de capture du radical

DPPH d’extrait d’éther de pétro(E*1).
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Figure A.6. Courbe de capture du radical

DPPH d’extrait de butanol (E*2).



