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Introduction

INTRODUCTION
Introduction
Plus de 30 % des préparations pharmaceutiques sont issues de plantes médicinales. La valeur
thérapeutique de ces plantes est due a la présence de faibles doses de substances qui

produisent des actions physiologiques sur le corps humain ou le corps animal (Hota, 2007).

Ces substances actives, dites métabolites secondaires, ne sont pas produites directement lors
de la photosynthése, mais résultent de réactions chimiques ultérieures. Elles sont classées en
trois groupes essentiels : Les terpénoides, les alcaloides et les composés phénoliques (tanins,

coumarines, lignine et flavonoides).

L’Artemisia herba alba(Asso) est une plante herbacée vivace. Elle appartient a I'un des genres
les plus répandus de la famille des Astéracées. Elle a une valeur thérapeutique trés importante
en raison des métabolites secondaires gqu'elle renferme, notamment les huiles essentielles, les

polyphénols et les flavonoides.

Cette plante est tres utilisée, aussi bien pour ses vertus médicinales que cosmétiques. Elle est
utilisée dans la médecine traditionnelle ainsi que dans la médecine moderne pour traiter
plusieurs maladies dont les infections urinaires, le diabéte, I’hypertension artérielle, les
troubles gastrique tels que la diarrhée et les douleurs abdominales, la cicatrisation des plaies

externes, la bronchite, 1’abcés et comme vermifuge.

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

Comme pour toute plante médicinale, I’extraction des principes actifs a partir de I’Artemisia
herb aalba (Asso) est influencée par plusieurs facteurs, notamment la nature chimique des
composés a séparer, la méthode d'extraction utilisée, la dimension des particules de
I’échantillon, le pH, la température et le temps d’extraction (Telliet al., 2010 ; Dentet al.,
2013).

Ce travail est une suite a celui qui a été réalisé sur la méme plante et qui portait sur la
comparaison de trois méthodes d’extraction des composés phénoliques et des flavonoides
(Master BMS, 2015). Les résultats de I'étude précédente ont montré que la méthode
d’extraction avec de I’eau chaude (a 77 °C, pendant 30 min) présente une certaine supériorite
en termes de rendement d’extraction des principes actifs et de pouvoir antibactérien des

extraits.
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L’objectif visé dans le present travail est 1’optimisation du temps d’extraction des composés
phénoliques et des flavonoides .Notre étude porte plus précisement sur le rendement
d’extraction des métabolites visés, leur dosage et leur pouvoir d’inhibition contre la bactérie
Escherichia coli (ATCC 25922).
Nous avons adopté un plan classique pour la présentation de notre travail :
< Chapitres 1, 1l et Ill: Synthése bibliographique sur la matiére vegétale étudiée, les
métabolites secondaires, les différentes méthodes d’extraction, et 1 activité
antibactérienne des composés phénoliques et flavonoides.
s Chapitre IV : Matériel et méthodes. Nous y présentons le matériel utilisé et les
techniques expérimentales(i) d'extraction des composés phénoliques et des
flavonoides, (ii) de dosage quantitatif de ces métabolites ; (iii) de la mise en évidence
des flavonoides par la chromatographie sur couche mince et enfin (iv) du test
antimicrobien des extraits obtenus.
+« Chapitre V : Résultats et discussion

¢+ Conclusion et perspectives.
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Chapitre | La famille Asteraceae et le genre Artemisia

I. La famille des Astéracées (Asteraceae) et le genre Artemisia

. 1 — Ordre d’4sterales

L’ordre des Asterales est 1’un des grands ordres de sous-classe Asteridae, ce sont des plantes

dicotylédones (Figure 1).

Asterids

Lamiids —I

Campanulids

‘l
)
N

Ericales
Boraginales
Lamiales
Escalloniale
Bruniales

Paracryphial

Garryales
Gentianales
Solanales
Aquifoliales
Asterales
Dipsacales

Cornales

Apiales

Figure 1 : Les 14 ordres de la sous-classe Asteridae (Simpson, 2010).

Il renferme 11 familles: Alseuosmiaceae, Argophyllaceae, Asteraceae (Compositae),
Calyceraceae, Campanulaceae (incl. Lobeliaceae), Goodeniaceae, Menyanthaceae,

Pentaphragmataceae, Phellinaceae, Rousseaceae et Stylidiaceae (Simpson, 2010).

l. 2 — La famille des Asteraceae

Le terme « Asteraceae » vient du mot grec « Aster » qui signifie étoile, parce que les fleurs de

cette famille sont radiées, c’est-a-dire ont des rayons comme étoile (Figure 2).
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head

radiate

Figure 2 : Fleurs de la famille des Astéracées (Simpson, 2010)

La famille des Astéracées (anciennement appelées Composées) est une importante famille de
plantes dicotylédones qui comprend plus de 1500 genres et plus de 25000 especes. On les
rencontre dans le monde entier. Economiquement tres importantes, certaines sont des plantes
alimentaires, elles fournissent les huiles utilisées en cuisine. D’autres sont des plantes
médicinales utilisées en phytothérapie pour le traitement ou la prévention des maladies par

I'usage de certaines parties de ces plantes telles que les racines, les tiges ou les feuilles.

Cette famille présente les caractéeres morphologiques suivants (Sell et Murrell, 2005 ;

Simpson, 2010) :

- Plantes herbacées annuelles ou vivaces, rarement arbustes et souvent avec latex.

- Feuilles : habituellement alternes, moins souvent opposées, rarement verticillées
(insérés au méme niveau, par groupe de trois unités au minimum, en cercle autour d'un
axe (tige ou rameau), pétiolées ou sessiles, toujours exstipulées (Qui n’ont pas de
stipules).

- Fleurs (Figure 3): généralement nombreuses, petites, regroupées sur un réceptacle,
entourées de bractées (capitule), zygomorphes (symétrie bilatérale) ou actinomorphes

(symétrie radiaire), bisexuelles ou unisexuees, épigyne (insérées sur 1’ovaire).
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ligule
3-lobed

style

pappus

achene

ligulate Mower

— ligulate
flower

tubular flower

Anthemis

U

Carthamus i |t
Echinops o Carlina !
Carlina
Inula
Eupatorium
Eupatorium Echinops
Styles i Stamens

Figure 3 : Fleurs de la famille Asteraceae (Kéare, 1994)
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Calice : absent ou représenté par un pappus. Le pappus est composé d’un faisceau de poils, de
soies capillaires, lisses, scabres ou plumeuses, unisériées (disposés sur un seul rang) ou

bisériées (disposés sur deux rangs).

Corolle : (4-) 5 pétales soudés dans un tube avec 4-5 dents au sommet (fleurs tubulaires) ou

fleurs a corolles ligulées.
Etamines : 5 étamines portées sur le tube de la corolle.
Ovaire : lovule.

Fruit (Figure 4) :akéne (parfois écrit achaine ou achéne),souvent avec un pappus persistant.

Tragopogon pratensis Sonchus asper (L.) Hill Leontodon hispidus L.
subsp. minor (Mill.) Wahlenb.

pappus a
small rim

Arctium lappa L. Matricaria recutita L. Anthemis arvensis L.
subsp. minus
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pappus of
downwardly

pappus of
barbed awns

scales

i)

_edty
e S A B T o

T W
e

o

Achillea millefolium L. . .
Galinsoga parviflora L. Bidens tripartita L.

Figure 4 : Les akenes de la famille Asteraceae (Kare, 1994)

I. 3 — Utilisation de la famille des Astéracées en médecine traditionnelle

D’aprés Rwangabo (1993), la thérapeutique traditionnelle est considérée comme
«’ensemble de toutes les connaissances et pratiques explicables ou non, auxquelles en
recourt pour diagnostiquer, prévenir, guérir complétement ou éliminer partiellement un
déséquilibre physique, mental ou social, en s’appuyant exclusivement sur I’expérience vécue

et I’observation transmise de génération en génération, oralement ou par écrit ».

Les plantes de la famille des astéracées sont largement utilisées par la médecine traditionnelle,
notamment dans les pays en voie de développement y compris I'Algérie. A titre d’exemple, on

citera :

Anvillea Radiata, Cotula cinereaet Matricaria Pubescens, sont des plantes couramment
utilisées dans la médecine traditionnelle dans le sud-ouest de I'Algérie (nord du Sahara), pour
le traitement de plusieurs maladies tels que : le diabéte, I’indigestion, le froid, les maux
d'estomac et pulmonaire, la diarrhée, 1’ulcere gastrique, les gaz, 1’asthme, les allergies, les

troubles oculaires et les rhumatismes (Djellouli et al., 2013).

Artemisia herba-alba ( Asso), utilisée par les deux populations Algérienne et Tunisienne pour
le traitement traditionnel de bronchite, de diarrhée, de névralgies, d’hypertension et pour
faciliter la digestion, calmer les douleurs abdominales et pour abaisser 1’hyperglycémie

(Zouari et al., 2014 ; Bougoutaia et al., 2014).




Chapitre | La famille Asteraceae et le genre Artemisia

Bidens pilosa L, est une plante herbacée employée traditionnellement au Congo comme anti-
poison, contre les affections grippales et fievres et pour soigner les hémorroides (Kouakou et
al., 2008).

El Azzouzi et Zidane (2015), ont inventorié 69 espéces appartenant a 63 genres et 39
familles parmi lesquelles les : Lamiaceae (23.07%), Apiaceae (17.94%), Asteraceae (7.69%
%) et Fabaceae (7.69%) sont les plus représentées dans la phytothérapie traditionnelle de la
ville de Béni-Mellal (Maroc).

I. 4- Parties de plantes medicinales utilisées

En médecine traditionnelle, le choix du parti de la plante utilisée est une étape tres importante
dans la préparation des remedes.

Les différentes parties de plantes qui peuvent étre employées chez la plupart des populations
sont ceux qui ont été décrites par Gurib-Fakim, 2006 ; ANSM, 2014 :

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 modifiées utilisées
comme organe de stockage de nourriture par une plante a dormance. Les bulbes les plus
populaires en médecine traditionnelle sont I'oignon et I'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 d'arbre, 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.

Feuilles : Les feuilles peuvent étre utilisées seules ou mélangées avec leur pétiole. Exemple :

Ginkgo biloba de la famille Ginkgoaceae.
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Les parties aériennes: Toutes les parties de la plante qui se trouvent au-dessus du sol. Elles
sont récoltées, trés souvent, lors de la floraison. Exemple : Hypericum perforatum de la

famille Hypericaceae.

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

Graines : Exemple (Ricinus communis; Foeniculum vulgare).

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 (Menthax piperita; Cananga odorata).

I. 5 - Récolte, Séchage et conservation des plantes médicinales.

Selon Ehrhart et Anne-Sophie (2003), plusieurs éléments interviennent lors de la récolte des
plantes médicinales: 1’age de la plante, 1’époque de I’année, et les parties de la plante a

récolter.

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.

Pour conserver au mieux les constituants actifs des plantes, il faut conserver ces derniéres
dans un endroit sombre, abrité et bien aéré. La température ne doit pas dépasser les 37 degrés
(Ehrhart et Anne, 2003).

Le tableau 5 résume la période de la récolte et la méthode de séchage de différentes parties

des plantes médicinales utilisées.
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Tableau 1 : Récolte et séchage de différentes parties des plantes
médicinales utilisées (Valnet, 2001).

Fartie de la plante Cueillette Séchage
Bacines A 1"air sec
Bacines charmnes Al etove
PFacines mmwcilaginenses Aun four
Bacines vivaces An printemps
PFacines des plantes En autonme
ammelles et bisanmelles
Ecorce des plantes Chand il a acouis wne certaine
ammeelles et bisanmelles | épaissewr ef se sépare facilement du
Corps
Ecorce d arbre En hiver An soleil ou &
Ecorce d arbrissean En autonme I emuve
Ecorce de résineux En printenaps
Bois
Flenrs An début de lenr épanouissement A l'ombre et &
Les flewrs de rose se cueillent en EF'IIDBPIJHE
séche
boutons
Fenilles Arant la floraison
Semences Chand la plante se desséche
Tiges En méme temps que les fenilles A soleil ow
dans une serre a
Feuilles épaisses 30-35°C
Bourgeons An début duo printemps
Fruits Un pen avant compléte maturite

I. 6 —Artemisia herba alba (Asso)

I. 6. 1 — Définition

L’Artemisia herba alba (Asso) est une espece de plantes steppiques du genre Artemisia. Ce
genre appartient a la famille des Astéracées (Composites), avec plus de 350 especes
différentes qui se trouvent principalement dans les zones arides et semi arides d'Europe,
d'’Amérique, d'Afrique du Nord et d’Asie (Boudjelal, 2013). La majorité de ces especes sont

largement utilisées en médecine traditionnelle.

10
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D’aprés Djebailli et al (1989), les steppes d’Artemisia herba alba (asso) en Algérie
recouvrent environ 3 millions d’hectares et sont situées dans les étages aride et semi-aride

frais, avec des précipitations variant de 100 a 300 mm.

Plusieurs noms sont attribués a la plante Artemisia herba alba (Asso) (Messai, 2015):
Armoise blanche (en France) ; Wormwood (en Angleterre) ; Shih ( z=&d)) ou Shih khorasani (
e Al m=ald) ) (En Afrique du Nord et au Moyen-Orient) ; Kaysoum ( s« ) (Au Maroc
occidental).

I. 6. 2 — Description botanique

L’Artemisia herba alba (Asso) est une plante herbacée a tiges ligneuses, ramifiées et
tomenteuses de 30 a 50 cm de long qui caractérisé par une odeur de thymol. Les feuilles sont
courtes, généralement pubescentes et argentées. Les capitules sont groupés en pannicules
de petite taille de 1,5 a 3 mm allongés et étroits contenant de 3 a 6 des fleurs jaunatres. Les

bractées externes de 1’involucre sont orbiculaires et pubescentes (Nawwar et al., 1989).

La figure 5 montre une partie de la steppe d’Artemisia herba alba (Asso) situee au niveau du
barrage Ain Zada (Wilaya de Sétif).

Figure 5: Artemisia herba alba (Asso)
Barrage Ain Zada (Wilaya de Sétif)

11
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I. 6. 2 — Systématique

La plante Artemisia herba alba(Asso) a été répertoriee en 1779 par le botaniste espagnol

Ignacio Jordan Claudio de Asso y del Rio (Site web N°1). Le tableau 2 représente la

classification classique de cette plante.

Tableau 2: Classification de la plante Artemisia herba-alba
(\Valles et Mc Arthur, 2001 ; Mohamed et al., 2010)

Eeégne
SOUs-TEgne
superdivision
Diwision
Classe
sous-classe
Chdre
Famille
sous-famille
la tnbu
Sons-triba
Jenre
SOUS-ZENrE
Espéces

FPlanige

Tracheobionia
spermatopinta
Magnoliophyia
Magnoliopsida
Asteridae
Asterales
Asteraceas
Asteroidens
Anthenideae
Artepmisiinge
Artemisia L
seriph diten
Artemiisia herba-alba Asso

I. 6. 3— Composition chimique

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés et identifiés dans les extraits et les huiles

essentielles de la plante Artemisia herba alba, dont les sesquiterpenes lactones sont les plus

importants.

La figure 6 représente les sesquiterpénes lactones de cette plante poussant en Egypte, au

Maroc, en Espagne et en Algérie.

12
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Figure 6 : Les sesquiterpénes lactones d’Artemisia herba alba
poussant en Egypte, au Maroc, en Espagne et en Algérie.
(Mohamed et al., 2010)

D’aprés la méme référence (Mohamed et al., 2010), les flavonoides détectés dans

I’Artemisia herba-alba montrent une grande diversité structurale, allant des flavonoides

communs (flavones glycosides et flavonols) jusqu’aux flavonoides hautement méthylés.
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I1. Les métabolites secondaires
1. 1-Définition

Les métabolites secondaires végétaux sont des molécules organiques de grande diversité
structurales, ils n’appartiennent pas au métabolisme primaire, c’est-a-dire ne sont pas
directement impliquées dans la photosynthése, la respiration et la croissance et le
développement de la plante. Ce sont des outils trés importants a la vie des plantes, elles les
utilisent surtout contre les herbivores, les microbes (bactéries, champignons) et les virus (Wink,
2009).

En général, les termes: composés secondaires, composés phytochimiques et facteurs
antinutritionnel sont été utilisées dans la littérature pour désigner ce groupe de COMpOSES
(Makkar et al, 2007).

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 & l'autre (Merghem,
2009).

Sur la base de leurs origines biosynthétiques, les métabolites secondaires végétaux peuvent étre
divisés en trois groupes principaux: (i) les flavonoides et composés polyphénoliques, (ii) les
terpénoides (iii) les alcaloides contenant de I'azote et les composés qui contiennent du soufre
(Crozier et al, 2006).

I1. 2-Fonction écologique de métabolites secondaires

Les métabolites secondaires jouent des réles tres importants et tres variés. Ils peuvent servir de
défense, d’attirer certaines especes ayant des roles bénéfiques (pollinisateurs) et peuvent

également permettre la communication entre les plantes (Figure 7).
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Secondary metabolites UV-protection
/ N-storage
Function

Defence compou ignal compounds
Defence Attraction

“ \ T~ 1

* pollinating insects

Herbivores/ Microbes/ Competing : - :
predators viruses plants ane b b a".'mals
« Insects « Bacteria * Root nodule bacteria

« Molluscs « Fungi » Adapted specialists

+ Vertebrates

* Repellence * Growth inhibition| | Inhibition of

¢ Deterrence * Toxicity * Germination and

* Toxicity * Growth of seedlings
+ Growth inhibition

Figure 7 : Fonctions écologiques et physiologiques de métabolites secondaires des plantes
(Wink, 2009).

Il. 3 - Techniques d’extraction des métabolites secondaires
L’extraction initiale est la premiere étape de l'isolement et de l'analyse des métabolites
secondaires. Elle est toujours réalisée sur une petite quantité de matiere végétale pour obtenir un

extrait primaire (figure 8).
Une fois le métabolite spécifique a été identifié dans I'extrait initial, il peut alors étre

souhaitable de I’isoler en plus grandes quantités.
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Step 1 Successive

extraction with
different solvents

BIQASSAY (in vitro)

Primary Extract X

Small scale
extraction

(SayX. Y. Z) ONE OR

BIOASSAY (in witro) MORE
e . , ————* EXTRACT
material : ACTIVE

Primary Extract X

A

Large scale
extraction

FIGURE 5.1

h

L

BIOASSAY (in vitro) l

Primary Extract X

7N

Fractionation Bioassav

<

L]
Pure active compound

An example of natural botanical drug discovery process.

Figure 8 : Processus d’extraction des substances botaniques actives
(Subhash et al, 2015)

En raison de la composition souvent tres complexe de la matiére végétale et la quantité infime

des phytoconstituants présents, la sélection d'une technique d'extraction pertinente et stratégique

est d'une importance primordiale.

En générale, la technique d’extraction des métabolites secondaires est la méthode et les moyens

utilisés pour extraire sélectivement un (ou plusieurs) de ces composés d'un mélange initial, sur

la base de la différence de leurs solubilités dans un solvant. Le mélange peut étre solide ou

liquide et le solvant liquide ou fluide supercritique (Penchev, 2010).
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11. 3.1-Extraction solide-liquide

L'extraction solide-liquide (SLE) est I'une des techniques les plus utilisés dans l'industrie des
plantes médicinales et aromatiques. Elle repose sur le passage des principes actifs, présents dans
la matiéere végétale, dans un solvant liquide par diffusion et dissolution (figure 9).

La macération, I'infusion et la décoction sont des méthodes d'extraction solide-liquide.

Schematic extraction — before extraction (left) and after extraction (right):
1 solvent, 2 extraction material (solid carrier phase with transition component), 3 transition component,
4 depleted solid carrier phase, 5 solvent with dissolved transition component

Figure 9 : Extraction solide-liquide
Avant I'extraction (& gauche) et aprés extraction (a droite). (Site web N°2)
11. 3.2-Extraction liquide-liquide

L’extraction liquide-liquide (LLE), est un procédé de séparation des composés actifs en
fonction de leurs solubilités relatives dans deux liquides différents ou non miscibles,
habituellement de I'eau et un solvant organique.

Les substances actives sont séparées par transfert entre les deux phases liquides (Figure 10), et

a la fin de cette opération, les deux phases séparées sont récupérées par décantation.

Light/Aqueous —
solvent Phase —

Mixing @ O@ Phase separation
Heavy/Organic -
solvent Phase: O O O
Feed soluti O O @
eed solution  [TT—) L
with mixtures of OO O Continnous O O
solute O O phase e

Extract (with solutes) O O
— 0 O
Extract= the layer of solvent + extracted solute O

SN

000

Raffinate (containing non-extracted solutes)
( ¢ .0 o

Raffinate= the layer from which solute has been removed

Figure 10 : distribution des composés a séparer entre les deux
liquides de séparation (Subhash et al., 2015)
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Il. 4 —Techniques d’extraction des composés phénoliques et flavonoides
Il existe plusieurs techniques d’extraction des composés phénoliques et flavonoides présents
dans les plantes médicinales.

Il. 4. 1-Extraction par macération

La poudre de la plante médicinale est macérée a température ambiante pendant quelques heures
a une nuit dans des solutions aqueuses des solvants : éthanol, acétone, méthanol (Mahmoudi et
al., 2013 ; Talbi et al., 2015).

I1. 4. 2—Extraction avec de ’eau chaude

La matiére végeétale broyée est ajoutée a I’eau distillée et homogénéisée par une agitation douce
manuelle. Ensuite le mélange est chauffé dans un bain-marie & 77 °C pendant 30 minutes. Enfin
le mélange est refroidi & la température ambiante et filtré sur un papier filtre Wattman
(Nshimiyimana et He, 2010).

Il. 4. 3-Extraction par décoction

La matiere végétale broyée est ajoutée a la solution du solvant d’extraction (éthanol, acétone ou
méthanol). Chaque mélange est porté a ébullition dans un bain Marie durant 30 min puis filtré

sur un filtre spécifique (Mahmoudi et al., 2013).
Il. 4. 4—Extraction par Soxhlet

Le Soxhlet est un appareil qui porte le nom de son inventeur Franz von Soxhlet, il est utilise

pour I’extraction solide-liquide.

L’échantillon entre rapidement en contact avec une portion fraiche de solvant, ce qui aide a
déplacer 1’équilibre de transfert vers le solvant. Cette méthode ne nécessite pas de filtration

apres extraction (Penchev, 2010).

Karabegovi¢ et al., 2011, ont trouvé que les teneurs en composés phénoliques et en flavonoides
de deux espéces d'Artemisia sont plus élevées dans 1’extrait de la méthode classique
(macération) que I’extrait de Soxhlet.

I1. 4. 5-Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction par solvant assistée par micro-ondes ou « MAE : microwave assisted extraction »
consiste & irradier par micro-ondes la matiere végétale broyée, en présence d’un solvant
absorbant fortement les micro-ondes (méthanol) pour I’extraction de composés polaires ou bien

en présence d’un solvant n’absorbant pas les microondes(hexane) pour I’extraction de COmposes
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apolaires. L’ensemble est chauffé sans atteindre 1’ébullition durant de courtes périodes

entrecoupées par des étapes de refroidissement (Pan et al, 2003 ; Lucchesi, 2006).

I1. 4. 6-Extraction assistée par ultrason

La poudre de la plante médicinale est mélangée avec un solvant (n-hexane ; méthanol ; acétone)
dans un récipient en verre (tube a essai, bécher...). Le récipient et son contenu sont plongeés
dans le bain a ultrasons contenant de 1’eau ou de la glace. Cette extraction est généralement
réalisée a 20-25 kHz et 150 W pendant 15 a 45 min a une température inférieure a 30 °C
(Boizot et Charpentier, 2006 ; Adjeé et al., 2010 ; Da Porto et al., 2013).

Il. 5 — Facteurs influant sur la qualité globale d'un extrait

La figure 11 représente les différents facteurs impliqués dans le processus d'extraction des

substances actives a partir des plantes médicinales.
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Figure 11 : Facteurs influant sur la qualité globale d'un extrait
(Subhash et al., 2015)
Il. 5. 1- Nature du matériel végétal
- La texture ou la dureté des matériaux formant les parois cellulaires végétales peuvent
produire une résistance importante contre la pénétration du solvant dans la structure
cellulaire de la plante.
- La taille des particules du matériel végétal a un effet sur le contact soluté-solvant et la

pénétration du solvant dans la structure cellulaire de la plante.
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- La teneur du matériel végétal en humidité forme un film mince d’cau qui géne la

pénétration du solvant dans la structure cellulaire de la plante.

I1. 5. 2— Caractéristiques des solvants
L’extraction des principes actifs a partir d’un matériel végétal dépend en grande partie de :
- La nature du solvant utilisé : Toxicité (le solvant doit étre moins toxique), évaporation a
basse température, propriété de dissoudre ou d'extraire les substances actives sans les
modifier chimiquement et sans lui-méme se modifier...etc.

- Le rapport matiére végétale/solvant.

Généralement, les solvants les plus utilisés dans les différentes extractions sont : I'éthanol, le

méthanol, ’acétone, I'acétate d'éthyle, I'éther diéthylique, le chloroforme et I'éther de pétrole.

I1. 5. 2— Facteurs d'extraction

Plusieurs facteurs peuvent influencer de maniére significative la procédure d’extraction,
notamment 1’extraction solide-liquide. Parmi ces facteurs on citera : la nature chimique des
composés a separer, la méthode d'extraction utilisée, la dimension des particules d’échantillon,
le pH, la température et le temps d’extraction (Telli et al., 2010 ;Dent et al., 2013).

A titre d’exemple, Telli et al., 2010 ont observé que le teneur en polyphénols totaux de dattes a

été augmenté considérablement quand le temps d’extraction a été augmenté de 30 min a 5 h et
de 5ha9h (figure 12).
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Figure 12 : Influence de type de solvant et du temps d’extraction
sur la teneur polyphénols totaux
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1. 5 —Les composés phénoliques et flavonoides
I1. 5. 1-Les composeés phenoliques
11. 5. 1. 1 -Définition des composés phénoliques

Les polyphénols sont des composés naturels présents dans toutes les plantes vasculaires,
ils se caractérisent par la présence d'un ou plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs
fonctions hydroxyle. On les trouve dans le thé, le raisin, I'nuile d'olive, le café, le chocolat, les

arachides et autres fruits et Iégumes (Parisi et al., 2014).

Généralement, les composés phénoliques présents dans la nature sont conjugués a des sucres ou
des acides organiques et peuvent étre divisés en deux groupes principaux, a savoir les

flavonoides et les non-flavonoides (Tableau 3).

Tableau 3: Les principales classes de composés phénoliques dans les plantes
(Thayumanavan et Sadasivam, 2003)

No. carbon Basic carbon

Class atoms skeleton Examples

1. Simple phenols 6 Cs Catechol, hydroguinone

Phloroglucinol

2. Acetophenones 8 Cs G, 4-hydroxyacetophenone
Phenylacetic acid P-Hydroxyphenylacetate

3.  Hydroxycinnamates 9 CeCy Caffeic, ferulic
Coumarins 9 CeCs Umbelliferone, esculetin
Tsocoumarins 9 Ce G4 Bergenin
Chromones 9 CeCs Eugenin

4. Hydroxybenzoates 7 CeC Salicylic, gallic

5. Naphthoquinones 10 CeCs Juglone, plumbagin

6. Xanthones 13 CsC,—Cq Mangiferin

7. Stilbenes 14 CeCrCy Resveratrol
Anthraquinones 14 Ce G Cy Emodin

8. Flavonoids 15 Ce GGy Cyanidin
Tsoflavonoids 15 Ce GGy Genistein

9. Lignans 18 (CeCi)a Pinoresinol

10. Biflavonoids 30 (CeC5-Co) Amentoflavone

11. Hydrolyzable n (CsCy),: Glc  Gallotannins
tannins

2. Condensed tannins n (CeC3-Cy)y Catechin polymers

13. Lignins n (CeCa)y Guaiacyl lignins

14. Catechol melanins (Ce)y
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I1. 5. 1. 2-Biosynthese des composes phénoliques

Les composés phénoliques des végétaux sont biosynthétisés par trois voies
différentes (Thayumanavan et Sadasivam, 2003) : voie Shikimigue, voie Acétate-Malonateou
voie des polycétides et voie acétate Mevalonate.

La figurel3 représente la voie métabolique de la production de certains composes phénoliques

a partie de la phénylalanine.

Phenylalanine

l PAL

(Cep—c:

Cinnamic acid

Lignan \ l

c; ::; 3 Malonyl CoA @ @
n ~ Stilbene
' Lignin Phenyl propancid ~ Synthase Stilbene
i / 3 Malonyl CoA
Chalcone
© synthase
n
Suberin, Cutin
+ Fatty acids
+ Fatty alcohols Chalcone
+ Hydroxyfatty acids
+ Dicarboxylic acids
@], — &
Tannin Flavanoid
- Flavone
- Flavonaol
- Flavonone
- Flavononol
- Flavan

Figure 13: Biosynthése de certains composés phénoliques a partir
de laphénylalanine (Naczk et Shahidi, 2003)
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I1. 5. 2-Les flavonoides

I1. 5. 2. 1-Définition des flavonoides

Les flavonoides, appelés aussi bioflavonoides, sont des antioxydants polyphénoliques
trouvés naturellement dans les plantes, ils sont & l'origine de la couleur vibrante de nombreuses
fleurs et fruits (Keller, 2009). Ils jouent un r6le trés important dans la croissance des plantes, la

floraison, la fructification et la défense contre les maladies et les microorganismes.

Les flavonoides jouent également un réle trés important dans la santé humaine, ils sont
efficaces contre [l'inflammation chronique, les maladies allergiques et les maladies
coronariennes (Ebadi, 2001 ; Ghedira, 2005).

Certaines recherches indiquent que les flavonoides peuvent étre nutritionnellement utiles en
déclenchant des enzymes qui réduisent le risque de certains cancers, de maladies cardiaques et

de maladies dégeneratives liées a I'age (Keller, 2009).

Les aliments qui contiennent des quantités élevées de flavonoides incluent les bleuets, les
haricots rouges, les canneberges, les mares, les noix, les fruits et les [égumes rouges ou jaunes
et certains thés (Keller, 2009).

1. 5. 2. 2-Structure et biosynthése des flavonoides :

La structure de 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). Le Tableau4 représenteles différentes classes de ces composés.

Tableau 4 : Les différentes classes de flavonoides
et leurs substitutions (Stalikas, 2007)

Flavan-3-ols
Flavones
. ) ) Position 3 5 7 3 4’ 5
I.DSLL].DD 5 7 3 4 Compound
Compound
. . (+}Catechin BOH OH OH OH OH -
Apig OH OH - OH . .
i o on  oH  on (~Epicatechin WOH OH OH OH OH -
Chrysin OH OH _ _ (—}Epigallocatechin «OH OH OH OH OH OH
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Tableau 4 : (Suite...

N

3
2' 4
8 1
Q e 5
7 D 1
6 3
5
Q Flavonols
Flavanones
Position 5 7 3 4 5
Position 5 7 3 4 Compound
Compound
Quercetin OH OH OH OH -
Naringenin OH OH - OH Kaempferol OH OH - OH -
Naringin OH (0-Rha-Glu - OH Galangin OH OH - - -
Hesperetin OH OH OH OCH,4 Fisetin - OH OH OH -
Hesperidin OH 0-Rha-Glu OH OCHs Myricetin OH OH OH OH OH
3|
4
5
&
Isoflavones
Position 5 7 4
Flavanonol Compound
. , , Genistein OH OH OH
Position 5 3 4 Genistin OH 0Glu OH
Compound Daidzein - OH OH
Daidzin - 0-Glu OH
Taxifolin OH OH OH OH Ononin OH 0Glu CH,
5 4
Anthocyanidins
Position 3 5 7 3 4 5
Compound
Cyanidin OH OH OH OH OH -
Cyanin OGlu OH OH OH OH -
Peonidin OH OH OH OCH, OH -
Delphinidin - OH OH OH - OH
Pelargonidin OH OH OH - OH -
Malvidin OH OH OH OCH; OH OCH;
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La figure 14 représente les voies de biosynthese des flavonoides

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

coenzyme A (malonyl-CoA).

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

en p-coumarate puis en p-coumaroyl-CoA.

Métabolisme du glucose
|

{
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
O 0‘23.’@

HO OH HO
O —_— ——»  Les réactions ultérieures
aboutissent aux principales
OH O OH O classes de flavonoides
4,2' 4' 6'-tétrahydroxychalcone naringénine

Figure 14: Voies de la biosynthése des flavonoides (Heller et Forkmann, 1993).
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I11. Activité antibactérienne
I11. 1-Définition

L’activité antibactérienne naturelle est définie comme étant toute substance naturelle active
possédant la capacité d’inhiber (bactériostatique) ou de détruire (bactéricide) certaines
espéces bactériennes. Ces substances naturelles sont synthétisées par les plantes, les

champignons et certaines bactéries.
I11. 2-Activité antibactérienne des polyphénols et flavonoides

Les plantes médicinales utilisent les principes actifs comme un moyen de défense naturel
pour lutter contre les microorganismes indésirables. A titre d’exemple, plus de 64 plantes sont

dotées des activités antibactériennes trés importantes (Aggarwal, 2009).

La recherche de substances végétales naturelles aux propriétés antimicrobiennes et
antioxydantes est donc d'un grand intérét, notamment pour l'industrie alimentaire.
(Amensour, 2010).

L’utilisation de ces substances dans les aliments pour deux raisons principales: (1) pour
controler les processus d'altération naturelles (conservation des aliments), et (2) pour prévenir
/ contrdler la croissance des micro-organismes, y compris les micro-organismes pathogenes

(sécurité alimentaire) (Tajkarimi et al., 2010).

Les agents antimicrobiens d'origine végétale peuvent étre classés en plusieurs groupes :

polyphénols, flavonoides, terpénoides, alcaloides, lectines, polypeptides et polyacétylénes.

Le tableau 5 représente quelques composes phénoliques qui ont regu plus d’attention du a

leur large spectre et forte activité antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols.
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Tableau 5. Principaux composés phénoliques ayant
une activité antimicrobienne (Daglia, 2011).

Composés phénoliques Microorganismes Exemples
et leurs structures sensibles
Bactéries V.cholerag, S.mutans, C.jejuni, C.perfringes, E.coli, B.Cereus,
H.pylori,  S.aureus, L.acidophilus, A.naeslundii, P.oralis,
P.gingivalis, P.melaninogenica, F.nucleatum, C.pneumonia
Virus Adénovirus, Entérovirus, Flu virus.

Flavane-3-ol
Champignons Candida albicans, Microsporum  gypseum,  Trichophyton
(1;.- mentagrophytes, Trichophyton rubrum.
H
Flavonole
Bactéries S.mutans, E.coli, S.aureus.
Virus de ’influenza A, type -1 herpes simplex virus (HSV).
Virus
Bactéries Différentes souches de: Salmonella, Staphylococcus, Helicobacter,
E.coli, Bacillus, Clostridium, Campylobacter, Lysteria.
Le virus Epstein-Barr, les virus Herpes HSV-1 et HSV-2.
Virus

Champignons

Candida parapsilosis.

oy
Pl

HO E” OH

Acides phénoliques

Bactéries

S.aureus, L.monocytogenes, E.coli, P.aeruginosa.
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I11. 3-Activite antibactérienne du genre Artemisia

Des études ont été menées au cours de ces dernieres années pour évaluer I’activité
antibactérienne du genre Artemisia. Elles ont révélé que les huiles essentielles de cette plante
ont montré un potentiel antimicrobien contre une large gamme de bactéries Gram négatives,
bactéries Gram-positives et des champignons (Aftab et al., 2014).

D’aprés la méme référence, 1’activité inhibitrice significative de ces huiles a été prouvée et
confirmée contre les souches bactériennes : Staphylococcus aureus, Escherichia coli et
Enterococcus hirae.

Bencheqroun et al., (2012) ont enregistré une forte activité inhibitrice, de I’huile essentielle

extraite de I’Artemisia mesatlantica, vis-a-vis des sept microorganismes (tableau 6).

Tableau 6 : Activité antibactérienne et antifongique de I’huile essentielle

de I’ Artemisia mesatlantica Collectées au Maroc au mois de Mars 2010 dans la région
d’Ifrane Boulmane

Dilutions viv
1/100 17250 17300 171000 12000 /3000  1/5000 Témoin

Bactéries

Escherichia

3 B _ 3 _ + + +
coli
Bacillus

. + +

subrilis - - - - - -
Micrococcus

_ _ _ _ + = + +
luteus
Staphylococcus

3 B _ 3 _ + + +
qUFEUS

Moisissures

Aspergillus

_ _ + + + = + +
niger
Penicillium

_ _ + + + = + +
EXpPansuIm
Penicillium

3 + + + + + + +
digitatum

{—) inhibition ; (+) crolszance/dével oppement
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D’une part, Mohamed et al., (2010) ont noté que seule I’huile essentielle de 1’Artemisia
herba alba (Asso) a été révélée active contre certaines bactéries Gram-positives
(Streptococcus hemolyticus et Staphylococcus aureus) et bactéries Gram-négatives
(Escherichia coli, Shigella sonnei et Salmonella typhosa). D’autre part, il est apparu que
I’activité antibactérienne des extrais méthanoliques de cette plante a été également enregistrée

vis-a-vis de certains microorganismes (tableau?).

Tableau 7: Activité antimicrobienne des extraits méthanoliques
(Boudj el al, 2013)

. Diametres des zones d’inhibition (mm)
Extraits Ajuga iva Artemisia herba alba | Marrubium vulgare
Souches
Staphyloceccus aureus 5 _ -
h 2x=0. + 0.7 = 0.7
ATCC 6538 ! 0.6 18=0 16=0
Pseudomonas aeruginosa - ) 5
ATCC 25853 08+£0.2 14+£0.2 00+£0.1
Escherichia coli
+0.2 3x0. 203
ATCC 25922 11=0 13=06 ! 0
Candida albicans -
10£0.3 15=0.2 10 0.1
ATCC10231 °
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Chapitre IV

Matériel et Méthodes

1VV. Matériel et méthodes

IV. 1-Matériel végétal

Les échantillons de la plante Artemisia herba alba (Asso) ont été récoltés au mois de janvier

(2016) a Ain Zada, région de Sétif (Nord-est de I’ Algérie) (Figure 15). [Latitude 36° 10' 16.1"

N. Longitude 5° 11' 17.85" E].
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Figure 15: Ain Zada, région de Sétif (Nord-est de 1’ Algérie).
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L’identification de la plante a été faite au laboratoire de botanique par le Pr. GHARZOULI
Rachid (Université de Sétif).

Le séchage de la partie aérienne de cette plante a été effectué naturellement a ’abri de la
lumiére et de I’humidité, pendant 20 jours.

Les feuilles seéches ont été broyées a 1’aide d’un broyeur électrique et le broyat obtenu (figure
16) a été conserve 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 16 : Broyat des feuilles d’Artemisia herba alba (Asso).

V. 2-Souches bactériennes
La souche bactérienne utilisée dans cette étude est Escherichia coli (ATCC 25922),
bactéries a Gram'. Elle a été fournie par le laboratoire de microbiologie, Centre hospitalo-

universitaire de Sétif.

La souche a été conservée a 4 °C sur gélose inclinée jusqu’a son utilisation.
V. 3-Réactifs

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont : Méthanol (CH3OH) ; Chloroforme
(CHCIg) ; Carbonate de sodium (Na,COg) ; Acétate d’éthyle (C4HgO,) ; Magnésium (Mg) ;
Acide chlorhydrique (HCI) ; N-butanol (C4HyOH) ; Quercétine (Ci5H1007) ; Acide gallique
(C7HgOs) ; Ether de pétrole (Formule générique : CH3-(CH2)n-CHj3); Trichlorure d’aluminium
(AICI3) ; Acétone (C3H¢O) ; Chlorure de fer (FeCls3) ; Réactif de Folin-Ciocalteu.
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V. 4 - Optimisation du temps d'extraction des composés phenoliques et des
flavonoides

Dans ce travalil, trois temps d’extraction ont été étudiés : 15, 30 et 45 minutes
L’étude comparative des ces trois temps d’extraction porte sur :
- Le rendement d’extraction des composes phénoliques et flavonoides ;
- Le dosage quantitatif des composés phénoliques et flavonoides totaux ;
- Lecriblage chromatographique ;

- L’activité antibactérienne ;

IV. 4. 1- Rendement d’extraction des composés phénoliques et flavonoides

V. 4. 1. 1-Extraction des composés phénoliques et flavonoides
Les composés phénoliques et flavonoides ont été extraits a partir des feuilles de 1’ Artemisia

herba alba (Asso) par la méthode « extraction avec de 1I’eau chaude (77C°).

Cette méthode d’extraction a été effectuée selon le protocole décrit par (Nshimiyimana et He,
2010) eny apportant quelques modifications :
Le protocole de cette méthode est le suivant (Figure 17) :
- Peser 30 gramme de la matiere végétale ;
- Ajouté la matiere végétale broyée au 300 ml eau distillée puis agiter manuellement et
doucement ;
- Chauffer le mélange dans un bain-marie a 77 °C pendant 15, 30, et 45 minutes ;
- Laisser le mélange refroidir a la température ambiante ;
- Filtrer sous vide (filtration sur Buichner, entonnoir a fond plat perforé que I'on recouvre
d'un papier filtre Wathman n°1);
- Reépéter la procédure trois fois (fraction retenue par le filtre dans 300 ml eau distillée
chaude);

- Les trois filtrats de chaque temps d’extraction sont placés dans un seul récipient.

Le filtrat obtenu de chaque temps d’extraction est débarrasse des cires, des lipides et de la

chlorophylle par trois lavages successifs avec I’éther de pétrole (v/v) pour donner une solution

aqueuse (Kebiéeche et al., 2011).

Le protocole de cette manipulation est le suivant :
- Ajouter 1/3 volume d’éther de pétrole au volume de filtrat obtenu (v/v);
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- Bien agiter et laisser reposer le mélange, aux moins 20 minutes jusqu'a I’obtention de
deux phases, une phase organique ou éther de pétrole (coté supérieur) et une phase
aqueuse (coteé inferieur);

- Récupérer la phase organique dans un récipient en verre ;

- Reépéter la procédure trois fois ;

- Laphase éther de pétrole est rejetée.

Séchage dela plante 20 j ours)

!

Matiére véegétale (30 g de broyat)

l

Extraction avec I’ ean chaunde

T7EC, 15 min 7. 30 min T7C. 45 min

Affrotement par I'éther de pétrole

} } |

Solution Solution Solution
aguense 1 agqueuse 2 aguense3

Figure 17 : Organigramme d’extraction des composés phénoliques
et flavonoides avec de 1’eau chaude (77°C, 15, 30 et 45 minutes)

Au total, trois solutions aqueuses ont eté obtenues :
La solution aqueuse 1 = temps d’extraction, 15 min
La solution aqueuse 2 = temps d’extraction, 30 min

La solution aqueuse 3 = temps d’extraction, 45 min
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V. 4. 1. 2 - Détection des composés phénoliques (Réaction au FeCl 3)

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

a) Premier test (broyat)

Peser 400 mg de broyat de chaque plante dans un récipient en verre (tube a essai), 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 feCl; 10% (Bouquet et Fouret, 1975).

b) Deuxieme test (solutions obtenues) : Placer 2 ml de chaque solution dans un tube a
essai et ajouter quelques gouttes de feCl; 10% (BEKRO et al., 2007)

V. 4. 1. 3- Detection 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 protocole expérimental pour tester la présence de flavonoide est le suivant :
- Aprés chaque temps d’extraction, placer 2 ml de chaque solution aqueuse obtenue dans
un tube a essai contenant de 1’alcool chlorhydrique (4 ml éthanol + Iml HCI
concentreé).

- Ajouter 2 ou 3 morceaux de magnésium

La présence des différents types des flavonoides dans les trois solutions est indiquée par

’apparition des couleurs suivantes : Rose-orange ou violacée.

IV. 4. 1. 4- Extraction des flavonoides
50 ml de chaque solution ont été utilisés pour I’extraction des différents types de
flavonoides, le reste de la solution a été lyophilisé a I’aide d’un lyophilisateur

(figure 18).

38



Chapitre IV Matériel et Méthodes

Figure 18 : Lyophilisateur (Labconco).

Concernant I’extraction des flavonoides, Chaque 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 et al., 2009).

Cette étape est caractérisée par la spécificité et la polarité du solvant organique (figure 19).
IV. 4. 1. 4.1 - 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 (figure 19):

- Ajouter 50 ml de la solution (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) ;

- Répeter la procédure trois fois ;

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

- Recueillir ’extrait par 6 ml de méthanol.
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Figure 19 : Processus d’extraction des aglycones
(Extraction liquide-liquide)

IV. 4. 1. 4. 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

précedent.

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°= 40°C, R=3).

Nous rappelons que cette phase permet d’extraire les monoglycosides et partiellement les di-
glycosides.

1V. 4. 1. 4. 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 été évaporeé également au rotavap (T°=45°C, R=3).

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

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

pour le test d’activité antibactérienne.

IV.4.1. 4. 4 -Evaporation

Le protocole d’évaporation est le suivant :

- Peser le ballon vide (avant évaporation) afin de calculer le rendement d’extraction ;
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- Placer la solution dans le ballon d’évaporation ;

- Procéder a I’évaporation jusqu'a disparition compléte du solvant (T°, vitesse de
rotation) ;

- Retirer le ballon du rotavap et attendre qu’il soit froid ;

- Peser le ballon (aprées évaporation) ;

- Recuelillir ’extrait dans 6 ml de méthanol;

Solution obtenue
Extraction des flavonoides Lyophilisation
(50 mh {le reste de la solution)
- Ether diéthyique
- Acétate d'éthyle
- n-butanol
Evaporation Dosage des polyphénols
Différents types de - CCM
flavonoides - Activité antibactérienne

Figure 20 : Extraction, dosage et activité antibactérienne des
composés phénoliques et flavonoides

IV. 4.1.5-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).

Le rendement qui est exprime en pourcentage a éte calculé par la formule suivante (Angelov
et al., 2007):

m,.

w(%) = 100

m

rm

Mex (extracted mass) = masse de 1’extrait sec, déterminée par la différence entre le poids du

ballon plein (apres evaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation).

mym (Mass of the raw material) = masse du broyat frais (matiére vegétale utilisé, 30 g).
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V. 4. 2- Dosage des composés phénoliques et flavonoides totaux

V. 4. .2 1-Dosage des composés phénoliques totaux

Le contenu en polyphénols totaux dans les solutions aqueuses obtenues (lyophiliseées) a été

estimé par la méthode de Folin-Ciocalteu décrite par (Boizot et Charpentier, 2006).

Les différentes solutions a doser et la gamme étalon sont préparées de la méme maniére et

dans les mémes conditions.

Le protocole de cette manipulation est le suivant :

- Mélanger 200 pl de la solution a doser avec 1 ml du réactif Folin-Ciolcalteu (dilué
10 fois dans de I’eau distillée) ;

- Aprés 4 min, ajouter 800 pl de carbonates de sodium (7.5 %);

- Ajuster ensuite & 3 ml avec de I'eau distillée ;

- Agiter et placer les tubes dans I'obscurité, a 37°C pendant 2 heures ;

- Mesurer I’absorbance a 760 nm par spectrophotométre UV (JENWAY6300).

Les résultats sont exprimés en mg équivalent acide gallique/g de broyat en se référant a la

courbe d’étalonnage de I’acide gallique

La courbe d’étalonnage de I’acide gallique (gamme étalon) a été préparée en utilisant des

solutions de cet acide de différentes concentrations de 0 jusqu'a 1 mg. mL™.

V. 4. .2 2-Dosage des flavonoides

La détermination des flavonoides totaux a été effectuée selon le protocole

suivant (Clémentine et al., 2012):
- Meélanger 1 ml de la solution a doser avec 1 ml de la solution de chlorure
d'aluminium (ALCl3, 2%);
- Agiter et incuber les tubes dans I'obscurité, a 37°C pendant 10 minutes;

- Mesurer I’absorbance a 430 nm par spectrophotometre UV.

Les résultats sont exprimés en mg équivalent quercétine/g de broyat en se référant a la courbe

d’étalonnage de la quercétine.

42



Chapitre IV Matériel et Méthodes

La courbe d’étalonnage de la quercétine (gamme étalon) a été préparée en utilisant des

solutions de cette molécule de différentes concentrations de 0 jusqu'a 1 mg. mL™.

V. 4. 3- Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie est une méthode biochimique tres 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 phénomenes 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 été utilisée pour la séparation et la mise en évidence des composés
phénoliques et flavonoides présents dans les trois solutions obtenus afin de vérifier s’il ya une

déférence d’efficacité entre les différents temps d’extraction.
Les principaux éléments de cette technique sont :

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

% Phase stationnaire : Plaque CCM, support en aluminium sur lequel a été étalé un gel de
silice en couche uniforme. L'épaisseur de cette couche est de I'ordre de 0,2 mm (200
pm)

% Phase mobile: Les différentes phases mobiles utilisées dans cette étude sont

représentés dans le tableau suivant :

Tableau 8: Systémes solvants utilisés pour la CCM

Extrait Systéme solvant (v:v:v:v)

Phase aqueuse Acétate d’éthyle / MeOH/H,0 (7 : 2.7 : 0.3)
Phase éther diéthyligue ~ CHClI3/ Acétone (9.5: 0.5)

Phase acétate d’éthyle CHCI3/ MeOH (9 : 1)

Phase n-butanol CHCI3/ MeOH /H,0 (6.5:3.2:0.3)

43



Chapitre IV Matériel et Méthodes

% Echantillons a analyser : Les extraits des différentes phases obtenues, la phase aqueuse
(lyophilisée), la phase éther diéthylique, la phase acétate d’éthyle, la phase n-butanol ;

% Révélateurs : Solution d’acide sulfurique + chaleur ; lampe UV 254 nm.

%+ Développement du chromatogramme :

Le protocole de cette manipulation et le suivant (figure 21):

- 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 l’aide d’une micropipette, déposer environ 0,5ul de chaque échantillon, le diameétre
de la tache environ 2mm. Effectuer plusieurs dépdts au méme point, en séchant
rapidement apres chaque dépét;

- 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 ;

cmfvercle

plaque de CCM front de
solvant
spots obtenusaprés — . * &
migration (1 n Migration de solvant
. »
Ligne de dépot 2 solvant

Figure 21 : Développement du chromatogramme (site web N°3).

% Révélation et calcul du rapport frontal (Rf)

Aprés séchage a I’air libre, les plaques ont été revélées par deux methodes :
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= 1%®méthode (révélation chimique) : Révélation des taches a I’aide d’un révélateur
chimique, solution d’acide sulfurique (20 : 80 ; v : v).
Zéme

méthode (révélation physique) : Révélation des taches sous une lampe UV (254
nm).
Dans tous les cas, les positions des taches (spots) colorées doivent étre notees 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

R¢

distance parcourue par I'éluant

V. 4. 4- Activité antibactérienne des extraits obtenus

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer 1’activité antibactérienne des composés
phénoliques et flavonoides présents dans les différents extraits obtenus. Ce test a été utilisé
pour Vérifier également s’il ya une déférence d’efficacité entre les trois temps d’extraction
étudiés.

L’activité antibactérienne des extraits a été¢ déterminée par la méthode de diffusion en milieu
gélosé (Athamena, 2009 ; Bassole et al., 2011). Cette manipulation comporte les

étapes suivantes:

¢ Préparation d’inoculum
- Prélever a I'aide d'une anse de platine une colonie bactérienne bien isolée.

- Transvaser le contenu de I'ose dans un tube contenant 5 ml de bouillon nutritif stérile,
- Incuber par la suite les tubes dans 1’obscurité, a 37°C pendant 24 h.

¢ Préparation des disques
v' Préparer les disques de papier filtre de 6 mm de diametre (Whatman N° 1),

V' Stériliser les disques a I’autoclave, a 120°C pendant 20 minutes.

+»» Test d’activité antibactérienne
— Couler dans les boites de pétri une quantité de gélose nutritive équivalente a 18 ml;

— Laisser les boites entrouvertes devant la flamme jusqu’a compléte solidification ;
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— Ouvrir le tube contenant I'inoculum devant le bec bunsen et ensemencer les boites de
pétri par stries serrées a I’aide d’un écouvillon stérile ;

— S’assurer que la surface de la gélose est bien séché ;

— Déposer les disques imprégneés d'extraits délicatement sur la surface de gélose (Quatre
disques par boite) (figure 22);

Figur 22 : Ensemencement et dépot des disques imprégnés d’extraits obtenus

T = disque imprégné de méthanol (témoin)

1 = disque imprégné d’extrait (temps d’extraction, 15 min)
2 = disque imprégné d’extrait (temps d’extraction, 30 min)
3 = disque imprégné d’extrait (temps d’extraction, 45 min)

— 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 1’étuve, a la température optimale de
croissance du germe a étudier (37 °C) pendent 24 h. Les boites doivent étre placées

couvercle en bas.

Nous rappelons, que le méthanol a été utilise comme solvant de conservation des extraits

obtenus. Il a été utilisé, également comme témoin dans les tests antibactériens de ces extraits.
< 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 diametre (mm) de la zone entourant le disque est

proportionnel a la sensibilité du germe étudié.
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V. Optimisation du temps d'extraction des composés phénoliques et des

flavonoides

Nous rappelons que l'objectif principale de notre étude était de comparer trois temps
d’extraction des composés phénoliques et des flavonoides a partir de la plante Artemisia
herba alba (Asso).

La méthode d’extraction qui a été utilisée dans ce travail est 1’extraction avec de I’eau chaude

(77 °C) et les trois temps qui ont eté évalués sont : 15 min, 30 min et 45 min.

A la fin de cette manipulation, trois solutions aqueuses ont donc été obtenues :
Solution aqueuse 1 = temps d’extraction, 15 min
Solution aqueuse 2 = temps d’extraction, 30 min

Solution aqueuse 3 = temps d’extraction, 45 min

L’étude comparative des ces trois temps d’extraction porte sur :

% Le rendement d’extraction des composés phénoliques et flavonoides.
% Le dosage quantitatif des composés phénoliques et flavonoides totaux.
% Le criblage chromatographique.

« L’activité antibactérienne.

V. 1- Rendement d’extraction des composés phénoliques et flavonoides

V. 1. 1- Tests de détection des composés phénoliques et flavonoides
La présence des composés phénoliques et flavonoides dans la matiére végétale étudiée
(Artemisia herba alba (Asso), a été vérifiée par trois tests phytochimiques (réactions
qualitatives) : deux tests (Réaction au FeCl3) pour la mise en évidence des composés
phénoliques et un test (Réaction a la cyanidine) pour la mise en évidence des flavonoides.
Ces tests, ont donné les résultats que nous présentons dans le tableau 9.
D’apres ces resultats, on peut effectuer les observations suivantes :
e Les trois solutions montrent une présence des composés phénoliques plus importante
que celle des flavonoides. Ceci peut étre attribué a la différence du degré de polarité ou
a la diversité des polyphénols.
e La réaction au FeClj; est trés positive (+++) dans le broyat et dans toutes les solutions
obtenues, ce qui indique que la matiére végétale de la plante utilisée dans cette étude

renferme des composés phénoliques en abondance.
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e La présence des composés phénoliques et des flavonoides a été confirmée par
I’apparition d’une coloration vert-noiratre et orange, respectivement. Ce résultat est en

accord avec celui de Bouquet et Fouret (1975).

Tableau 9 : Tests de détection des composés phénoliques et des flavonoides
dans la matiere végétale d’Artemisia herba alba (Asso)

Composes phénoligues Flavonoides
Couleur Quantité relative Couleur Quantité relative
Broyat Vert noiratre +++
Solution 1 (15 min) Vert noiréatre +++ Orange ++
Solution 2 (30 min) Vert noiréatre +++ Orange ++
Solution 3 (45 min) Vert noiréatre +++ Orange ++

+++ : Présence en forte quantité
++ : Présence en quantité moyenne

V. 1. 2- Détermination du rendement

Dans cette étude, le rendement est calculé par le rapport de la masse de 1’extrait sec (contenant
les composés phénolique et les flavonoides) obtenu sur la masse totale de la poudre végétale

utilisée dans I’extraction (30 Q).
V. 1. 2. 1- Détermination du rendement en composés phénoliques

Les résultats de cette expérience sont présentés dans le suivant :

Tableau 10 : Masse et rendement des extraits obtenus
apres lyophilisation

Masse d’extrait Sec Rendement (%)
9) Par rapport au poids
du broyat

Temps d’extraction 2.65 8.83

(15 min)
Temps d’extraction 3.62 12.06

(30 min)
Temps d’extraction 2.01 6.7

(45 min)
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D’aprés ce résultat, nous pouvons déduire que I’extraction avec de 1’ecau chaude (77 °C)
pendant 30 min donne le meilleur rendement en substances naturelles. Il est presque égal au

double du rendement obtenu en 45 min d’extraction.

Ce résultat est en bon accord avec ceux de Rhazi et al., (2015), qui ont constaté que
I'allongement du temps d’extraction peut diminuer le rendement de I'extraction et qu'ils ont

attribué a une possible dégradation de certaines substances naturelles comme les polyphénols.

Il'y a également une autre raison qui pourrait avoir un impact sur le rendement d’extraction,
c’est I’évaporation du solvant utilisé (eau d’extraction) qui augmente avec le prolongement du

temps d’extraction (Dent et al., 2013).
V. 1. 2. 2- Détermination du rendement en flavonoides

Nous rappelons que les différents types de flavonoides, ont été extraits par un processus de
séparation liquide-liquide avec des solvants de polarité croissante : éther diéthylique, acétate
d’éthyle et n-butanol.

Le rendement de chaque phase d’extraction a été déterminé par la méme procédure que pour
les composés phénoliques.

Les résultats de cette manipulation sont rassemblés dans le tableau 11.

Tableau 11 : Rendement des trois phases : Ether diéthylique,
acétate d’éthyle et n-butanol

Phase d’extraction 15 min Regg er:;?]m (%1)15 min
Ether diéthylique  1.06 2.66 7.46

Acétate d’éthyle 1.8 4.66 19.96
n-butanol 3.30 6 11.26

Les résultats obtenus nous permettent de tirer les informations suivantes :

1. Le rendement en flavonoides a considérablement augmenté quand le temps
d’extraction a été allonge de 30 min a 45 min, et ceci avec les trois solvants (figure 23);
2. Le rendement en flavonoides le plus élevé, apres 45 minutes d'extraction, a été observé

avec I’extrait d’acétate d’éthyle (19.96 %), suivi par I’extrait n-butanol (11.26 %), et
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enfin D’extrait d’éther diéthylique qui possede le plus faible rendement avec (7.46

%m).
Ether diéthylique Acétate d'éthyle
20 e T —— 20 e T —
Eml Eml'""'""" i
15min mnum“ I.l-. 15 min 30min ‘5“.“."-.
n-butanol
w0
g 0 b — B
'§ c . - _—
@ ﬂ
15min 30 min “m“l‘”

Figure 23 : Rendement des trois phases : Ether diéthylique,
acétate d’éthyle et n-butanol

V. 2- Dosage des composés phéenoliques et flavonoides totaux

V. 2. 1- Dosage des composes phénoliques totaux

Le dosage des composés phénoliques totaux présents dans les extraits des trois solutions
aqueuses obtenues (lyophilisées) a été effectué par la méthode spectrophotométrique de Folin-
Ciocalteu. Le principe de cette méthode est basé sur la réduction en milieu alcalin de la
mixture phosphotungstique (HsPW12040) et phosphomolybdique (HsPMo012040) du réactif de
Folin par les groupements réducteurs des composés phénoliques, conduisant a la formation de
produits de couleur bleue (Boizot et Charpentier, 2006 ; Clémentine et al., 2012;
Mahmoudi et al., 2013).
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Nous avons calculé la concentration moyenne des composés phénoliques présents dans les

extraits en "mg équivalent acide gallique/mL de la solution d’extrait” en se référant a la courbe

d’étalonnage de I’acide gallique (Figure 24). La courbe d’étalonnage est une droite de pente

égale a 1,346 et d'intersection a l'origine égale a 0,021. L'absorbance varie donc linéairement

avec la concentration.
Y =1,346x + 0,021 avec R?=0,945

x = la concentration de la solution d'acide gallique (mg / ml).
y = l'absorbance a 760 nm.

R? est le Coefficient de corrélation. R? = 0,945 étant proche de 1, on peut affirmer qu'il y a

une corrélation linéaire significative entre x et y.

1
0.9 y=1,346x + 0,021
s R2=0,945 *
0,8 —— ]
0,7
€ /
<10,6
]
5%° S ¢ acide galli
acide ga
20,4 / ga lque
2
210,3
o]’ &
0,2 /
0,1
0 / T T T 1
0 0,2 0.4 0,6 0,8
Corcertation mg/ mi

Figure 24 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique, a 760 nm.

Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 12 : Teneur en composeés phénoliques
(mg EAG/mI E)

Teneur en polyphénols

Temps d’extraction (min) (mg EAG/mI E)

15 1.949 £ 0.120
30 2.749 + 0.048
45 0.213 +0.031

EAG = équivalent acide gallique ; E = solution de 1’extrait
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Ces resultats peuvent étre exportés sous Excel pour les convertir en quantité (mg) d’équivalent

acide gallique par g de broyat (Boizot et Charpentier, 2006).

D’apreés ces résultats on peut tirer les remarques suivantes :
- Les teneurs en composés phénoliques des extraits vont de 0.213 mg EAG/mI E pour le
temps d’extraction 45 min a 2.749 mg EAG/mI E pour le temps d’extraction 30 min.
- Ces teneurs diminuent dans lI'ordre suivant : temps d’extraction, 30 min > temps
d’extraction, 15 min > temps d’extraction, 45 min.
Au vu de ces deux remarques, on peut déduire que le facteur temps d’extraction a un impact
important sur la concentration des composés phénoliques extraits a partir de la plante
Artemisia herba alba (Asso). Cette conclusion est en parfait accord avec les résultats de
certains travaux de recherche avec d’autres plantes médicinales (Turkmen et al., 2007 ;
Singh et al., 2012 ; Soni et al., 2015).
La concentration en composés phénoliques la plus élevée a été observée dans le temps
d’extraction de 30 min (2.749 mg EAG/mI E). Ce résultat confirme ce que nous avons obtenu
précédemment, I’extraction avec de 1I’eau chaude (77°C) pendant 30 min donne un meilleur

rendement en substances naturelles.
V. 2. 2- Dosage des flavonoides totaux

La concentration des flavonoides totaux a été déterminée par la méthode au trichlorure
d’ammonium et les résultats ont été exprimés en mg équivalent quercétine/ mL de la solution

d’extrait en se référant a la courbe d’étalonnage de la quercétine (Figure 25).
La concentration des flavonoides a été estimée par I'équation suivante :

C = 0,529 Absorbance + 0,019 avec R?=0,976

Les résultats de cet essai sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 13 : Teneur en flavonoides

(mg EQ/mI E)
Temps d’extraction (min) Teneur en flavonoides
(mg EQ/ml E)
15 0.234 + 0.187
30 0.132 £ 0.050
45 0.1290 + 0.068

EQ =équivalent quercétine ; E = solution de I’extrait
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Figure 25 : Courbe d’étalonnage de la quercétine, a 430 nm.

Ces résultats indiquent que :

- Les teneurs des composés phénoliques dans les extraits s‘échelonnent de 0,1290 mg
EQ/mI E pour un temps d’extraction de 45 min a 0,234 mg EQ/mI E pour un temps
d’extraction de 15 min.

- Les teneurs diminuent dans I'ordre suivant : temps d’extraction, 15 min > temps

d’extraction, 30 min > temps d’extraction, 45 min.

La concentration en composés phénoliques la plus élevée a été observée pour un temps
d’extraction de 15 min (0.234 mg EQ/ml E). Les concentrations pour les deux autres temps,
30 min et 45 min sont proches (0.132 et 0,1290 mg EQ/mI E, respectivement).

Ce résultat semble contradictoire avec le résultat obtenu précédemment, basé sur la masse de
I'extrait sec, ou le rendement en flavonoides augmente considérablement quand le temps
d’extraction est allongé de 30 min a 45 min.

Cette contradiction est due probablement aux conditions de la manipulation, puisque la
concentration en flavonoides dans le temps 15 min (0.234 mg EQ/mI E) est plus élevée que
celle en composés phénoliques pour le méme temps, alors que normalement c'est I'inverse qui
se produit, puisque les composés phénoliques regroupent les flavonoides et d’autres classes de

substances trés diversifiées (Macheix, 1996).
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V. 3- Criblage chromatographique des composes phénoliques et flavonoides

La séparation des composés phénoliques et des flavonoides présents dans les différents
extraits obtenus, a été effectuée a 1’aide d’une chromatographie sur couche mince. Les
chromatogrammes obtenus sont examinés apres pulvérisation d’acide sulfurique et sous
lumiére ultra violette (254 nm). Les spots observés ont été entourés et les fluorescences

visualisées a I’ceil nu ont été notés.

Les résultats de cette analyse chromatographique sont représentés sur la figure 26 et dans le

tableau 14.

Solution aqueuse (lyophilisée)

15 min 30 min 45 min

Phase éther diéthylique

15 min 30 min 45 min

Figure 26 : Résultats de la CCM, séparation des composés phénoliques et flavonoides

présents dans les feuilles de la plante Artemisia herba alba (Asso).
Révélation chimique (Solution d’acide sulfurique + chaleur)
Révélation physique (lampe UV 254 nm)
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15 min

30 min

Phase acétate d'éthyle

45 min

15 min

30 min

Phase n-butanol

45 min

Figure 26 : (Suite...
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Tableau 14 : Résultats de la CCM, séparation des composés phénoliques et flavonoides

présents dans les feuilles de la plante Artemisia herba alba (Asso)
Révélation chimique (Solution d’acide sulfurique + chaleur)
Révélation physique (lampe UV 254 nm)

Phases 15 min 30 min 45 min
d’extraction peis
Rf Couleur Rf Couleur Rf Couleur
1 051 jaune 0.48 jaune 0.6 jaune
) 2 0.62 orange 0.65 orange 0.7 orange
Solution 3 |o72 bleu 0.79 orange 0.79 bleu
(lyophilisée) .
4 10.82 bleu noir 0.83 bleu 0.86 bleu
5 |05 bleu 0.87 bleu 0.89 bleu
6 |0.93 violet 0.92 violet 0.95 violet
1 ]0.09 orange 0.13 jaune 0.10 jaune
2 1014 jaune 0.18 jaune 0.19 jaune
3 ]0.20 jaune 0.228 jaune 0.65 sobre
Phase éther 4 10.25 sobre 0.26 jaune 0.80 bleu
diéthylique | 5 |0.48 sobre 0.45 sobre 0.88 violet
6 |0.72 sobre 0.69 sobre
7 10.79 sobre 0.83 bleu
8 |0.85 bleu 0.9 violet
9 10.93 violet
1 ]0.064 sobre 0.058 jaune 0.07 orange
2 10.10 orange 0.083 jaune 0.12 orange
3 10.18 orange 0.11 jaune 0.14 jaune
Phase 4 1021 jaune 0.19 sobre 0.18 jaune
acétate 5 [0.22 jaune 0.43 sobre 0.22 jaune
d’éthyle 6 |0.26 jaune 0.77 bleu 0.28 sobre
7 1042 jaune 0.43 sobre
8 |[0.52 jaune 0.45 sobre
9 |0.58 jaune 0.53 sobre
10 | 0.77 sobre 0.74 sobre
11 | 0.83 bleu 0.79 bleu
Phase 1 ]0.063 sobre 0.45 bleu foncé | 0.79 bleu foncé
n-butanol 2 1013 bleu 0.59 bleu fonce | 0.81 bleu
3 0.68 bleu 0.71 bleu claire | 0.83 bleu claire
4 10.76 bleu 0.80 bleu claire | 0.88 bleu claire
5 1081 bleu noire 0.85 bleu claire | 0.95 bleu claire
6 |0.89 bleu noir 0.89 bleu
7 0.99 bleu
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Les résultats de cette analyse ont révélé que les différents extraits obtenus contiennent des
composés phénoliques et des flavonoides. La présence de ces composés a été confirmée par la
coloration des spots surtout en bleu, jaune et orange (Dohou et al., 2004 ; Mamyrbekova-
Bekro et al., 2012).

A partir de ces résultats, on remarque que le nombre total de spots représentant les flavonoides
(N = 27) dans le temps 15 min est elevé que ceux dans les deux autres temps, 30 min (N = 20)

et 45 min (N =21). Cela confirme ce que nous avons obtenu précédemment (8§ V. 2. 2).

Enfin, nous pouvons conclure que les résultats de la CCM confirment, d’une part la présence
des composes phénolique et flavonoides dans les différents extraits obtenus, et d’autre part
I’effet du facteur temps sur I’extraction des ces métabolites a partir des feuilles de la plante

médicinale Artemisia herba alba (Asso).
V. 4- Activité antibactérienne des composés phenoliques et flavonoides

La méthode de diffusion des disques sur milieu solide (Muller-Hinton) a pour but d’évaluer
le pouvoir antibactérien de différents extraits obtenus, contre la bactérie Escherichia coli
(ATCC 25922) et de comparer les trois temps d’extraction étudiés (15 min, 30 min et 45 min).
Nous avons calculé le pouvoir antibactérien par la différence entre le diametre de la zone
inhibitrice de chaque extrait et celui de la zone inhibitrice du témoin (méthanol).

Cette méthode a permis d’obtenir les résultats mentionnés dans le tableau 15 et figure 27.

Tableau 15 : Pouvoir antibactérien des différents extraits obtenus a partir
des feuilles d’Artemisia herba alba (Asso).

Zone d'inhibition (mm)
Phase d’extraction

15 minutes 30 minutes 45 minutes
Solution aqueuse 0 0 0
Ether diethylique 533 £ 1.15 6.33 £ 2.08 7.33 £ 0,58
Acétat d’éthyle 6.33 £ 1.15 5.33 + 0.58 5+1
n-butanol 6.33 + 1.53 8.33+ 2,52 6 £1
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D’aprés les résultats du tableau 15, le diamétre des zones d’inhibition différe d’un extrait a un
autre. Cette variation de I’activité antimicrobienne explique la diversité en compositions
chimiques des différents extraits obtenus.

Le plus grand diamétre est observé dans le cas de 1’extrait n-butanol avec le temps d’extraction
30 min (8.33 = 2,52). Ce résultat renforce également ce que nous avons obtenu précedemment
dans les deux cas, en lI'occurrence CCM et rendement d’extraction.

La solution aqueuse (lyophilisée) n’a pas donné de zones d’inhibition. Cette observation est en
accord avec celle rapportée par Seddik et al (2010).

Enfin, et en se basant sur les résultats observés, on peut dire qu’il n’est pas utile de prolonger

I’extraction avec de 1’eau chaude (77 °C) au-dela de 30 minutes.

Ether diethylique Acétat d’éthyle
- I e — T —
5 2 . - . 2'..-'] \ - -
1 X 3 i ) 3
n-butanol
I —
] 2 - -
. z 3

1 =15 minutes ; 2 =30 minutes ; 3 =45 minutes

Figure 27 : Pouvoir antibactérien des différents extraits obtenus a partir
des feuilles d’Artemisia herba alba (Asso).
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Conclusion et perspectives

Une étude sur I'influence du temps de contact sur le rendement d’extraction des composés
phénoliques et des flavonoides a partir de la plante Artemisia herba alba (Asso), a été
réalisée. Il s'agit, en lI'occurrence, de I'extraction de ces métabolites avec de 1’eau chaude,

maintenue a la température fixe de 77 °C, pendant 15, 30 et 45 minutes, respectivement.

La comparaison porte sur le rendement d’extraction des métabolites visés, le criblage
chromatographique, le dosage quantitatif de ces métabolites et I’activité antibactérienne des
extraits obtenus.

Les tests phytochimiques ont révélé que les feuilles de cette plante sont riches en composés
phénoligues et en flavonoides, comme en témoigne 1’apparition de colorations vert-noiratre et

orange, par addition de FeCl; et de cyanidine, respectivement.

L’étude comparative a montré que I’extraction pendant 30 min donne le meilleur rendement
en composés phénoliques, alors que le rendement en flavonoides a été augmenté

considérablement quand le temps d’extraction a été allongé de 30 min a 45 min.

Le dosage quantitatif de ces métabolites a révélé que la concentration la plus élevée en
composés phénoliques a été observée pour un temps d’extraction de 30 min (2.749 mg
EAG/mI E) et celle en flavonoides pour un temps d’extraction de 15 min (0.234 mg EQ/ml
E).

L’analyse qualitative, apres séparation par CCM, révélation chimique et visualisation sous
UV a 254 nm, a confirmé d’une part la présence de ces métabolites dans les différents

extraits, et d’autre part I’effet du facteur temps sur leur extraction.

La méthode de diffusion des disques sur milieu solide (Mdiller-Hinton) a montré que le plus
grand pouvoir contre la bactérie Escherichia coli (ATCC 25922) a été observé dans 1’extrait
n-butanol, temps d’extraction 30 min (diamétre de la zone d’inhibition = 8,33 + 2,52). Ce
résultat conforte les résultats obtenus par CCM et par détermination du rendement

d’extraction.

En conclusion et en se basant sur les résultats obtenus, on peut affirmer qu’il n’est pas utile de

prolonger I’extraction avec de 1’eau chaude (77 °C) au-dela de 30 minutes.

Les résultats obtenus sont trés encourageants et incitent a la poursuite de ce travail. Ainsi,

nous espérons réaliser, dans un avenir proche, des études sur I'influence de la température sur
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le rendement d’extraction des composés phénoliques et des flavonoides a partir de cette

plante, Artemisia herba alba (Asso).
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Résumé

L'objectif principale de notre travail est I'étude de l'influence du temps de contact sur le
rendement d’extraction des composés phénoliques et des flavonoides a partir de la plante
Artemisia herba alba (Asso) : L'extraction a été effectuée avec de I’eau chaude, maintenue a
la température fixe de 77 °C, pendant 15, 30 et 45 minutes, respectivement.

La comparaison porte sur le rendement d’extraction des métabolites visés, le criblage
chromatographique, le dosage quantitatif de ces métabolites et I’activité 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 trois tests phytochimiques (deux réactions au FeCl; et une réaction a
la cyanidine).

Dans la seconde partie, 1’étude comparative a montré que 1’extraction pendant 30 min donne
le meilleur rendement en composés phénoliques et que le rendement en flavonoides a été
augmenté considérablement quand le temps d’extraction a été allongé de 30 min a 45 min.

La concentration des composés phénoliques et des flavonoides dans les différents extraits
obtenus, a été estimée par deux méthodes: Folin-Ciocalteu et trichlorure d’ammonium
respectivement. La concentration la plus élevée en composés phénoliques a été observée pour
un temps d’extraction de 30 min (2.749 mg EAG/mI E) et celle en flavonoides dans le temps
d’extraction de 15 min (0.234 mg EQ/mI E).

L’analyse qualitative apres séparation par CCM, visualisation sous UV a 254 nm, a confirmé
d’une part la présence de ces métabolites dans les différents extraits obtenus, et d’autre part
I’effet du facteur temps sur leur extraction.

Dans la derniére partie de ce travail, la méthode de diffusion des disques sur milieu solide
(Mdaller-Hinton) a montré que le plus grand pouvoir contre la bactérie Escherichia coli
(ATCC 25922) a été observé dans I’extrait n-butanol, temps d’extraction 30 min (diamétre de
la zone d’inhibition = 8,33 + 2,52). Ce résultat conforte les résultats obtenus par CCM et par

détermination du rendement d’extraction.

En conclusion et en se basant sur les résultats obtenus, on peut affirmer qu’il n’est pas utile de

prolonger I’extraction avec de 1’eau chaude (77 °C) au-dela de 30 minutes.

Mots clés : Artemisia herba alba, temps d’extraction, CCM, composés phénoliques,

flavonoides, Escherichia coli.



Abstract

The main objective of our work is to study the influence of contact time on the extraction
yield of phenolic compounds and flavonoids from the plant Artemisia herba alba (Asso):
The extraction was carried out with hot water maintained at fixed temperature, 77 °C for

15, 30 and 45 minutes, respectively.

The comparison focuses on the extraction yield of target metabolites, chromatographic
screening, quantitative determination of these metabolites and the antibacterial activity

of extracts obtained.

In the first part of this study, the presence of these compounds in the grinded plant
material has been established by three phytochemicals tests (two reactions by FeCI3 and
one reaction by cyanidine).

In the second part, the comparative study showed that the extraction for 30 minutes gives
the best performance in phenolic compounds, and that the yield of flavonoids has been

substantially increased when the extraction time was elongated from 30 min to 45 min.

The concentration of phenolic compounds and flavonoids in the different extracts
obtained was estimated by two methods: Folin-Ciocalteu trichloride and ammonium
respectively. The highest concentration of phenolic compounds was observed for an
extraction time of 30 min (2.749 mg EAG/mI E) and the flavonoids in the extraction time
of 15 min (0.234 mg EQ/mI E)..

Qualitative analysis after separation by CCM, UV visualization at 254 nm, confirmed on
the one hand the presence of these metabolites in the different extracts obtained, and on

the other hand the effect of time on extraction.

In the last part of this work, the method of diffusion disks on solid medium (Mueller-
Hinton) showed that the greatest power against the bacteria Escherichia coli (ATCC
25922) was observed in the n-butanol extract, time extraction 30 min (Diameter of the
inhibition zone = 8.33 + 2.52). This result confirms the results obtained by CCM and

determination of extraction efficiency.

In conclusion and based on the results obtained, we can affirm that it is not useful to

extend the extraction with hot water (77 ° C) beyond 30 minutes.

Keywords: Artemisia herba alba, extraction time, CCM, phenolics, flavonoids,
Escherichia coli.
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Résumé

L'objectif principale de notre travail est I'étude de l'influence du temps de contact sur le rendement
d’extraction des composes phénoliques et des flavonoides a partir de la plante Artemisia herba alba
(Asso) : L'extraction a été effectuée avec de I’cau chaude, maintenue a la température fixe de 77 °C,
pendant 15, 30 et 45 minutes, respectivement.

La comparaison porte sur le rendement d’extraction des métabolites visés, le criblage chromatographique, le

dosage quantitatif de ces métabolites et 1’activité antibactérienne des extraits obtenus.

Dans la premiére partie de cette étude, la présence de ces composés dans la matiere végeétale broyée a été
établie par trois tests phytochimiques (deux réactions au FeCls et une réaction a la cyanidine).

Dans la seconde partie, I’étude comparative a montré que 1’extraction pendant 30 min donne le meilleur
rendement en composés phénoliques et que le rendement en flavonoides a été augmenté considérablement
quand le temps d’extraction a été allongé de 30 min a 45 min.

La concentration des composés phénoliques et des flavonoides dans les différents extraits obtenus, a été
estimée par deux méthodes : Folin-Ciocalteu et trichlorure d’ammonium respectivement. La concentration
la plus élevée en composés phénoliques a été observée pour un temps d’extraction de 30 min (2.749 mg
EAG/ml E) et celle en flavonoides dans le temps d’extraction de 15 min (0.234 mg EQ/ml E).

L’analyse qualitative aprés séparation par CCM, visualisation sous UV a 254 nm, a confirmé d’une part la
présence de ces métabolites dans les différents extraits obtenus, et d’autre part I’effet du facteur temps sur
leur extraction.

Dans la derniére partie de ce travail, la méthode de diffusion des disques sur milieu solide (Muller-Hinton)
a montré que le plus grand pouvoir contre la bactérie Escherichia coli (ATCC 25922) a été observé dans
I’extrait n-butanol, temps d’extraction 30 min (diamétre de la zone d’inhibition = 8,33 * 2,52). Ce résultat
conforte les résultats obtenus par CCM et par détermination du rendement d’extraction.

En conclusion et en se basant sur les résultats obtenus, on peut affirmer qu’il n’est pas utile de prolonger

I’extraction avec de 1’eau chaude (77 °C) au-dela de 30 minutes.

Mots clés : Artemisia herba alba, temps d’extraction, CCM, composés phénoliques, flavonoides, Escherichia coli
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