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INTRODUCTION

1. Introduction
Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siécles comme reméde a diverses maladies
humaines. Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique a des substances, dites alors actives,
qu'elles renferment. Pour I'évaluation de I'activité biologique de ces plantes, il est impératif de
recourir a des tests biologiques appropriés et a des méthodes de screening chimique (Tyihak
et al., 2007). Dans la plupart des cas, I’activité biologique des métabolites secondaires est
reconnue bien avant la détermination de leurs structures chimique (Sofowora, 2010). Il est
néanmoins important de noter que la nature active de ces composés peut engendrer des effets
bénéfiques, aussi bien que des effets néfastes, sur les organismes vivants.
L’Artemisia herba alba est une plante médicinale largement utilisée par la population
algérienne, notamment dans la médecine traditionnelle.
La valeur thérapeutique de cette plante est due a ses métabolites secondaires, notamment les
huiles essentielles et les composés phénoliques. La concentration de ces molécules peut varier
d’un organe a I’autre de la méme plante.
Les composés phenoliques (principalement flavonoides, acides phénoliques et tannins)
constituent une richesse largement exploitée par les industries agro-alimentaire, cosmetique et
pharmaceutique (NKkhili, 2009). L’extraction de principes actifs de ces métabolites est une
étape trés importante dans leur isolement, aussi bien que dans leur identification (Mahmoudi
et al., 2013).
La qualité alimentaire ou thérapeutique d’un extrait naturel est liée a I’efficacité et a la
sélectivité du procédé d’extraction utilisé (Nkhili, 2009). Parmi les divers procédés utilisés,
on compte I’extraction par macération dans le méthanol aqueux et I’extraction par décoction
ou avec de I’eau chaude. L’extraction par décoction ou avec de I’eau chaude est un procédé
tres utilisé traditionnellement par la population algérienne, soit dans la préparation des
boissons les plus populaires comme le thé ou dans les préparations traditionnelles a base de
plantes médicinales.
Le travail effectué et présenté dans ce mémoire se situe dans ce contexte. L’objectif visé est
une étude comparative de ces trois techniques d’extraction des composés phénoliques et des
flavonoides contenus dans une plante médicinale, I'Artemisia herba alba. La comparaison
porte plus précisément sur le rendement d’extraction des métabolites visés et ’efficacité

antibactérienne des extraits obtenus.
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Nous avons choisi d'effectuer nos extractions sur 10 g de poids sec, ce qui représente la dose
moyenne utilisée traditionnellement par la population algérienne.
Nous avons adopté un plan classique pour la présentation de notre travail :

% Chapitre | : Syntheése bibliographique sur la matiére végétale étudiée et ses métabolites
secondaires, en particulier les composés phénoliques et flavonoides.

% Chapitre 1l : partie expérimentale, qui consiste a présenter les techniques
expérimentales (i) d'extraction des composes phénoliques et des flavonoides, (ii) de la
mise en évidence des flavonoides par la chromatographie sur couche mince et enfin
(iii) du test antimicrobien des composes extraits.

% Chapitre 11l : Résultats et discussion

%+ Conclusion et perspectives.
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Plantes médicinales

I. les plantes médicinales
I. 1- La phytothérapie :

Le mot phytothérapie provient de deux mots grecs qui signifient essentiellement

« soigner avec les plantes » (www.passeportsante.net/santé au naturel/thérapies). C’est

une Traitement ou prévention des maladies par l'usage de certaines parties de plantes
médicinales telles que les racines, les tiges ou les feuilles. Elle fait partie des médecines
paralléles ou des médecines douces (Zeghad, 2008)

D’aprés (Zeghad, 2008) il y’a différents types de phytothérapie :

> Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les extraits aromatiques de plantes
(essences et ou huiles essentielles), ce sont des produits complexes a utiliser souvent a
travers la peau.

» Gemmothérapie : est une thérapeutique qui utilise les extraits alcooliques des tissus
embryonnaires végétaux en croissance tel que jeunes pousses, bourgeons et les radicelles.

» Herboristerie : consiste dans la préparation et la commercialisation de plantes
médicinales ou de preparations dérivées. La preparation repose sur des méthodes simples,
le plus souvent a base d'eau : décoction, infusion, macération.

» Homeopathie : elle consiste a traiter une maladie par des substances susceptibles de
produire des troubles semblables a ceux déterminées par la maladie elle-méme.
(http://sante.lefigaro.fr/sante/specialite/homeopathie/quest-ce-que-cest consulter le
11/04/2015).

» Phytothérapie pharmaceutique : utilise des produits d'origines végétales obtenus par

extraction et qui sont dilués dans de l'alcool éthylique ou un autre solvant.

Apreés transformation chimique, les plantes sont vendues sous forme de tisanes, de liquide, de

sachets, ou de gélules (www.passeportsante.net/santé au naturel/thérapies)

I. 2 - Les plantes médicinales
I. 2. 1-Définition

Les plantes médicinales regroupent toutes les plantes dont I'un de leurs organes
contient une ou des substances chimiques qui sont destinées a produire une activité
pharmacologique. Elles représentent la forme la plus ancienne et la plus répandue de
médication (HALBERSTEIN, 2005)
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Actuellement grace ou progrés scientifique considérables enregistrés depuis la fin du XIX®™
siécle (technique d’analyse et extraction... etc.) les plantes médicinales constituent des
ressources inestimables qui ont été utilisées pour trouver de nouvelles molécules nécessaire a

la mise au point de futurs médicaments (Gurib-Fakim, 2006 ; Harrar ,2012).

D’aprés Odile et Daniel (2007), environ plus de 30% des médicaments contiennent des

principes actifs d’origine naturelle.

I. 2. 2 - Parties de plantes médicinales utilisées

Les différentes parties de la méme plante médicinale peuvent présenter des constituants
chimiques trés différents et qui n’ont pas la méme action thérapeutique. Généralement, en
medecine traditionnelle, la partie qui contient le plus de principes actifs est la plus employée.
Les différentes parties de plantes qui peuvent étre employées chez la plupart des populations
sont ceux qui ont été décrites par Gurib-Fakim, 2006 :

Racine: Les racines peuvent étre fibreuses, solide ou charnues

Rhizome: Le rhizome est une tige ligneuse ou allongée charnue qui pousse généralement
horizontalement en dessous du sol, formant des feuilles au-dessus du sol et des racines dans le
sol.

Bulbe : Un bulbe est une pousse souterraine verticale disposant de feuilles modifiees utilisées
comme organe de stockage de nourriture par une plante a dormance. Les bulbes les plus
populaires en médecine traditionnelle sont l'oignon et l'ail.

Tubercule: Un tubercule est une structure charnue gonflée, généralement souterraine, qui

assure la survie des plantes pendant la saison d'hiver ou en période de sécheresse.

Ces organes peuvent étre formés sur les racines ou se développent sur les parties aériennes de
la plante. La pomme de terre africaine (Hypoxis sp. De la famille Hypoxidaceae) est un
exemple bien connu.

Ecorce: L'écorce est la couche protectrice externe d'un tronc darbre, elle est souvent riche en
toxines (phénols) et principes amers (tanins) ce qui la rend plus protectrice. Exemple :
(Cinchona sp., Rubiaceae) et (Cinnamomum camphora et C. camphora , les deux de la

famille Lauraceae).

Bois: Le bois est la tige épaisse ou le bois lui-méme. Exemple : Santalum album de la famille

Santalaceae.
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Feuilles : Les feuilles peuvent étre utilisées seules ou melangées avec leur pétiole. Exemple :
Ginkgo biloba de la famille Ginkgoaceae

Gommes: les gommes sont des composés solides constituent d’'un mélange de
polysaccharides. lls sont solubles dans l'eau et partiellement digérés par les étres humains.
Exemple (Acacia Senegal; Terminalia bentzoe).

Huiles essentielles : Exemple (Mentha x piperita; Cananga odorata).

Les parties aériennes: Toutes les parties de la plante qui se trouvent au dessus du sol. Elles
sont récoltées, tres souvent, lors de la floraison. Exemple : Hypericum perforatum de la

famille Hypericaceae.
Fleurs : Les fleurs sont tres utilisées dans la médecine traditionnelle.
Fruits : Exemple (Punica granatum ; Citrus sp).

Graines : Exemple (Ricinus communis; Foeniculum vulgare).

I. 2. 3- Conseils et préparation des plantes médicinales
I. 2. 3. 1- La récolte des plantes

La récolte des plantes medicinales est une étape tres importante, notamment en médecine
traditionnelle. Elle doit étre effectuée au moment le plus favorable afin de conserver

I’efficacité des principes actifs.

Certaines plantes peuvent étre cueillies toute I'année, mais la plupart doivent étre récoltées a
un moment précis de leur croissance pour étre utilisées immédiatement ou conservees
(Larousse des plantes médicinales, 2001).

Les auteurs de cette référence (Larousse des plantes meédicinales, 2001) ont proposes
quelques conseils pour faire une meilleure récolte :

Identifier les plantes, ne jamais cueillir une plante dont on n'est pas sdr.

— Ne pas cueillir les plantes sauvages rares ou inhabituelles.

— Ne pas ramasser de plantes au bord des routes, a proximité des usines ou dans les
zones ou sont vaporisés des insecticides sur les cultures.

— Utiliser, si possible, un panier ouvert pour y déposer les plantes, ce qui évite de les
abimer.

— Dans la nature, un sac a dos (évitez le Nylon) ou un sac en toile sera plus pratique.

— Récolter uniqguement des plantes saines.
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— Récolter les plantes par temps sec, plutdt par une matinée bien ensoleillée,

I. 2. 3. 2- Séchage et conservation des plantes

Séchage
Le séchage des plantes médicinales est, normalement, effectué juste apres la récolte, il permet
de réduire la teneur en eau afin de limiter les dégats dus aux enzymes et autres agents

biologiques tels que les moisissures et les microbes.

Le séchage doit étre rapide et dans un endroit bien aéré et a I’abri de la lumiere (Berton,
2001).

Il existe également d’autres procédés de séchage : les procédés mécaniques (presse,
décantation ou centrifugation), les procédés physico-chimiques (adsorption, absorption,

réfrigération et séchage par évaporation) (Boulemtafes, 2011).

Kémajou et al., 2012 ont évalué I’influence de la température de séchage sur les principes
actifs (alcaloides totaux) de la plante médicinale Alstonia boonei WILD, plante
antipaludéenne. Ils ont trouvé que la teneur en alcaloides totaux est diminue progressivement
en fonction de la température de séchage des ecorces (figure 1). Cette diminution du

rendement est en moyenne de 0,00091% par degré Celsius.
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Figure 1 : Rendement des extraits d’alcaloides totaux en fonction
de la température de séchage
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Conservation

Il existe diverses méthodes de conservation, les plus courantes et les plus simples étant le
séchage a l'air ou au four (Larousse des plantes médicinales, 2001).

Les plantes séchées sont coupées grossierement et disposées dans des bocaux de verre ou dans
des sacs en papier, a I’abri de ’air et de la lumiére. Les boites en fer sont naturellement

proscrites (Berton, 2001).

Les plantes séchées peuvent étre conserves pendant une année dans de bonnes conditions. Au-
dela de cette période, leur pouvoir diminue sensiblement et I’action thérapeutique disparait.

C’est pourquoi il faudra renouveler le stock de plants chaque année (Berton, 2001).

Il existe également d'autres méthodes pour la conservation des propriétés médicinales des
plantes (Larousse des plantes médicinales, 2001) telles que ’aspiration de 1’humidité des

plantes par un déshumidificateur ou la congélation dans des sacs en plastique.

I. 2. 3. 3- Les differentes modes de préparation des plantes

Le mode de préparation d’une plante médicinale est la méthode d’extraction des principes
actifs responsables d'action guérisatrice. Il peut avoir un effet sur la quantité ces produits
chimiques présents.

Les modes de préparation les plus courants sont : I'infusion, la décoction et la macération.

Infusion

Une infusion est préparée en versant de I’eau bouillante sur une quantité spécifique de maticre

vegétale, en laissant reposer la mixture pendant 10-15 minutes (Sofowora, 2010).
Décoction

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

écorces et les racines (Pierre et Lis, 2007).
Maceération

Le liquide de macération peut étre de I’eau, de I’alcool ou du vinaigre.
Dans le cas da la macération a I’eau, les plantes doivent étre versées dans le liquide froid ou
tiede pendant quelques heures (10 oul2 heures) (Pierre et Lis, 2007).
Les macérations a I’eau ne doivent pas dépasser une douzaine heures par risque d’oxydation

et de fermentation du liquide (Pierre et Lis, 2007).
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Pour I’alcool, le vinaigre, huiles, cette macération peut se prolonger plusieurs jours sans
inconvénients (Pierre et Lis, 2007).

Les trois modes de préparation ont été testés par 1’équipe de recherche KONKON et al., 2006
afin d’identifier les groupes de constituants chimiques présentant un intérét pharmacologique.
Ils ont trouvé que la méthode d'extraction utilisée en médecine traditionnelle (décoction) est
du point de vue qualitatif aussi efficace que les autres méthodes d'extraction étudiées
(macération et infusion).

Afin d’évaluer la meilleure technique d’extraction de polyphénols totaux, de flavonoides et de
tanins condensés d’artichaut, MAHMOUDI et al., 2013 ont utilisés deux méthodes
d’extraction a savoir la décoction et la macération et quatre solvants (eau, méthanol, éthanol
et acétone). Les meilleurs rendements d’extraction sont enregistrés par la décoction soit une

moyenne de 17,34 % versus 15,64 % pour la macération (Figue 2 et 3).
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Figure 2 : Rendement d’extraction de différentes parties de la fleur
d’artichaut par décoction (MAHMOUDI et al., 2013)
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Figure 3 : Rendement d’extraction de différentes parties de la fleur
d’artichaut par macération (MAHMOUDI et al., 2013)
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La méthode par décoction a été comparée avec une nouvelle technologie d’extraction qui
utilise les micro-ondes et les ultrasons (Nshimiyimana et He, 2010). Le résultat de cette
étude démontre que la nouvelle technologie d’extraction présente une efficacité plus

importante que celle de la décoction (Figure 4)
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Figure 4 : Polyphénols du thé obtenus par différentes méthodes d’extraction
(Nshimiyimana et He, 2010)
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Artemisia herba alba

Il - Armoise blanche (Artemisia herba alba)

I1. 1 - Introduction

L’Artemisia est un genre tres vaste et trés diversifié, avec entre 200 et 400 especes de plantes
de la famille des Asteraceae (Yaniv et al., 2011).

Selon Vallés and McArthur (2001) les différentes especes du genre Artemisia sont trouvées
dans de nombreux écosystémes : Dans le désert (A. santolina , désert d’Ouzbékistan et d’Iran)
et les environnements humides (A. molinieri, Sud de la France, A. cana ssp. Bolanderi ,
Oregon des Etats-Unis) ; Dans les zones situées a peine plus haut que le niveau de la mer (A.
caerulescens , Marais salants marins européens) et les sommets des hautes montagnes, a pres
de 4000 m (A. melanolepin Iran et A. pattersonii , Nord Américain) ; Certaines espéces sont
rudérale (A. vulgaris).

Certaines plantes du genre Artemisia (Asteraceae) ont été utilisees comme plantes médicinales
dans la medecine populaire depuis les périodes antiques (Proksch, 2005 (voir artemisia
ebook); Messai, 2011). Parmi ces plantes se trouve 1’Artemisia herba alba (Armoise blanche
en francais, Chih en arabe), elle a été également employée traditionnellement par la

population algérienne.

En Algerie, les steppes d'armoise (Artemisia herba-alba) recouvrent 3 millions d'hectares et
sont situées dans les étages aride et semi-aride frais, avec des précipitations variant de 100 a
300 mm (Djebaili S. et al., 1989).

Il. 2 - Description botanique

L’Artemisia herba alba est caractérisée par les criteres morphologiques suivants (Proksch,
2005 ; Gharabi et al, 2008 ; Bouldjadj, 2009 ; Bezza et al, 2010).

— Plante herbacée vivace (figure 5), caractérisée par une odeur de thymol,

— Plante chamaephyte (plante basse dont les bourgeons se situent pres du sol)
— Tiges ligneuses, de 20 a 40 cm, rigides, érigees, ramifiées et tres feuillées.

— Feuilles divisées en languettes fines, blanches et laineuses,

— Fleures groupées en grappes a capitules trés petites et ovoides de 1,5 a 3mm de diamétre de
couleur jaune a rougeatre,

Fleuraison commence en juin et développé en septembre a décembre, fin d’été.
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Artemisia herba alba

Figure 5 : Photo de la plante Artemisia herba alba
Région Oule Khelouf (Wilaya de Mila)

Il. 2. 2 - Systématique

La classification classique de ’espéce Artémisia herba-alba est représentée dans le tableau
1.

Tableau 1: Classification de la plante Artemisia herba-alba
(\Vallés et Mc Arthur,2001 ; Mohamed et al., 2010)

Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous-famille Asteroideae

la tribu Anthemideae
Sous-tribu Artemisiinae
Genre Artemisia L.
sous-genre Seriphidium
Especes Artemisia herba-alba Asso
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Il. 2. 3 - Composition chimique

L’Artemisia est I'un des genres les plus grands et les plus répondus dans la tribu Anthemideae
de la famille des Astéracées. Il a une valeur thérapeutique tres importante en raison de leurs
meétabolites secondaires notamment les huiles essentielles, les polyphénols et les flavonoides.

Divers métabolites secondaires ont été isolés a partir de I’Artemisia herba-alba, peut-étre les
plus importants étant les lactones et les sesquiterpéniques qui se produisent avec une grande
diversité structurelle (Proksch, 2005). D'autres études ont porté sur les flavonoides et huiles
essentielles.

La figure 6 représente certains eudesmanolides (lactones sesquiterpéniques) isolés a partir
d’Artemisia herba-alba marocaine (Borik et al, 1996 ; Proksch, 2005).

7
0

o-santonin

Ad4.5, isoerivanin herbalbin
A4,15, erivanin

1 Some eudesmanolides isolated from A. herba-alba

Figure 6 : Eudesmanolides isolés a partir de la plante
Artemisia herba-alba marocaine
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Selon Saleh et al., (1987) I’espece Artemisia herba-alba contient également des flavonoides,

mais avec une diversité structurelle considérable (tableau 2)

Tableau 2 : Les flavonoides isolés a partir des feuilles de I’Artemisia herba-alba
(Saleh et al., (1987))

Composé Quantité relative
Quercetin 3-glucoside +
Quarcetin 3-rutinoside +
Patuletin 3-glucoside +
Patuletin 3-rutinoside +++
Isovitexin +
Schaftoside +
Isoschaftoside +
apigenin +
hispidulin +
cirsimaritin ++
luteolin +
jaceosidin +
cirsilineol ++

Les mono-terpénes et les sesquiterpenes, molécules volatiles, sont présents dans les huiles
essentielles et sont ceux qui donnent les fortes odeurs aromatiques pour les plantes
(Mucciarelli et Maffei, 2005).

Certains mono-terpenes, presents dans les huiles essentielles de I’espéce Artemisia herba-

alba, sont représentés dans la figure 7.
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Figure 7: Certains mono-terpenes présents dans I'huile essentielle de I’espéce Artemisia

herba-alba (Proksch, 2002)

Il. 2. 4 - Utilisation thérapeutique

En générale, le genre Artemisia a été tres utilisé dans la médecine traditionnelle ainsi que dans

la médecine moderne pour traiter plusieurs maladies telles que les infections urinaires
(Bencheqroun et al,. 2012), le diabete (Bouldjadj, 2009), I’hypertension artériel (Mohamed

et al., 2010), les trouble gastrique tels que la diarrhée et les douleurs abdominales, la

cicatrisation des plaies externes (Seddik, 2010), la bronchite, I’abcés et comme vermifuge

(Gharabi et al., 2008).
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I1. 2. 5 - Activité antibactérienne

Les plantes médicinales sont toujours une source de remedes sous forme de préparation

traditionnelles ou principes actifs purs (Farnworth et al,. 1986).

Le criblage biologique est une étape trés importante dans 1’étude de ces plantes ou dans
I’isolement et la caractérisation de leurs principes actifs. Il s’agit d’appliquer certains tests
biologiques tels que: [Pactivit¢é antibactérienne, 1’activité antioxydante, [’activité

antifongique,...etc.

L activité antibactérienne des agents naturels, telles que les huiles végétales, ont été reconnue
et utilisée depuis des siécles, notamment dans la conservation des aliments (Tajkarimi et al.,
2010).

Selon la méme référence, les agents naturels antimicrobiens sont utilisés dans les aliments
pour deux raisons principales: (1) pour controler les processus daltération naturelles
(conservation des aliments), et (2) pour prévenir / controler la croissance des micro-

organismes, y compris les micro-organismes pathogénes (sécurité alimentaire).

Mighri et al,. 2010 ont observés que tous les types d’huiles essenticlles extraites de la partie
aérienne d’Artemisia herba alba, ont une importante activité antimicrobienne vis-a-vis les

souches testées.

Une autre étude realisée sur quatre populations de cette espéce (Artemisia herba-alba), a
montré que toutes les huiles ont également une activité antibactérienne dans un intervalle de

concentration de 1-2 mg / ml (Yashphe et al., 1979).

D’apres Seddik et al,. 2010, les extraits de la partie aérienne de 1’Artemisia herba-alba
présentent une activité antibactérienne trés pauvre vis-a-vis des souches testés, y compris
I’Escherichia coli. En revanche, les composés phénoliques, en particulier les acides
phénoliques (acide gallique, l'acide caféique et l'acide tannique) ont montré une activité

inhibitrice contre le Staphylococcus aureus, mais pas contre les autres bactéries.
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I11. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires végétaux sont des molécules essentielles a la vie des plantes
et leur interaction avec I’environnement, ils sont également des sources importantes pour les
produits pharmaceutiques, les additifs alimentaires et les ar6bmes (Harrar ,2011;

Ramakrishna et Ravishankar, 2011).

Les métabolites secondaires se trouvent dans toutes les parties des plantes mais ils sont
distribués selon leurs roles défensifs. Cette distribution varie d'une plante a l'autre (Merghem,
2009).

La concentration de ces molécules dans les différentes parties des plantes est influencée par
plusieurs facteurs environnementaux tels que la température, I’humidité, I’intensité lumineuse,
l'eau, les sels minéraux et le CO2 (Ramakrishna et Ravishankar, 2011). A titre d’exemple,
Gengmao et al., 2015 ont observé que l'effet du stress salin est hautement significatif sur la

concentration des flavonoides (métabolites secondaires) au niveau des feuilles du carthame

(figure 8).
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Figure 8 : Effet du stress salin sur la concentration des flavonoides au niveau
des feuilles du carthame (MAHMOUDI et al., 2013)

En raison de I'importance des métabolites secondaires, de nombreuses études de recherche ont
été meneées afin d'améliorer la croissance des végétaux et d’augmenter la production de ces

molécules.
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La culture in vitro de cellules et/ou tissus végétaux est considéré comme l'un des meilleurs

moyens utilisés actuellement pour la production de plusieurs principes actifs efficaces.

Le tableau 3 présente plusieurs composés a pouvoir colorant extraits des végétaux et des
champignons qui ont été régénérés a partir de cellules ou de tissus végétaux (Martin et al.,
2012).

Tableau 3 : Composeés extraits des végétaux et des champignons régénérés a partir
de cellules ou de tissus végétaux (Martin et al., 2012)

Pigments Famille chimique Sources naturelle Couleur
Lutéoline Flavonoides Reseda luteola Résédacée Jaune
Apigénine

Apioside Flavonoides Serratula tinctoria Composée Jaune citron
Kaempférol

Quercétine Flavonoides Quercus tinctoria Fagacée Jaune doré
Morine Flavonoides Morus tinctoria Moracée Jaune doré
Myricétol Flavonoides Myrica gale Myriacée Jaune intense
Quercétine

Rhamnétol Flavonoides Rhamnus lycioides Rhamnacée Jaune-orangé
Xanthorhamnoside

Berbérine Alcaloides Berberis vulgaris Berbéracées Jaune-orangé
Crocine Caroténoides Croccus sativus Iridacée Jaune-orangé
Curcumine Lignine Curcuma domestica Zingibéracées Jaune-orangé
Emodol anthraquinones Rumex obtusifolius Polygonacées Jaune-orangé
chrysophanol Rheum rhubarbatum

Morindone Anthraquinones Morinda citrifolia Rubiacées Orange
Lawsone Naphtoquinones Lawsonia inermis Lythracée Orange
Bixine Caroténoides Bixa orellana Bixacée Rouge-orangé
Alizarine anthraquinones Rubia tinctorium Rubiacées Rouge
Alkannine Naphtoquinones Alkanna tinctoria Borraginacée Rouge
Juglone Naphtoquinones Juglans regia Juglandacée Rouge foncé
Sanguinarine Alcaloides Papaver somniferum | Papavéracée Rouge foncé
Cyanidol Anthocyanes Sorghum vulgare Graminée Rouge violacé
Pélargonidol Papaver rhoeas Papavéracée

Malvidol Anthocyanes Vaccinum myrtillus Ericacée Rouge violacé
Pétunidol

Cynodontine Anthraquinones Curvularia lunata Champignon Bleu
Flavioline Naphtoquinones Verticullium dahliae Champignon Violet

Les classes majeures de métabolites secondaires incluent les alcaloides, les terpénoides et les

phénylpropanoides, appelés aussi composés phénoliques (Wuyts, 2006).
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I11. 1 - Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des substances présentes dans tous les végétaux et dans
tous les organes de la plante, ils possedent un noyau aromatique portant un ou plusieurs
groupements hydroxyles (Naczk et Shahidi, 2003 ; Barboni, 2006 ; Sun et al., 2011).
Leur présence dans les tissus animaux est généralement due a l'ingestion d'aliments d'origine
végetale (Naczk et Shahidi, 2003).

Les composés phénoliques jouent un réle essentiel dans la structure et la protection des plantes
(Naczk et Shahidi, 2003 ; Stalikas, 2007). lls offrent également, pour la santé humaine, une
protection contre certaines maladies impliquant un stress oxydatif, comme les cancers et les
maladies cardiovasculaires et neurodégéneratives (Sun et al., 2011).

Le terme "composés phénoliques végétaux» englobe les phénols simples, les acides
phénoliques, les coumarines, les flavonoides, les stilbénes, les tannins, les lignines et les
lignanes (Stalikas, 2007). Les principales classes de ces composés sont representées dans le

tableau 4.
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Tableau 4 : Les principales classes de composés phénoliques dans les plantes
(Thayumanavan et Sadasivam, 2003)

Les classes

n de carbones

squelette de base de carbone

exemples

1- phénols simples

le catechol, I'hydroquinone

6 C6 phloroglucinol
. . 4-hydroxyacétophénone
2- acétophénones 4 4
. o ) p-hydroxyphénylacétate
Phénylacétique 8 C6-C2 caféique, férulique
3-hydroxycinnamates g C6-Ca c6- umbelliferone aesculétine
Isocoumarines 9 c3 bergénine
Chromons C6.C3 eugenin
4-hydroxybenzoates , co.cl salicylique, gallique
5-Naphtoguinanes 10 C6-C3 juglone, plumbagine
6-xanthones e
13 C6-Cl- C6 mangiférine
anzr;?;”g‘ia:gries 14 C6- C2--C6 resvératrol
q " C6- C2-- C6 émodine
8-flavonoides
Isoflavonoides 15 C6-C3- C6 cyanidin
15 C6-C3-C6 génistéine
9-lignanes .
18 (C6-C 3)2 pinorésinol
10-bioflavonoides 30 (C6-C 3- C6)2 amentoflavone
11-11-hydrolysable
tanins (C6-C 1)n: GLc gallotannins

12-tanins condensés

les polymeres de catéchine

n (C6-C 3- C6)n
13-lignines lignines guaiacyle
n (C6-C 3)n gnines gualacy
14- mélanines catéchol
(Cé)n

L'extraction des polyphénols de plantes médicinales est l'une des principales étapes de

nombreuses études biologiques et thérapeutiques. Le rendement de cette extraction est

également affecté significativement par plusieurs paramétres, tels que la température et le

temps d'extraction.

Quan V. Vuong, 2013, ont observé que le rendement d'extraction de ces molécules a partir des

feuilles de papaye (Carica papaya) augmente lorsque la température d'extraction a augmenté de
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50 a 70 °C et diminue a 100 °C (figure 9), un résultat qui peut étre lié & une décomposition

induite thermiquement.
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Figure 9 : Effet de la température et de I’activité antioxydant sur le rendement d'extraction
des polyphénoles (Quan V. Vuong, 2013).

Selon la méme référence, le temps d'extraction affecte également l'extractibilité de ces
molécules (figure 10). Les rendements sont augmentés lorsque le temps d'extraction est
augmenté de 5 a 20 min.
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Figure 10 : Effet du temps d'extraction et de I’activité antioxydant sur le rendement d'extraction
des polyphénoles (Quan V. Vuong, 2013).

I11. 1. 1 -Biosynthése des composés phénoliques
Les composés phénoliques des végétaux sont biosynthetisés par trois voies
différentes (Thayumanavan et Sadasivam, 2003) : voie Shikimique, voie Acétate-Malonate ou

voie des polycétides et voie acétate Mevalonate.
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La figure 11 représente la voie métabolique de la production de certains composes phénoliques

a partie de la phénylalanine.
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Figure 11: Biosynthése de certains composés phénoliques a partir
de la phénylalanine (Naczk et Shahidi, 2003)

I11. 2 - Les flavonoides

I11. 2. 1 - Définition des flavonoides

Les flavonoides sont des molécules polysubstituées ubiquitaires chez les plantes, formés a

partir des acides aminés aromatiques phénylalanine, tyrosine et du malonate. La structure de
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base de flavonoide est le noyau flavane, qui se compose de 15 atomes de carbone disposés en
trois cycles (C6-C3-C6) qui sont nommés cycle A, cycle B et cycle C (Stalikas, 2007).

Les flavonoides jouent un réle trés important dans la croissance des plantes, la floraison, la
fructification et la défense contre les maladies et les microorganismes. Ils ont également un rdle
trés important pour la santé humaine. A titre d’exemple, ils sont efficaces pour l'inflammation
chronique, les maladies allergiques, les maladies coronariennes et le cancer (Ebadi, 2001 ;
Ghedira, 2005 ).

I11. 2. 2 - Structure et biosynthése des flavonoides :

Les différentes classes des flavonoides sont représentées dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Les différentes classes de flavonoides et leurs substitutions (Stalikas, 2007)
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Les métabolites secondaires

La figure 12 represente les voies de biosynthese des flavonoides

Cycle A =

coenzyme A (malonyl-CoA).

[
5
Isoflavones
Position 5 4
Ravanonol Compound
2 = . Genistein OH OH OH
Position 2 3 4 Genistin OH 0Ll OH
Compound Daidzein OH OH
Dadzin - OGlu OH
Taxifolin OH OH OH OH Ononin OH O0Glu CH,
3
N
7'/]4'
) + 1
O J 5
1.7 ~ \
[}
B /3
X ~
5 4
Anthocyanidins
Position 3 5 7 ) ) 5
Compound
Cyanidin OH OH OH OH OH
Cyanin OGlu OH O OH Ol
Peonidin OH OH OH OCH, OH
Delphinidin OH OH OH OH
Pelargonidin OH OH OH - OH -
Malvidin OH OH OH OCH, OH OCH,

formé par la voie de I’acétyl-CoA a partir de trois molécules de malonyl-

Cycles B et C = formés par la voie du shikimate a partir de la phénylalanine qui est convertie

en p-coumarate puis en p-coumaroyl-CoA.
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Les métabolites secondaires

Métabolisme du glucose
|

t
shikimate
Acétyl-CoA
phénylalanine
OH OH
0 O
% A
CoA OH CoA HO HO
0 0 0
3 malonyl-CoA
p-coumaroyl-CoA p-coumarate cinnamate
OH OH
HO OH O HO o‘”)@
O — »  Lesréactions ultérieures
aboutissent aux principales
OH O OH O classes de flavonoides
4,2 4' 6'-tétrahydroxychalcone naringénine

Figure 12: Voies de la biosynthése des flavonoides (Heller et Forkmann, 1993).
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Matériel et Méthodes

I. Matériel végétal et Echantillo

nnage

Dans cette étude, les échantillons du matériel végétal utilisé ont été récoltés au mois d’avril
2015 dans la région de Ouled Khelouf, sud-est de la wilaya de Mila (Figure 13), [Latitude

36° 3'32.14" N. Longitude 6° 8' 18.68"

BE)l.

Localisation de la commune Ouled Khelouf dans la wilaya de Mila
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Figure 13: Site d'échantillonnage

Le matériel végétal est constitué de feuilles de la plante Artemisia herba alba (Figure 14).

Les feuilles sont lavées puis laissées sécher a 'ombre et a température ambiante dans un

endroit aéré, pendant 21 jours.
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Les feuilles séches ont été broyées a 1’aide d’un broyeur électrique et le broyat obtenu a été
conservé dans des sachets en papier a température ambiante, dans un endroit sec et a I’abri de

I’humidité et de la lumiére jusqu’a son utilisation.

Figure 14: Séchage des feuilles d’Artemisia herba-alba (Chih).

I1.  Extraction des composés phénoliques et des flavonoides

Les composés phénoliques et flavonoides ont été extraits a partir des feuilles de cette plante
par trois méthodes différentes : Extraction par macération dans le méthanol aqueux, extraction
avec de I’eau chaude et extraction par la méthode préconisée en médecine traditionnelle

(décoction).

I1. 1- Extraction par macération dans le méthanol aqueux (extraction solide/liquide)

La macération (extraction solide-liquide) est une opération qui consiste a laisser séjourner la
matiére végétale (broyat) dans le méthanol aqueux pour extraire les principes actifs (composés
phénoliques et flavonoides). Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole
décrit par Hamia et al. (2014), avec quelques modifications.
Le protocole de la macération de cette plante est le suivant (Figure 15) :

- Peser 10 gramme de la matiere végétale ;

- Chauffer le méthanol aqueux (70:30) dans un bécher de 500 ml jusqu'a ébullition ;
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Mettre la matiere végétale (10 g) sur le méthanol aqueux bouillant (70:30) ;
Agiter de temps en temps jusqu'a parfaite refroidissement ;

Laisser macérer pendant 24 h, ensuite filtrer sur un papier filtre Wathman (n°:1) ;
Récupérer le filtrat dans un flacon ;

Reépéter la procédure trois fois (fraction retenue par le filtre dans 200 ml méthanol
aqueux bouillant);

Les macéras hydroalcoolique de 3 jours sont placés dans un seul récipient.

Il. 2- Extraction avec de I’eau chaude (extraction solide/liquide)

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par Nshimiyimana et He,

2010 en y apportant quelques modifications :

Le protocole de cette pour chaque plante est le suivant (Figure 15) :

Peser 10 gramme de la matiere végetale ;

Ajouté la matiere végétale broyée au 200 ml eau distillée puis agiter manuellement et
doucement ;

Chauffer le mélange dans un bain-marie a 77 °C pendant 30 minutes.

Laisser le melange refroidir a la température ambiante ;

Filtrer sur un papier filtre Wathman n°1;

Répéter la procédure trois fois (fraction retenue par le filtre dans 200 ml eau distillée
chaude);

Les trois filtrats obtenus sont placés dans un seul récipient.

1. 3- Extraction par la méthode préconisée en médecine traditionnelle (décoction)

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par KONKON et al., 2006

en y apportant quelques modifications :

Le protocole de cette pour chaque plante est le suivant (Figure 15) :

Peser 10 gramme de feuilles séchées;

Ajouté les feuilles séchées au 200 ml eau distillée puis agiter manuellement et
doucement ;

Chauffer le mélange dans un bain-marie bouillant pendant 30 minutes.

Laisser le mélange refroidir a la température ambiante ;

Filtrer sur un papier filtre Wathman n°1;

Répéter la procédure trois fois (fraction retenue par le filtre dans 200 ml eau distillée

bouillante);
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Les trois filtrats obtenus sont placés dans un seul récipient.

1. 4- Evaporation

Les trois solutions obtenues ont été évaporés a I’aide d’un évaporateur rotatif, ou rotavap

(Figure 16) qui permet a eliminé le solvant sous vide.

Le protocole d’évaporation est le suivant :

Placer la solution dans le ballon d’évaporation ;

Procéder a I’évaporation jusqu'a disparition compléte du solvant (Solution 1 (T° = 45 °C
et vitesse de rotation = 3), Solution 2 et 3 ((T° = 65 °C et vitesse de rotation = 27);
Retirer le ballon du rotavap et attendre qu’il soit froid ;

Peser le ballon afin de calculer le rendement d’extraction ;

Recueillir I’extrait dans de 1’eau chaude( MeOH) (100 ml) (I’intérét de 1’utilisation de
I’eau distillée bouillante ¢’est pour assurer la récupération des composés restés accolés a
la paroi du ballon d’évaporation) ;

Ajouter 100 ml d’eau distillée en plusieurs quantités ;

Laisser le tout a décanter pendant 24 h a température ambiante.

Sur un papier filtre Wathman N°1, filtrer ’extrait aqueux (résidu + eau) pour éliminer

les boues (graisse et résine).
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Séchage de la plante (21 jours)

1
l }

Matiére végétale Matidre véaé
gétale
(109 d"'lbm""’ (10 g de feuilles séchées)
Macération Eau chaude Péconisée en médecine
(Méthanol aqueux, 24h) (77°C, 30 mn) traditionnelle (Eau bouillante, 30 mn)
(3 fois successives) (3 fois successives) (3 fois successives)
Solution 1 Solution 2 Solution 3
(méthanolique) (aqueuse) (décoctée)
Evaporation Evaporation Evaporation
(45°C, 3 rpm) (65°C, 27 rpm) (65°C, 27 rpm)
l Phase aqueuse 1 J I Phase aqueuse 2 I Phase aqueuse 3

Figure 15: Organigramme d’extraction et d’évaporation

Au total, trois phases aqueuses (solutions extractives) ont été obtenues :
La phase aqueuse 1 = solution méthanolique
La phase aqueuse 2 = solution aqueuse

La phase aqueuse 2 = solution décoctée (préconisée en médecine traditionnelle)

I1. 5- Détermination du rendement

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein (aprés

évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation) (Mohammedi, 2006).

Masse d extrait sec
R% = x 100

Masse de la matiere végétale

31



Matériel et Méthodes

Réfrigérant

Ballon de
récupération

Ballon
d’évaporation

Bain-marie

Figure 16 : Evaporateur rotatif (Rihane et Benlahreche, 2013)

Le principe du rotavapor est basé sur la distillation du macérat sous vide. Le mode d’emploi

de cet appareil est le suivant (http://www.lachimie.fr/materiel/evaporateur.php)

(Consulter et rédiger par Rihane et Benlahreche, 2013) :

- Placer le macéréat a évaporer dans le ballon d’évaporation ;

- Mettre ensuite le ballon d’évaporation sous rotation ;

- Ouvrir le robinet d’eau froide relier au réfrigérant ;

- Fermer ensuite la vanne reliant le montage a la pression extérieure (vanne de fermeture) et
faire le vide a I’intérieur de ’appareillage a I’aide d’une trompe a eau ;

- Sil’évaporation n’est pas assez rapide, plonger le ballon d’évaporation contenant le macérat a
évaporer dans le bain marie d’eau chaude ;

- Procéder a I’évaporation jusqu’a disparition compléte du solvant ;

- Ouvrir la vanne de fermeture pour remettre la pression atmosphérique a I’intérieur du
dispositif ;

- Enfin, couper I’eau du réfrigérant et de la trompe a eau.

I11. Déetection des composés phénoliques et des flavonoides

Le but de ces tests est la mise en évidence des composés phénoliques et flavonoides présents
dans les trois phases aqueuses obtenues.

Le protocol de chaque test est comme suit :
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I11. 1 - Détection des composés phénoliques (Réaction au FeCl 3)

Cette réaction a été réalisée en premier temps (premier test) pour la détection des composés
phénoliques en utilisant le broyat (matiere végétale) et dans le second temps (deuxiéme test)

pour la détection de ces molécules dans les trois phases aqueuses obtenues.

Premier test : Peser 400 mg de broyat de chaque plante dans un récipient en verre (tube a
essali), puis additionner 4 ml de I’eau distillée et 12 ml d’acétone ; le tous est placer dans un
bain marie a température 60°C pendant 5 min avec agitation de temps en temps. Filtrer sur un
papier filtre« type Whatman n°1», recueillir le filtrat obtenue dans un tube a essai et ajouter 1
a 2 gouttes de feCls 10% (Bouquet et Fouret, 1975).

Deuxiéme test : Placer 2 ml de chaque solution dans un tube a essai et ajouter quelques
gouttes de feCls 10% (BEKRO et al, 2007)

La présence des composes phénoliques dans les extraits est indiquée par I’apparition de la

couleur vert noiratre.

I11. 2 - Mise en évidence des flavonoides (Réaction a la cyanidine)

Cette réaction a été effectuée selon le protocole décrit par BEKRO et al, 2007 en y apportant
quelques modifications :
Le protocol expérimental pour tester la présence de flavonoide est le suivant :
- Apres chaque méthode d’extraction, placer 2 ml de chaque phase aqueuse obtenue dans un
tube a essai contenant de 1’alcool chlorhydrique (4 ml éthanol + 1ml HCI concentré).

- Ajouter 2 ou 3 morceaux de magnésium

La présence des différents types des flavonoides dans les extraits est indiquée par I’apparition

des couleurs suivantes : Rose-orange ou violacée.

V1. Extraction des flavonoides (extraction liquide/liquide)

V1. 1 - Affrontement par I’éther de pétrole

Avant D’extraction des différents flavonoides, les trois phases aqueuses obtenues aprés
évaporation ont été débarrassées des cires, des lipides et de la chlorophylle par trois lavages
successifs avec 1’éther de pétrole (Kebiéche et al, 2011) (élimine tous les composeés non

phénolique : les caroténoides et les pigments chlorophylliens, les graisses).
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Le protocol de cette phase est le suivant (Rihane et Benlahreche, 2013):

- Ajouter 1/3 volume d’éther de pétrole au volume de la phase aqueuse obtenue (v/v);

- Bien agiter et laisser reposer le mélange, aux moins 20mimute jusqu'a I’obtention de
deux phases, une phase organique ou éther de pétrole (coté supérieur) et une phase
aqueuse (coté inferieur);

- Récupérer la phase organique dans un récipient en verre ;

- Reépéter la procédure trois fois ;

- Laphase éther de pétrole est rejetée.

A la fin de cette manipulation, 50 ml de chaque phase aqueuse suivi I’affrontement par éther
d’éthylique, acétate d’éthyle et n-butanol. Le reste de cette phase, contenant les composés
phénolique et flavonoides, a été évaporé au rotavap (T°=45°C, R 3) et D’extrait obtenu a été
récupéré par 6 ml de méthanol et conserver a la température ambiante jusqu’a son utilisation

(test antibactérien).

V1. 2 - Extraction des flavonoides

Chague solution aqueuse ainsi obtenue a été placée dans une ampoule a décanté. Ensuite, elle
a été soumise a un processus de séparation liquide-liquide avec des solvants de polarité
croissante éther diéthylique, acétate d’éthyle et n-butanol. Selon la méthode décrite par (Treki
A et al., 2009).

Cette étape est caractérisée par la spécificité et la polarité du solvant organique.
VI. 2. 1 - Affrontement par I’éther diéthylique

Cette phase a été réalisée avec 1’éther diéthylique qui permet a extraire les aglycones
(composés simples tels que les acides phénols et les flavonoides).

Dans ce cas, le mode opératoire de cette phase est comme suit (Rihane et Benlahreche,
2013):

- Ajouter 50 ml de la phase aqueuse (v/v) aux 1/3 ml d’éther di éthylique ;

- Bien agiter et laisser reposer le mélange au moins 20 minute jusqu'a I’obtention de
deux phases, une phase organique ou éther diéthylique (coté supérieur) et une phase
aqueuse (coté inferieur) ;

- Répéter la procédure trois fois ;

- Evaporer la phase organique obtenue (T°=35°C, R=3);

- Recueillir ’extrait par 6 ml de méthanol.

34



Matériel et Méthodes

VI. 2. 2 - Affrontement par I’acétate d’éthyle

Cette phase a été réalisée par 1’acétate d’éthyle. Elle a été effectuée selon le méme protocole

précédent.

Dans ce cas la phase aqueuse utilisée est celle qui a été obtenue a partir de la phase éther
diéthylique et la phase organique obtenue a été est évaporé au rotavap (T°= 50°C, R=3).

Nous rappelons que cette phase permet d’extraire les monoglycosides et partiellement les di-
glycosides.
V1. 2. 3 - Affrontement par le n-butanol

Cette manipulation a été effectuée selon le méme protocole précédent. La phase aqueuse
utilisée est celle qui a été obtenue a partir de la phase d’acétate d’éthyle et la phase organique

a ete évapore également au rotavap (T°=50°C, R=3).

Cette phase permet d’extraire le reste de di-glycoside et le tri-glycoside.

Enfin, I’extrait sec de chaque phase a été conservé dans 6 ml de méthanol jusqu’a utilisation

pour le test d’activité antibactérienne.

l Phase aqueuse I

Affrontement par éther de pétrole

Phase aqueuse
(polyphénols et flavonoides)

Extraction des flavonoides Evaporation
(50 ml) (le reste de la phase aqueuse)
— Ether diéthylique
— Acétate d'éthyle

Rt IAcﬁvité antibactérienne ]

[Mise en évidence | »

Figure 17: Etapes d’extraction des flavonoides (Rihane et Benlahreche, 2013)
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V. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie est une méthode biochimique trés utilisé en biologie notamment dans
la séparation et la mise en évidence des constituants d’un mélange. Le principe de cette
méthode est basé sur la répartition sélective des constituants a séparer entre deux phases, la

phase mobile et la phase stationnaire.

La chromatographie sur couche mince repose sur des phénoménes d'adsorption et la
répartition des constituants dans ce cas est en fonction :

- de la nature de la phase mobile,

- de la nature de la phase stationnaire,

- des propriétés physico-chimiques des constituants a séparer.

Dans ce travail, la CCM a éteé utilisée pour la séparation et la mise en évidence des composés
phénoliques et flavonoides présents dans les trois extraits obtenus afin de vérifier s’il ya une

déférence d’efficacité entre les différentes méthodes d’extraction.

V. 1- Les principaux éléments du CCM

Cuve a chromatographie : Un récipient en verre fermé par un couvercle étanche.

Phase mobile (éluant ou systéeme solvant) : Tableau 6

Tableau 6: Systemes solvants utilisés pour la CCM

Extrait Systeme solvant (Vv:v:v:v)
Phase aqueuse AcOET /MeOH/H20 (7 : 2.7 : 0.3)
Phase éther diéthylique CHCls/Acétone (9.5: 0.5)
Phase acétate d’éthyle CHCIs/ MeOH (9 : 1)
Phase n-butanol CHClIs/ MeOH/H20 (6.5: 3.2 : 0.3)

Phase stationnaire : Le plus utilisé est le gel de silice, ¢’est une couche d’environ 0,25 mm

fixée sur une plaque d’aluminium.
Echantillons : Les extraits des différentes phases obtenues, la phase méthanolique, la phase

¢ther diéthylique, la phase acétate d’éthyle et la phase n-butanol

Révélateurs : Solution d’acide sulfurique + chaleur ; lampe UV 254 nm.
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V. 2 - Développement du Chromatogramme

Le protocole de cette manipulation et le suivant (Rihane et Benlahreche, 2013):

Introduire le systeme solvant choisi dans la cuve a chromatographie,

Fermer la cuve (la cuve doit étre saturée de vapeur de solvant);

Tracer la ligne de dép6t a environ 2,5 cm du bord de la plaque ;

A I’aide d’une micropipette, déposer environ 0,5ul de chaque échantillon, le diamétre
de la tache environ 2mm. Effectuer plusieurs dép6ts au méme point, en séchant
rapidement aprés chaque dépot;

Placer la plaque dans la cuve a chromatographie contenant le systéme solvant ;
Recouvrir la cuve et suivre le développement du chromatogramme;

Arréter la chromatographie, lorsque le front du solvant se trouve a environ de 1 cm de
I’extrémité supérieur ;

Sécher le chromatogramme a I’air libre ;

V. 3 - Révélation et calcul du rapport frontal (Rf)
Aprés séchage a Iair libre, les plaques ont été révelés par deux méthodes :
1% méthode (révélation chimique) : Révélation des taches a I’aide d’un révélateur

chimique, solution d’acide sulfurique (20 : 80 ; v : V).

2™ méthode (révélation physique) : Révélation des taches sous une lampe UV (254

nm).

Dans tous les cas, les positions des taches (spots) colorées doivent étre notées en les cerclant

juste a la fin de la chromatographie car certains produits disparaissent avec le temps.

Enfin calculer le rapport frontal (Rf) pour chaque spot par la relation suivante :

distance parcourue par le constituant

Rf:

distance parcourue par l'¢luant
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V1. Activité antibactérienne des composés phénoliques et flavonoides

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer I’activité antibactériennes des composés
phénoliques et flavonoides présents dans les trois extraits obtenus et de vérifier également s’il

ya une déférence d’efficacité entre les différentes méthodes d’extraction.

L’activité antibactérienne des extraits a été déterminée par la méthode de diffusion en milieu
gélosé (Athamena, 2009 ; Bassole et al., 2011). Le protocole de cette méthode est celui qui a
été décrit par Rihane et Benlahreche (2013) en y apportant quelques modifications.

V1. 1 - Souche bactérienne et conditions de culture

D’aprés Rihane et Benlahreche (2013), les extraits phénoliques deux plantes Ocimum
basilicum et Artemisia herba alba présentent une activité inhibitrice plus importante contre la

bactérie Escherichia coli.

Pour cette raison, cette bactérie a été choisie dans cette étude. C’est une bactérie a Gram
négatif connue pour sa forte antibiorésistance et son pouvoir invasif et toxique chez ’homme
(Bencheqroun et al., 2012).

La bactéerie Escherichia coli, fournie par le laboratoire de microbiologie (RDC) de la faculté
SNV université freres Mentouri - Constantine, a été ensemencée juste avant le test

antibactérien dans un bouillon nutritif et incubé a 37 °C pendant 24 h.

VI. 2 - Test de Pactivité inhibitrice
Cette manipulation comporte les étapes suivantes:
e Préparation d’inoculum

— Prélever a l'aide d'une anse de platine une colonie bactérienne bien isolée.
— Transvaser le contenu de l'ose dans un tube contenant 5 ml de bouillon nutritif stérile,
— Incuber par la suite les tubes a essai a 37°C pendant 24 h.

e Préparation des disques

— Préparer les disques de papier filtre de 6 mm de diametre (Whatman N° 1),

— Stériliser les disques a I’autoclave, a 120°C pendant 20 minutes.
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o Test d’activité antibactérienne

— Couler dans les boites de pétri une quantité de gélose nutritive équivalente a 13 ou 15
ml;

— Laisser les boites entrouvertes devant la flamme jusqu’a compléte solidification,

— Déposer quelques gouttes de la suspension bactrienne (inoculum) sur la surface de la
gélose, puis étaler a I’aide un rateau,

— S’assurer que la surface de la gélose est bien séchée,

— Déposer a l'aide d'une pince stérile les disques (trois disques par boite), imprégnés
d’extrait végétal, sur la surface de la gélose,

— Placer les boites de pétri a basse température (+4°C) pendent 15 a 30mn afin de
permettre aux extraits de diffuser dans la gélose avant que les bactéries ne commencent
a se multiplier ;

— Retirer les boites du réfrigérateur et les placer a I’étuve, a la température optimale de
croissance du germe a étudier (37 °C) pendent 24 h. Les boites doivent étre placées

couvercle en bas.

Dans ce travail, le méthanol a été utilisé comme solvant d’extraction et de conservation des
extraits obtenus. Il a eté utilisé, également comme témoin dans les tests antibactériens de ces

extraits.

Afin d'évaluée précisément I’activité antibactérienne des ces extraits, procéder un test
préliminaire antibactérien de ce solvant vis-a-vis des germes étudiés (mémes étapes

précédentes).

e Lecture des résultats

Apres 24 heures d’incubation, mesurer a I’aide d’une régle graduée le diametre d’inhibition
des bactéries auteur des disques. Le diamétre (mm) de la zone entourant le disque est

proportionnel a la sensibilité du germe étudié.
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Résultats et discussion

I. Tests phytochimiques

Dans ce travail, I’existence des composés phénoliques et flavonoides dans la maticre
végetale broyée de la plante Artemisia herba alba, ont été vérifiés par deux tests préliminaire :
Réaction au FeCl 3 et réaction a la cyanidine respectivement.

Les résultats de ces deux tests sont représentés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Mise en évidence des composés phénoliques et flavonoides
dans la matiere végétale broyée d’Artemisia herba alba

Composés | Quantité relative Couleur
Les polyphénols +++ Vert noiratre
Les Flavonoides + Orange

+++ : Présence en forte quantité
+ : Présence en faible quantité

Les résultats de cette manipulation indiquent clairement la présence des composés phénoliques
en abondance, caractérisés par une réponse positive au test de chlorure ferrique (FeCl3) et la
présence des flavonoides mis en évidence par le test a la cyanidine.

Les composes phénoliques se sont confirmés par 1’apparition d’une coloration vert noiratre et
les flavonoides par une coloration orange. Ce résultat est en accord avec celui de Bouquet et
Fouret, 1975.

Il. Etude comparative des techniques d’extraction des composés phénoliques et des

flavonoides

La technique d’extraction est une étape trés importante dans I’isolement et la récupération des
composés phytochimiques existants dans le matériel végétal (Quy Diem Do et al, 2014). Elle
est influencée par sa nature chimique, la méthode utilisée, la taille d’échantillon étudié, ainsi

que la présence de substances interferentes (Stalikas, 2005).

Dans ce travail, nous avons utilisé trois méthodes d’extraction : Extraction par macération
(méthanol aqueux, 70 %), extraction avec de I’eau chaude (77°C, 30 min) et extraction par la
méthode préconisée en médecine traditionnelle (eau bouillante, 30 min).

A la fin de cette manipulation, les trois extraits secs obtenus ont été recueillis dans des

quantités suffisantes de méthanol (6 ml).
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L’étude comparative des ces trois méthodes d’extraction Se porte normalement sur :

- Lerendement d’extraction des composes phénoliques et flavonoides ;

- Le dosage quantitatif des composés phénoliques et flavonoides totaux ;

- Lecriblage chromatographique ;

- L’activité antibactérienne.

Malheureusement, le dosage quantitatif des composés phénoliques et flavonoides totaux n’a

pas été réalisé a cause de manque de la quercétine et de 1’acide gallique.

I1. 1- Détermination du rendement

Dans cette étude, le rendement (I’extrait sec, obtenu aprés évaporation, contenant les

flavonoides et les composés phénolique) a été déterminé par rapport a 10 g de la matiére

vegétale (broyat ou feuilles séches).

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein (aprés

évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation).

Les résultats de cette manipulation sont représentés dans le tableau 8.

Tableau 8 : Poids d’extrait sec et rendement correspondant des trois méthodes d’extraction

des composés phenoligues et des flavonoides a partir de la plante Artemisia herba alba

Méthode d’extraction

Poids d’extrait sec (g)

Rendement (%0)

Macération

(eau bouillante, 30 min)

(méthanol aqueux, 70 :30) 133 13.3
Avec de ’eau chaude
(77°C, 30 min) 2.84 28.4
Décoction 21 ’1

D’aprés ces résultats, nous pouvons déduire que :

- Le rendement le plus élevé a été obtenu par la méthode d’extraction avec de I’eau

chaude suivie par la méthode d’extraction préconisée par la médecine traditionnelle et

enfin par macération,

- Le rendement de I’extraction avec de 1’eau chaude ou bouillante est plus élevé que

celui de I’extraction avec le méthanol aqueux,
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Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de substances naturelles extraites par
I’action extractive d’un solvant a la quantité de ces substances contenues dans la matiere
végétale. Il est dépend de plusieurs parameétres tels que: le solvant, le pH, la température, le
temps d'extraction et la composition de I'échantillon (Quy Diem Do et al, 2014).

D’aprés Quy Diem Do et al., 2014, I’utilisation combinée de I'eau et du solvant organique
peut faciliter I'extraction des substances chimiques qui sont solubles dans I'eau et / ou dans le
solvant organique.

Dans ce contexte, Naima et al, 2005 ont observé que le solvant le plus efficace pour extraire
les polyphénols a partir de la plante marocaine Acacia mollissima est le méthanol aqueux
(80%) suivie par I'éthanol aqueux (80%) et enfin I'eau.

Par ailleurs, I’extrait sec ne renferme pas uniquement des polyphénols et des flavonoides, il
contient également d’autres substances naturelles (BEKRO et al, 2007 ; Kebiéche et al,
2011).

Dans notre cas, peut étre les substances solubles dans I’eau sont présentes en quantité
importante est sont 'un des causes essentielles de I’augmentation du rendement correspondant
a la méthode d’extraction avec de I’eau chaude ou par décoction. Ces substances peuvent étre
de nature protéiques ou carbohydrates (BEKRO et al, 2007).

Il ya également une autre raison qui pourrait avoir un impact sur le rendement d’extraction,
c’est le temps d’extraction qui est généralement trés long dans le cas de la premiére méthode
(24 heures) par rapport aux deux autres méthodes (30 min). Selon Rhazi et al, 2015, la
progression de temps d’extraction peut diminuer le rendement de I'extrait et cela peut étre dd a

la dégradation de certaines substances naturelles comme les polyphénols.

Il. 2— Criblage chromatographique des composes phénoliques et flavonoides

Il. 2. 1- Mise en évidence des différents types des flavonoides

Les flavonoides dans les différentes phases ont été mis en évidences par un test préliminaire,
il s’agit d’une réaction a la cyanidine. Les résultats de cette réaction sont représentés dans le

tableau 9.
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Tableau 9 : Mise en évidences des flavonoides présents
dans les différentes phases d’extraction

Phase d’extraction Couleur Quantité relative
Ether diéthylique Orange claire +++
Acétate d’éthyle Orange foncée +++
n-butanol Rouge brique +++

+++ : Présence en forte quantité

Au vu de ces résultats, on peut déduire que la plante Artemisia herba alba est riche en différents
types de flavonoides. Ces composés se sont confirmés par 1’apparition des colorations orange

et rouge brique.

Les colorations rose, orange et rouge violace indiquent la présence des flavonols, flavones et

flavanones (Bouquet et Fouret, 1975 ; N’guessan et al.,2009 ).

I1. 2. 2— Extraction des flavonoides

D’autres ¢étapes supplémentaires peuvent étre appelées pour I'élimination des composés
phénoliques et non-phénoliques indésirables tels que les cires, les graisses, les terpénes, et les
chlorophylles (Stalikas, 2005).

Dans ce contexte, les trois phases aqueuses obtenues apres eévaporation ont été débarrassees

des cires, des lipides et de la chlorophylle par trois lavages successifs avec 1’éther de pétrole.
L’extraction des différents flavonoides a été procédée comme suit :

= Extraction des aglycones ou les génines libres (phase éther diéthylique),
= Extraction des mono-glycosides et partiellement le di-glycosides (phase acétate
d’éthyle),

= Extraction du reste de diglycoside et triglycosides (phase n-butanol).

Le rendement de chaque phase d’extraction a été déterminé selon la méme procédure
précédente (8§ I1. 5).
NB : le rendement de chaque phase est obtenu a partir de 50 ml de chaque phase aqueuse.

Les résultats de cette manipulation sont rassemblés dans le tableau 10.

43



Résultats et discussion

Tableau 10 : Rendement des trois phases :

Ether diéthylique, acétate d’éthyle et n-butanol

Phase d’extraction

Rendement (%)

Méthode 1 Meéthode 2 Méthode 3
Ether diéthylique 2.1 1,2 1,3
Acétate d’¢éthyle 2.2 1,4 1,2
n-butanol 4.6 7,2 12

Méthode 1 = Macération (méthanol aqueux, 70 :30)
Meéthode 2 = Avec de I’eau chaude (77°C, 30 min)
Meéthode 3 = Décoction (eau bouillante, 30 min)

Ces résultat montre que :

- Le rendement en flavonoides dans les deux phases éther diéthylique et acétate d’éthyle

de la premiére méthode est plus éleve (presque le double) que ceux dans les mémes

phases des deux autres méthodes d’extraction,

- Le rendement en flavonoides dans les deux phases éther diéthylique et acétate d’éthyle

des deux autres méthodes d’extraction 2 et 3 est presque le méme.

I1. 2. 3— Criblage chromatographique des composés phénoliques et flavonoides

Les résultats de cette manipulation sont représentés sur la figure 18 et dans le tableau 11.
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Méthanolique, éther diéthylique, acétate d’éthyle et n-butanol

Tableau 11 : Résultat de la CCM des Quatre phases :

d’est':risciion Méthode 1 Méthode 2 Méthode 3
Spot Rf Couleur Rf Couleur Rf Couleur
1 0.196 bleue 0.090 Violet 0.257 bleue
2 0.287 orange 0.166 0.303 jaune
3 0.363 jaune 0.227 0.363 jaune
Aqueuse 4 0.454 | violet 0.287 Bleue 0.409 violet
5 0.530 orange 0.333 0.454 jaune
6 0.590 orange 0.378 Jaune 0.515 jaune
7 0.666 jaune 0.454 Jaune 0.636 jaune
8 0.757 jaune 0.545 Orange 0.742 jaune
9 0.833 bleue 0.666 Orange 0.863 bleue
10 0.909 jaune 0.878 Jaune 0.954 bleue
11 0.939 bleue 0.969 Bleue
1 0.222 | orange 0.375 | Jaune 0.236 | orange
Ether 2 0.277 | orange 0.5 | orange 0.513 | orange
diéthylique 3 0.541 | jaune 0.638 | Bleue 0.680 | bleue
4 0.680 | bleue 0.958 | Violet 0.958 | violet
5 0.805 | orange
6 0.944 | violet
1 0.257 | bleue 0.357 | Jaune 0.257 | bleue
2 0.357 | jaune 0.700 | Jaune 0.414 | jaune
3 0.485 | jaune 0.942 | Bleue 0.557 | jaune
] 4 0.542 | jaune 0.971 | jaune
A:c:‘etate 5 0.700 | jaune 0.957 | jaune
d’éthyle 6 0.814 | jaune
7 0.914 | jaune
1 0.149 | bleue 0.149 | Violet 0.149 | Bleue
2 0.268 | jaune 0.253 | Bleue 0.373 | Jaune
n-butanol 3 0.388 | jaune 0.507 | Bleue 0.492 | Bleue
4 0.507 | bleue 0.582 | Jaune 0.567 | Jaune
5 0.582 | jaune 0.701 | Jaune 0.686 | Jaune
6 0.716 | jaune 0.805 | Jaune 0.791 | Jaune
7 0.835 | jaune 0.880 | Jaune 0.865 | Jaune
8 0.880 | jaune

Méthode 1 = Macération (méthanol aqueux, 70 :30)
Méthode 2 = Avec de I’eau chaude (77°C, 30 min)
Méthode 3 = Décoction (eau bouillante, 30 min)
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Phase méthanolique

23|

Phase éther diéthylique

]

Phase acétate d’éthyle

1 = Extraction par Macération (méthanol aqueux, 70 :30)
2 = Extraction avec de I’eau chaude (77°C, 30 min)
3 = Extraction par décoction (eau bouillante, 30 min)

Figure 18 : Résultat de la CCM des Quatre phases :

Meéthanolique, éther diéthylique, acétate d’éthyle et n-butanol
(Révélation chimique ; Révélation physique a 254 nm)
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Phase n-butanol

Figure 18 : (suite...)

L’analyse qualitative aprés CCM, révélation chimique et visualisation sous UV a 254 nm, a

permis de mettre en évidence de nombreuses taches (spots) colorées surtout en bleu, jaune et

orange. Ces trois coloration confirment la présence des composés phénoliques et des
flavonoides (Mamyrbekova-Bekro et al., 2012 ; Dohou et al., 2003).

D’apres ces résultats ont peut noter les remarques suivantes :

Le nombre de taches indique que la quantité des composes phénoliques et des
flavonoides dans les différentes phases de la premiére méthode (maceération dans le
méthanol aqueux) est la plus élevée que celles des deux autres méthodes. Ce résultat
est en accord avec ceux de certains travaux avec d’autres plantes (Naima et al, 2005 ;
Quy Diem Do et al., 2014).

Le nombre de taches dans les phases aqueuses est plus élevé que celui dans les autres
phases représentants les flavonoides, cela confirme que ces phases aqueuses
renferment les composes phénoliques ainsi que les flavonoides.

Le nombre de taches dans la phase n-butanol est plus élevé que celui dans les phases
éther diethylique et acétate d’éthyle, cela signifie que la plante Artemisia herba alba est
riches en flavonoides type di-glycoside et tri-glycoside. Cela renforce ce que nous 1’avons

observé précédemment sur le rendement d’extraction avec de I’eau chaude et décoction.

Enfin, nous pouvons conclure que les résultats de la CCM confirment la présence des

composés phénolique et des flavonoides dans les différents extraits de la plante étudiée et

renforce également ce que nous avons obtenus précédemment.
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I1. 3— Activité antibactérienne des composés phénoliques et flavonoides

Nous rappelons, que les objectifs de cette manipulation sont :
- Evaluer in vitro le pouvoir antibactérien des extraits dissouts dans le méthanol, isolés
de la plante médicinale Artemisia herba alba.
- vérifier si on peut utiliser ce pouvoir antibactérien comme un facteur de comparaison

entre les trois méthodes d’extraction étudiées.
Nous avons utilisé la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé solide, gélose
nutritive, contre la bactérie Escherichia coli.

Le pouvoir antibactérien des extraits a été estimé en termes de diamétre de la zone d'inhibition

autour des disques contenant les extraits a tester vis-a-vis de la bactérie Escherichia coli.

Dans ce travail, le méthanol a été utilisé comme solvant d’extraction et de conservation des

extraits obtenus, il a été également utilisé comme témoin dans les tests antibactériens.

Le résultat du test antibactérien de ce solvant vis-a-vis du germe étudié est representé sur la

Figure 19.
' f
:. .\.
Disque de papier ‘.‘
préalablement imprégné ———»
du méthanol '

Zone d'inhibition autour
du disque (mm)

v

Figure 19 : Zone d'inhibition autour des disques contenant
le méthanol (témoin) a tester vis-a-vis d’Escherichia coli

Afin d’évaluer précisément le pouvoir antibactérien des extraits, le diamétre réellement pris en
compte est celui qui a été calculé par la différence entre le diametre des zones inhibitrices de

ces extraits et celui du témoin (méthanol).

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 12 et sur la Figure 19.
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Tableau 12 : Activité antibactérienne des quatre phases :
Aqueuse, éther diéthylique, acétate d’éthyle et n-butanol

) Zone d'inhibition (mm)
Phase d’extraction
Méthode 1 Méthode 2 Méthode 3
Adueuse 10,26 + 1.59 9,13 +0,77 10,23 0,77
Ether di éthylique 10,13 £ 1,62 13,16 = 1,05 14,01 = 0,95
Acétate d’éthyle 14,03 £ 0,58 11,1 +1,35 11,93 +1,02
n-butanol 152 +1,17 20,03 £ 1,40 16,13+ 3,71
témoin 10,43 £ 2,41 10,43 £ 2,41 10,43+ 2,41
Meéthode 1 = Macération (méthanol aqueux, 70 :30) + : Ecart type

Méthode 2 =
Méthode 3 =

Avec de I’eau chaude (77°C, 30 min)

Décoction (eau bouillante, 30 min)
Aqueuse Ether diéthylique
T 20 - E 20 -
£ £ .
5 15 - §15
£ 10 £ 10 -
= e .
g 5 g 57
o (=]
N N . - . —-
0 T T T T 0 z T T T I"
T 1 2 3 T 1 2 3
Acétate d’éthyle n-butanol
E 20 T 20
£ £ )
s - 15
2 10 7 5 10 1
= = -
k v 3
c P 3 - (] P
|\°1 0 l-' T T - T E 0 |z T T T
T 1 2 3 T 1 2 3
T=Témoin 1=Méthodel 2=Meéthode2 3= Méthode 3

Figure 20 : le pouvoir antibactérien des extraits des quatre phases :
Ether diéthylique, acétate d’éthyle et n-butanol

D’apres ces résultats ont peut noter les remarques suivantes :
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- Cette méthode a permis de déterminer I’action de certains extraits sur la bactérie
Escherichia coli. Cette action se traduit par ’apparition d’une zone d’inhibition autour
du disque de papier préalablement imprégné d’extrait.

- Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’un extrait a un autre. La variation de
I’activité antimicrobienne des extraits explique les variations de leurs compositions
chimiques.

- La phase aqueuse des trois méthodes ne présente aucune activité inhibitrice contre la
bactérie Escherichia coli. Le méme résultat a été observé dans la méme plante
Artemisia herba alba et dans le cas macération dans le méthanol ( Seddik et al., 2010).

- La phase d’extraction n-butanol présente une activité inhibitrice plus importante par
rapport aux autres phases. Ce résultat est en accord avec celui de Rihane et
Benlahreche, 2013 et renforce également ce que nous avons obtenus précédemment

dans les deux cas CCM et rendement d’extraction.

Au vu de ces résultats, on peut déduire que les flavonoides extraits a partir de la plante
médicinale Artemisia herba alba ont un pouvoir antibactérien contre I’Escherichia coli et que
la phase n-butanol contenant les di et triglycosides peut étre utilisée comme un facteur de

comparaison entre les différentes méthodes d’extraction étudiées.
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Conclusion et perspectives

Une étude comparative de trois techniques d’extraction des composés phénoliques et des
flavonoides contenus dans une plante médicinale, Artemisia herba alba, a été réalisée. 1l
s'agit, en l'occurrence, de (i) l'extraction par macération dans le méthanol aqueux a 70 %, a
température ambiante, pendant 24 heures (ii) I'extraction par I’eau chaude a 77°C, pendant 30
min, et (iii) I'extraction par I'eau bouillante pendant 30 min. Cette derniére est la méthode
préconisée en médecine traditionnelle. La comparaison porte sur le rendement d’extraction
des métabolites visés, le criblage chromatographique et I’efficacité antibactérienne des

extraits obtenus.

Nous avons choisi d'effectuer nos extractions sur 10 g de poids sec, ce qui représente la dose

moyenne utilisée traditionnellement par la population algérienne.

Du point de vue phytochimique, cette plante médicinale s'est révélée riche en composés
phénoliques et en flavonoides, comme en témoigne 1’apparition de colorations vert noiratre et

orange, par addition de FeCls et de cyanidine, respectivement.

Les résultats de 1’étude comparative montrent que le rendement d’extraction de ces COMposés
le plus elevé a été obtenu par I’ecau chaude, suivi par I'eau bouillante (méthode de médecine

traditionnelle) et enfin par macération.

En revanche, le rendement en flavonoides dans les deux phases éther diéthylique et acétate
d’éthyle issues de macération est approximativement deux fois plus élevé que ceux des
mémes phases issues des deux autres méthodes (extraction par 1’eau chaude ou par

décoction).

L’analyse qualitative, apres séparation par CCM, révélation chimique et visualisation sous
UV a 254 nm, a permis de mettre en évidence de nombreuses taches (spots) dans tous les
extraits issus des trois méthodes. Ces taches, qui sont colorées principalement en bleu, jaune

et orange, confirment la présence des composes Visés.

Le nombre de taches visibles dans la phase n-butanol est plus élevé que celui que I'on observe
dans les phases éther diéthylique et acétate d’éthyle, ce qui indique que la plante Artemisia

herba alba est riche en flavonoides de type di-glycoside et tri-glycoside.
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L'étude biologique montre que le pouvoir antibactérien différe d’un extrait a l'autre, en rapport
direct avec les différences de leurs compositions chimiques respectives. Ainsi, la phase
d’extraction au n-butanol présente une activité inhibitrice plus importante par rapport aux

autres phases, en accord avec son meilleur rendement d’extraction.

Cette étude montre donc que la méthode d’extraction par 1’eau chaude est supérieure aux deux
autres méthodes, aussi bien en termes de rendement d’extraction des composés phénoliques et
des flavonoides que de pouvoir antibactérien des extraits. Néanmoins, ce résultat, obtenu
pour Artemisia herba alba, reste a confirmer pour les autres plantes médicinales.
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Résumé

Le but du présent travail est I'é¢tude comparative de trois techniques d’extraction des
composés phénoliques et des flavonoides contenus dans une plante médicinale, I'Artemisia
herba alba : Extraction par macération (méthanol aqueux, 70 %), extraction par ’eau chaude
(77°C, 30 min) et extraction par la méthode préconisée en médecine traditionnelle (eau
bouillante, 30 min). La comparaison porte sur le rendement d’extraction des métabolites

visés, le criblage chromatographique et I’efficacité antibactérienne des extraits obtenus.

Dans la premiere partie de cette étude, la présence de ces composés dans la matiére végétale
broyée a été établie par deux tests phytochimiques (réaction au FeCls et réaction a la
cyanidine).

Dans la seconde partie, I’étude comparative a montré que le rendement d’extraction le plus
¢levé a été obtenu par la méthode d’extraction par 1’eau chaude, suivie par la méthode

d’extraction préconisée par la médecine traditionnelle et enfin par maceration.

L’analyse qualitative apres séparation par CCM, révélation chimique et visualisation sous UV
a 254 nm, a permis de mettre en évidence de nombreuses taches (spots) dans tous les extraits
des trois méthodes. Le nombre de taches dans la phase n-butanol est plus élevé que celui dans
les phases éther diéthylique et acétate d’éthyle, ce qui indique que la plante Artemisia herba

alba est riche en flavonoides de type di-glycoside et tri-glycoside.

Dans la derniére partie de ce travail, la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé
solide, gélose nutritive, contre la bactérie Escherichia coli a montré que la phase n-butanol
présente une activité inhibitrice plus importante que celle des autres phases. Le pouvoir
antibactérien le plus élevé a été obtenu par la méthode d’extraction par 1’eau chaude, suivie

par la méthode d’extraction préconisée par la médecine traditionnelle et enfin par macération.

En conclusion, cette étude montre une certaine supériorité¢ de la méthode d’extraction par
I’eau chaude, en termes de rendement d’extraction des composés phénoliques et des
flavonoides et de pouvoir antibactérien des extraits. Néanmoins, ce résultat, obtenu pour la
plante Artemisia herba alba, reste a confirmer pour les autres plantes médicinales.

Mots clés : Artemisia herba alba, méthode d’extraction, composés phénoliques, flavonoides,
Escherichia coli.



ABSTRACT

The purpose of this work is the comparative study of three extraction techniques of phenolic
compounds and flavonoids contained in a medicinal plant, Artemisia herba alba: Extraction
by maceration (aqueous methanol, 70%), extraction with hot water (77 ° C, 30 min) and
extraction with the method recommended in folk medicine (boiling water, 30 min). The
comparison focuses on the extraction yield of target metabolites, chromatographic screening
and antibacterial efficacy of the extracts obtained.

In the first part of this study, the presence of these compounds in the powdered plant material
has been prepared by two phytochemical tests (reaction of FeCls and reaction of cyanidin).

In the second part, the comparative study showed that the highest extraction efficiency was
obtained by the method of extraction with hot water, followed by the extraction with the

method recommended in folk medicine and finally by maceration.

Qualitative analysis after separation by TLC (chemical revelation and visualization under UV
at 254 nm) allowed putting in evidence of numerous spots (spots) in all extracts of the three
methods. The number of spots in the n-butanol phase is higher than in diethyl ether and ethyl
acetate phases, indicating that the plant Artemisia herba alba is rich in flavonoids, type di-and

tri-glycosides.

In the last part of this work, the disk diffusion method on solid agar, nutrient agar, against
Escherichia coli showed that n-butanol phase has a greater inhibitory activity than other
phases. The highest antibacterial activity was obtained by the method of extraction with hot
water, followed by the extraction with the method recommended in folk medicine and finally

by maceration.

In conclusion, this study shows a certain superiority of the method of extraction with hot
water, in terms of extraction yield of phenolic compounds and flavonoids and the antibacterial
power of the extracts. Nevertheless, this result obtained for the plant Artemisia herba alba, yet

to be confirmed for other medicinal plants.

Key word: Artemisia herba alba, extraction method, phenolic compounds, flavonoids,

Escherichia coli.
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Théme: Comparaison de trois méthodes d’extraction des composés phénoliques et des
flavonoides a partir de la plante médicinale : Artemisia herba alba.

Résumé

Le but du présent travail est I'étude comparative de trois techniques d’extraction des
composés phénoliques et des flavonoides contenus dans une plante médicinale, I'Artemisia
herba alba : Extraction par macération (méthanol aqueux, 70 %), extraction par 1’ecau chaude
(77°C, 30 min) et extraction par la méthode préconisée en médecine traditionnelle (eau
bouillante, 30 min). La comparaison porte sur le rendement d’extraction des métabolites

visés, le criblage chromatographique et I’efficacité antibactérienne des extraits obtenus.

Dans la premiére partie de cette étude, la présence de ces composés dans la matiére végétale
broyée a été établie par deux tests phytochimiques (réaction au FeCl; et réaction a la
cyanidine).

Dans la seconde partie, 1’étude comparative a montré que le rendement d’extraction le plus
¢levé a été obtenu par la méthode d’extraction par 1’eau chaude, suivie par la méthode
d’extraction préconisée par la médecine traditionnelle et enfin par maceration.

L’analyse qualitative aprés séparation par CCM, révélation chimique et visualisation sous
UV a 254 nm, a permis de mettre en évidence de nombreuses taches (spots) dans tous les
extraits des trois méthodes. Le nombre de taches dans la phase n-butanol est plus élevé que
celui dans les phases éther diéthylique et acétate d’éthyle, ce qui indique que la plante

Artemisia herba alba est riche en flavonoides de type di-glycoside et tri-glycoside.

Dans la derniere partie de ce travail, la méthode de diffusion des disques sur un milieu gélosé
solide, gélose nutritive, contre la bactérie Escherichia coli a montré que la phase n-butanol
présente une activité inhibitrice plus importante que celle des autres phases. Le pouvoir
antibactérien le plus élevé a été obtenu par la méthode d’extraction par I’eau chaude, suivie
par la méthode d’extraction préconisée par la médecine traditionnelle et enfin par
macération.

En conclusion, cette étude montre une certaine supériorité de la méthode d’extraction par
I’cau chaude, en termes de rendement d’extraction des composés phénoliques et des
flavonoides et de pouvoir antibactérien des extraits. Néanmoins, ce résultat, obtenu pour la

plante Artemisia herba alba, reste a confirmer pour les autres plantes médicinales.

Mots clés: Artemisia herba alba,  méthode d’extraction, composés phénoliques,
flavonoides, Escherichia coli.
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