e
S e
Ny

République Algérienne Démocratique et Populaire D 7

Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université Ziane Achour de Djelfa
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie

Département des Sciences Agronomiques et Vétérinaires

MEMOIRE

En vue de I’obtention du diplome master

option :Agroalimentaire et Contrdle deQualité

THEME

L’activité antioxydante des huiles essentielles de quelques
plantes aromatiques et medicinales

Présente par : IMRAZENE SALIM
FEITAS LARBI

Devant le jury :

Président : Mr. CHIEB Tayeb. Maitre de Conférences A U.Z.A. Djelfa
Promotrice : Mme. KHEMKHAM A. Maitre de Conférences B U.Z.A. Djelfa
Examinatrice : Mlle. BENMOUAFFEKI F. Maitre Assistante A U.Z.A. Djelfa

Année universitaire 2021-2022



Remerciements :

En premier lieu nous remercions ALLAH le tout puissant de nous avoir permis de bien mener

ce travail.

Avant d’entreprendre la rédaction de notre mémoire, nous souhaitons vivement remercier et

exprimer notre gratitude a :

Notre promotrice Mme. Khemkham Aicha, a qui nous sommes trés reconnaissants pour ces

remargques.

Nous adressons nos plus vifs remerciements aux honorables membres de jury M. CHIEB

Tayeb, et Mlle. BENMOUAFFEKI Fatima, qui ont bien accepté de juger ce modeste travail.

Nous tenons a exprimer nos reconnaissances et notre sincére gratitude a tous les enseignants

qui nous ont accompagnés durant ce cursus universitaire.



Sommaire

Liste des figures

Liste des tableaux
Liste des abréviations
Introduction

Partie 1 Synthese bibliographique.

Chapitre I Généralités sur les eSpeces BtUIEES .........cccveiieiiieiieiee e 5
I.1.Plantes aromatiques et MediCiNales :..........c.ooiiiiiiiiii i 6
[.1.2.QUEIQUES DETINTLIONS ...ttt 6
1.1.2.Les grandes familles de plantes aromatiqUeS :..........ccceiuieiiieiieiiie e 6
[.2.Présentation des deux eSPECES BLUAIEES :.......ccueiuieiiieiie it ettt 7
[.2.LArtemisia herba alba @ ..........coooiiiiiie e 7
1.2.1.1.Description MOrphOIOGIGUE..........coiiiiiiietie e 7
R I (o 110 0 [ SRS URSTSRPTR 8
1.2.1.3.NOMS VEINACUIAITES : ...eiieeeeeiiiie ettt et e et e et e e snte e et eesnsaeeanneeens 9
1.2.1.4.Habitat et répartition géographiqUe & ..........eeeiieeeiiii e 9
0 B ST U K7 T [T PP UTPP R TTRPPPPP 9
1.2.2.TeUCrium POIIUM L & oottt e et e e eeenees 10
1.2.2.1.Description MOrpholOgIQUE :......cc.veeiiiee ettt 10
A I (o] 110 1 11 = PO OP PP UP TR 11
[.2.2.3.NOMS VEINACUIAITES : ...ttt 11
1.2.2.4.Habitat et répartition geographiqUe & ........coeeiiieeiiie e 27
S T U T To [T PUP PP TPPPPP 28
Chapitre 11 Les HUiles ESSENTIEIIES ........cc.veeiiiiieeciie e 29
1.LeS NUIIES ESSENTIEHIES. ... 30
I T 10T 4o SRR P PP TP 30
I1.2.Les principaux composés chimiques des huiles essentielles :............ccccovveeiiieeiiieennen. 30
0 I TS (1< 0 [0 [PPSR 30
[1.2.2.L.S COMPOSES ArOMALIGUES : ....vveeeereeeiieeeeiteeesiteeesteaesteeeastae e e staeeesnaaeesnseeesnneeesnneeeanneas 31
11.2.3.LeS cOMPOSES d'OrIGINES TIVEISES : ..eeivveeeieieeeiiieesiee e s tee et e et e et e e e e srae e 31
I1.3.Méthodes d’extraction des huiles essentielles @ ..............cccooei 31
[1.3.1.Entrainement & 1a VAPEUr '€AU & ........cccueeeiiie et 32
1.3.2.HYdro diStillation : ..........ooviiiieccee e 32
[1.3.2.1.Principe général I’hydro distillation SIMPIE :........ccoveiiieiiiiiiiiiece e 32
IL.3.3. L hydro diffUsiOn ©.....cooiiiiiie it e st 33
11.3.4.La distillation @ VaPeUr SALUMEE & .......cccuveeiiiie ettt 33

[1.3.5.EXtraction par 185 SOIVANTS . .....ooiiiiiiiii e 34



Chapitre HT ACtiVité antiOXYAANTE. .........coviiiiiieieie e 35

ITLACEIVITE ANTIOXYAANE. ... .ottt 36
[11.1.Définition de IPantioXYdant @ .........cooiiiiiiiiiie e 36
[11.2.Radicaux libres et StreSs OXYAAtIT @ ........ooouiiiiiiiiiee e 36
[11.2.2.LeS radiCauX HDIeS & . ..o 36
[11.2.2.Les especes reactives de I’oxygene (ERO) & ....oooiiiiiiiiiie e 37
[11.2.3.SErESS OXYUALIT & ..ottt 38
[11.3.Mécanismes d’action des eSpeces réactives OXYGENEES & ...ocvuvviurerveerreeiieeseeesree e 38
[11.4.Méthodes de dosage de I’activité antioXydante ©...........ccccveiiiiiieiiie i 38

Partie 2 Etude expérimentale

Chapitre | Matériel et MENOUES .........ooiiiiiiee e 42
L.Matériel €t MELNOTE ........ooeieeie e 43
1Y LT 1= PSSRSO 43
I.1.1.Matériel végeétal : La récolte des plantes ..........cccooviviieiiieiii e 43
[.1.1.1.Plantes étudiées : Teucrium polium et Artemisia herba alba............c.cccccevviiiiiiienn. 43
[.1.1.2.Z0N€ de PrelBVEIMENT & ....ooiiiiiie ettt 43
[.1.2. Appareillage et ProUILS ©........ooiiiiieie e 44
I A o o =V =T ] | = Vo =PSRN 44
A o (0 To [ £SO PR PR PP 46
L2 MBENOTE ...ttt 46
1.2.1.Préparation des plantes MEdiCINAIES :.........ccvveiiiieiiiiecr e 46
[.2.2.Extraction des huiles eSSentielles @ .........ocvv i 46
[.2.3.Calcul dU rendEMENT & . oo 47
1.2.4.Préparation des SOIULIONS & ......ccvvveiiiie ettt e e e e e e e 48
1.3.D0Sage des antioXYAANTS & ......veeiiiiieiiiee e e e et e e e e e e e e e anes 49
1.3.1.Essai de piégeage des radicauxX DPPH : .........oooiiiiiiii e 49
1.3.2.Détermination des composes phénoliques totaUX & ........ccceeevieeeiieesiiee e 49
1.3.3.ANAIYSES STALISLIGUES . .veeeiiiieeiiiee et ettt et e e e e e et e et e et e e st e et eesnaaeeannes 50
Chapitre 11 REsUltats et diSCUSSION .........cuveiiiiieiiie et 51
TLRESUITALS BT AISCUSSION .oiiiiiiiieiiiieciie ettt ettt enree s 52
L L RENAEIMENT & ...ttt et e e et e e e be e et e e arb e e nreeenees 52
11.2.D0sage de polyphENOIS TOTAUX & .....coivvieeiiie e ee e 53
I1.3.Piégeage du radical [ibre DPPH & .......oooiiiiiii e 55
(0] 1 Tod 1115110 RSP R TP PR PPRRRS 61
Références BIblIOgraphie © ........cooviiiiiie e 62
Annexes

Résumé






Liste des Abréviations :

DPPH : 2,2- Diphényle-1-icrylhydrazyle.
R : Rendement.

ERO : Espeéces réactifs oxygénés.

ERN : Especes réactives azotées.

UV : Ultraviolet.

HE : Huile essentielle.

IC50 : Concentration inhibitrice.

(I%) : Pouvoir d’inhibition.

(%) : Pourcentage.

TBHQ : Tributyl-hydro-quinone.

Mg : Milligramme.

Ml : Millilitre.

T. polium: Teucrium Polium.

nm: Nanometre.

uL: Microlitre.

FRAP: Ferric Reducing Antioxydant Power .
AG : Acide gallique.

Mm : Millimétre.
Cm : Centimetre
Abs : Absorbance
CE50 : Concentration Efficace de I’extrait pour réduire le DPPH de 50%.

EAG : Equivalent d’acide gallique



Liste des figures :

Figure 01: Photographie illustrant ’aspect général d’Artemisia herba alba ...................... 08
Figure 02: Photographie illustrant ’aspect générale de Teucrium poliumL ..................... 27
Figure 03: Teucrium POHUM L ... e e e e e 43
Figure 04: Artemisia herba alba ..o, 43
Figure 05: Localisation géographique de la région de récolte par Google maps ............... 44
Figure 06: Photographie de Rotavapeur dans laboratoire de biologie université de Djelfa...45
Figure 07: Artemisia herba alba. ... 46
Figure 08: Teucrium POlUM L.......oiii e e 46
Figure 09: Montage d’eXtraction. ... .....ouiuiiritt ittt ettt ee e e eaenss 47
Figure 10: Separation liquide-lquide............ooooiiiiii e, 47
Figure 11: Courbe d’étalonnage d’acide gallique .............c.ooiiriiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeane, 53
Figure 12: Histogramme représentant la teneur en polyphénols totaux ......................... 54
Figure 13: Pourcentage de piégeage du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations d’HE d’Artemisia herba alba...................c.ooi 56
Figure 14: Pourcentage de piégeage du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations d’HE de Teucrium polium............ooooi i 56
Figure 15: Histogramme représentant les valeurs d’IC50 (ng/ml) de deux espéces étudiées..58



Liste des tableaux :

Tableau 01: Classification d’Artemisia herba-alba ..., 08
Tableau 02: Principaux noms vernaculaires d’Artemisia herbaalba ............................. 09
Tableau 03: Principaux noms vernaculaires de Teucrium polium ..................ocooiinnen. 11
Tableau 04: Principaux types d’especes réactives OXYJENEES ......ovverierineiieeearireneanieenss 37
Tableau 05: Principaux radicaux libres OXYgeénes .........c.covviiiiiiiiiie e e, 37
Tableau 06: Description de quelques tests antioxydants in vitro chimiques...................... 39

Tableau 07: Rendement des huiles essentielles de Teucrium polium et Artemisia herba

Tableau 08: Teneur en polyphénols totauX............ccoooiiiiiii i 54

Tableau 09: Pourcentage de piégeage du radical libore DPPH en fonction des différentes

concentrations d’HE d’Artemisia herba alba. ... ... 57

Tableau 10: Pourcentage de piégeage du radical libre DPPH en fonction des différentes

concentrations d’HE de Teucrium polium.............ooiiiii e, 57

Tableau 11: Activité antioxydant (méthode DPPH) d’huiles essentielles d’Artemisia herba

Tableau 12: Activité antioxydant (méthode DPPH) d’huiles essentielles
AP TeUCTIUM POLIUM. .. e et e 59

Tableau 13: Activité antioxydant (méthode DPPH) d’huiles essentielles de mélange Teucrium

polium et Artemisia herba alba................oooo i 59



Introduction




Introduction :

Les plantes médicinales sont utilisées depuis des siecles comme reméde a diverses maladies
humaines. Ces plantes doivent leur pouvoir thérapeutique a des composés, dits alors actifs
(principes actifs), qu'elles renferment. Parmi ces composés potentiellement intéressants, les
composés phénoliques qui sont particulierement utilisés comme antioxydants dans les
domaines pharmaceutiques, cosmétiques et alimentaires pour leurs effets bénéfiques pour la
santé [1].

L’utilisation des plantes médicinales sous différentes formes, brutes ou préparées s’est
considérablement élargie. L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime que 80% de la
population globale dépend notamment de la médecine traditionnelle et de la phytothérapie

pour les soins sanitaires, ce qui semble étre une solution acceptable [2].

Au continent africain, plus de 90% des plantes medicinales sont utilisées dans la médecine

traditionnelle [3].

L’Algérie est riche en plantes aromatiques et médicinales susceptibles d’étre utilisées dans
différentes domaines (parfumerie, pharmacie, cosmétique, agroalimentaire) pour leurs
propriétés thérapeutiques et odorantes. Ces plantes aromatiques sont, donc, la source des

huiles essentielles [4].

Actuellement, l'augmentation des conditions pathologiques associées au stress oxydatif, a la
résistance aux antibiotiques, et les effets indésirables de certains médicaments, conduit les

chercheurs a se tourner vers le monde vegétal a la recherche d'alternatives a base de plantes.

Le développement de nouveaux antioxydants d’une bonne capacité antioxydante s’avere
indispensable pour lutter contre les phénoménes d’oxydations. Dans ce but, I’investigation des
plantes représente un potentiel inestimable pour la découverte de nouvelles substances a
caractére antioxydant, si I’on considére que ces plantes peuvent contenir des centaines, voire

des milliers de métabolites secondaires.

Dans notre travail nous nous sommes intéressés a I’étude de I’activité antioxidante des huiles
essentielles de deux plantes aromatiques et médicinales : Teucrium Polium L et Artemisia

herba alba.



Pour cela, notre étude est divisée en quatre chapitres :

v'Dans le premier chapitre nous avons exposé des généralités sur les plantes médicinales et

aromatiques : Teucrium polium et Artemisia herba alba

v" Le deuxieme chapitre représente un apercu théorique sur les huilles essentielles: I'extraction
par differente méthodes, I’identification des composeés des huilles essentielles. ..

v’ Le troisieme chapitre sera consacré a une étude bibliographique portant sur les activites
antioxydantes d'une fagon géncrale.

v' Le quatrieme chapitre concerne la partie expérimentale de notre travail, ou on a décrit la
méthode d’extraction des huiles essentielles, le dosage des phénols totaux et I’étude de leur
activité antioxydante par le piégeage du radical DPPH.

v" Une discussion des résultats obtenus lors cette étude est établie au dernier chapitre.



PARTIE
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE




Chapitre I
Généralités sur les espéces

étudiées



I.1. Plantes aromatiques et medicinales :

1.1.1. Quelques définitions :

De nos jours, la phytotherapie est définie comme I’utilisation des plantes medicinales et des

meédicaments a base de plantes a des fins thérapeutiques ou préventives. Il faut donc

aujourd’hui distinguer I’utilisation des plantes médicinales, définies par la Pharmacopée

européenne de celle des medicaments a base de plantes définis par I’Organisation Mondiale

de la Sant¢ [5].

On appelle plante médicinale tout plantes renfermant un ou plusieurs principes actifs capables

de prévenir, soulager ou guérir des maladies [6].

Les plantes médicinales sont des plantes dont un des organes (écorce, feuille) plante, possede

des vertus curatives et parfois toxiques selon son dosage. Les plantes médicinales sont les

plantes utilisées en phytothérapie pour leurs principes actifs. Elles peuvent étre vendues en

herboristerie, en pharmacie, avec ou sans prescription selon la réglementation du pays [7].

1.1.2. Les grandes familles de plantes aromatiques :

Les especes aromatiques sont retrouveées en grande majorité chez les végétaux supérieurs et
dans un nombre limité de familles :

« Les Lamiacées : thym, lavande, sauge, menthe, romarin, origan, marjolaine, sarriette...

* Les Myrtacées : eucalyptus, giroflier...

« Les Rutacées : citron, orange, bergamote...

* Les Cupressacées : cypres, genévrier...

* Les Pinacées : sapin, pin, cedre...

« Les Apiacées : coriandre, fenouil, anis, carvi...

* Les Astéracées : camomille romaine, matricaire, armoise, estragon, hélichryse, absinthe...
« Les Lauracées : laurier noble, cannelle de Ceylan, bois de rose camphrier, ravintsara...

« Les Géraniacées : géranium bourbon et géranium rosat...

* Les Myrtacées : eucalyptus, giroflier, myrte, niaouli, melaleuca (tea tree) ...

« Plus rarement, les Poacées (citronnelle de Java, palmarosa, lemon-grass), les Ericacées

(Gaultherie), les Annonacées (ylang-ylang), Zingiberacées (gingembre) [8], [9].



I.2. Présentation des deux especes etudiées :
1.2.1. Artemisia herba alba :

Des plantes du genre Artemisia (Asteraceae) ont été employées dans la médecine
traditionnelle par beaucoup de cultures depuis les périodes antiques. Des thés de fines herbes
de ces especes ont été employés comme agents analgésiques, antibactériens, anti-
plasmodique, et hémostatiques, anthelminthique, anti-diarrhéique et diurétique [10].Alors que
plusieurs extraits et huiles essentiels montraient un certain nombre d'activités biologiques
telles que antihyperglycemique [11], antimicrobien [12], antioxydant [13], et anti-
inflammatoire [14].

1.2.1.1.Description morphologique

C’est une plante odorante vivace dressée, suffrutescentes a tiges nombreuses, tomenteuses,
rigides et droites de 30 a 50 cm. L armoise blanche présente une racine principale, épaisse et
ligneuse, bien distincte des racines secondaires, qui s‘enfoncent dans le sol comme un pivot.
Le systeme racinaire a une extension peu profonde avec un grand nombre de ramifications
latérales particulierement abondantes entre 2 et 5 cm de profondeur met en relation cette
forme de racine avec l‘existence d‘une crotte calcaire superficielle. Quand 1‘armoise se
développe dans une région plus humide, ses racines pénétrent profondément jusqu‘a 40 a 50
cm et ne se ramifient qu‘a cette profondeur [15]. La biomasse racinaire diminue trés vite avec

la profondeur et tres peu de racines sont retrouvees a partir de 50 cm [16].

Elle est présentée par la partie ligneuse, la tige, les feuilles et les fleurs. L‘armoise présente
une tige principale trés épaisse, rougeatre, tres ramifiée qui se prolonge par de nombreuses

tiges de plus en plus fines ; chaque tige se distingue par une taille allant de 30 a 50 cm [17].

Les feuilles sont courtes, blanches, laineuses, argentées et pinnatipartites, elles sont tres
petites et entieres, ce qui réduit considérablement la surface transpirante et permet ainsi a la
plante de résister a la sécheresse [19].La floraison s‘effectue en automne a partir du mois de

septembre.

La fleur est formée d‘inflorescences en capitules. Ces derniers sont tres petits, étroits (1 a 1.5

mm) ovoides a involucres scarieux ne contenant que 3 a 8 fleurs, toutes hermaphrodites.

Ces capitules pauciflores, en général homogames sont insérés directement sur 1‘axe et sans

aucun support [18].



1.2.1.2. Taxonomie :

Selon [19], la classification de I’espéce Artemisia herba-alba est representé dans le tableau
suivant :

Tableau 01:Classification d’Artemisia herba-alba :

Embranchement : Phanérogames
Sous embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Gamopétales
Ordre : Astérales
Familles : Composées
Sous famille : Tubilifoidées
Tribu : Antimidées
Genre : Artemisia

Espece :Artemisiaherba-alba Asso.

Figure 01: Photographie illustrant I’aspect général d’Artemisia herba alba




1.2.1.3.Noms vernaculaires :

Tableau 02:Principaux noms vernaculaires d’Artemisia herba alba :

Langue Nom Références
Frangais Armoise blanche [38] : Bendjilali et al., 1984)
Anglais White wormwood [20] : Marc et al., 2008)

Arabe Chih, Chiha [21] : Quezel et al., 1963)
Kabyle Ghurayrah [20] : Marc et al., 2008)

1.2.1.4.Habitat et répartition géographique :

Elle s’étend de I’Espagne, des canaries a 'Egypte et I’Asie occidentale. En Algérie, elle est
particulierement répandue dans les secteurs des Hauts-Plateau algérois et oranais ; secteurs
Haut- Plateau constantinois, et secteurs de Sahara Septentrional (Zousfana, ElI Goléa, Hamada
de Tinghert), assez rare dans I’oranais, le tell constantinois, et le Sahara central ou elle pousse

en montagne [21]

Cette espéce présente une vaste répartition géographique couvrante, en Algérie, environ 4

millions d’hectares [22].

1.2.1.5.Usages :

Artemisia herba alba est une espece d'Afriqgue du Nord. En Algerie, elle pousse dans la
steppe, zone d'elevage ovin nomade. Elle se caracterise par une bonne valeur fourragere et par
une composition en huiles essentielles ayant des proprietes antiseptiques, vermifuges et

antispasmodiques. Ces resultats expliquent son utilisation dans la medecine traditionnelle.

Trés recherchée pour ses propriétés pharmacologiques, ’armoise blanche est utilisée pour
traiter : les ulcéres, les dyspepsies, les troubles hépatiques, les aphtes, les mycoses, les piqures

d’insectes et de scorpions, et toutes les formes d’empoisonnement [17]

En plus de ses propriétés, les feuilles et les sommités fleuries de 1’armoise blanche sont
antigastralgique, emménagogues, stomachique, vermifuges (ascaris, oxyures) [23]. Elle est

également utilisée dans le traitement des blessures externes et dans le cas de désordre




neurologique (tics, spasmes, convulsion ...) et la maladie d’Alzheimer [24] Au Sud — Est du

Maroc, I’armoise blanche est utilisée dans le traitement de I’hypertension et dudiabéte [25].
L’infusion de cette plante est conseillée pour le thumatisme et ’arthrite [26].

1.2.1.6.Composition chimique d’Artemisia herba alba:

Plusieurs types de sesquiterpenes lactones ont été trouvés dans les parties aériennes
d’Artemisia herba alba [27].

Les flavonoides détectés dans Artemisia herba alba montrent aussi une diversité structurale
allant des flavonoides communs (flavones glycosides et favonols) jusqu’a les flavonoides
méthylés [28]. Les flavonoides glycosides comprennent des O-glycosides tels que la

quercitrine-3-glucoside, mais aussi des flavones C-glycosides.

L’analyse phytochimiques révele la richesse de cette plante en huiles essentielles [29], en

coumarines et en tannins [30].

1.2.2. Teucrium polium L :

Le nom générique des germandrées désigne en Latin "teucrion™ en grec "tevkpion™ troie, oude

teucros, prince troyen qui aurait découvert les propriétés médicinales de la plante [31].

Le genre Teucrium fait partir des genres les plus importants de la famille des Lamiaceae. Ce
genre est réparti en 340 especes et variétés. D'un point de vue taxonomique, elles sont

identifiables grace a la forme du calice et inflorescence [32].

Il s’agit d’un grand genre qui differe des autres que dans ses Corolles formées d'une levre
supérieure fendue et a étamines redressées au-dessus de cette fente, de sorte que la corolle

parait n‘avoir qu'une levre inférieure a cing lobes [33].

1.2.2.1. Description morphologique :

C’est une plante tomenteuse, blanchatre, vivace de 10 a 30 cm moyennement velue a odeur
forte et désagréable, les tiges sont nombreuses, ligneuses a la base révolutées, en général a
marges, gréles, dressées ascendantes, plus ou moins ramifiées, les feuilles sessiles, oblongues
ou linéaires, cun¢iformes, crénelées, a bords plus ou moins enroulés régulierement dentés

d’une couleur verte pale en dessus, blanches en dessous. Les inflorescences en tétes denses

10



capituli formes serrés ; les fleurs jaunatres et globuleuses ou ovoides, courtement, pédonculés,
calice petit (3 a 4 mm) en cloche, a dents courtes triangulaires presque égaux, tres velus.
Corolle a tube ne dépassant pas le calice, velu en dehors, a lobes <latéraux linéaires, le
médian ovoide ; les fruits murs et sec d’un couleur noir, légerement creusés, de rocailleur et

seche.

La floraison est en avril a juin ; les fleurs sont d’un jaune doré de 5 mm et la récolte en

printemps-¢té ; commun dans les broussailles et les friches [34].

1.2.2.2. Taxonomie :

Position systéematique de Teucrium polium est la suivante [35] :

Regne : Plantae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Teucrium

Espece : Teucrium polium L.

1.2.2.3.Noms vernaculaires :

Principaux noms vernaculaires de Teucrium polium L

Tableau 03: Principaux noms vernaculaires de Teucrieum polium L

Langue Nom commun Référence

Anglais Mountain germander

Pouliot de montagne,
Frangais germandrée tomenteuse,
Germandrée blanc-grisatre

(36 : Krache ,2009).
J¢ada, khayata, Katabet

Arabe ledjrah
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Nom scientifique :
Teucrium polium L, synonyms: Teucrium tomentosum, Teucrium gnaphalodes, Teucrium

chamaedrys et Teucrium capitatum [37].

1.2.2.4.Habitat et répartition géographique :

Teucrium polium L est plus souvent herbacées dans toutes les régions et plus spécialement

dans les régions méditerranéennes et I’Europe méridionale et les endroits secs [39].

Le genre Teucrium est représenté en Iran par 13 especes, en Turque par 27 especes. Une

vingtaine de cette espece poussent spontanément en Algérie, elles prédominent la région du
tell [40].

Teucrium polium L est une espece rare, tres répondus dans le haut plateau, ainsi dans I’atlas
saharien [40].

Figure 02: Photographie illustrant I’aspect générale de Teucrium polium L
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1.2.2.5.Usage :

Déja utilisée comme fébrifuge chez les anciens Egyptiens, Teucrium polium L. possede les
propriétés communes aux plantes ameres et aromatiques, c'est-a-dire qu’elle est tonique,
appetitive, febrifuge, vermifuge et carminatif. Elle combat la paresse de I’ensemble du tube
digestif et celle du foie, on I'utilise dans les maladies de I’estomac, les bronchites chroniques,

les troubles de digestion et les douleurs abdominales [41].

Depuis longtemps, on utilise la germandrée, en infusion, pour combattre la goutte, les
rhumatismes, la fievre, la bronchite chronique et les mucosités abondantes. En bain de

bouche, elle soigne les gingivites, et, en lotion, elle accélere la cicatrisation des blessures [42].
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Chapitre I1 Les Huiles
Essentielles




I1. Les huiles essentielles :
11.1. Définitions :

Selon Durvelle (1930, 1893), les essences ou huiles essentielles, connues également sous le
nom d’huiles volatiles, de parfums, etc., sont des substances odorantes huileuses, volatiles,
peu solubles dans 1’eau, plus ou moins solubles dans I’alcool et dans I’éther, incolores ou
jaunatres, inflammables qui s’altérent facilement a I’air en se résinifiant. Elles sont liquides a
température ordinaire ; quelques-unes sont solides ou en partie cristallisées ; elles n’ont pas le
toucher gras et onctueux des huiles fixes dont elles se distinguent par leur volatilité. Leur
odeur plus ou moins forte, suave, piquante ou désagréable. Elles ont la propriété de ne pas

laisser de tache durable sur le papier.

11.2.Les principaux composés chimiques des huiles essentielles :

La composition chimique des huiles essentielles est généralement trés complexe d’un double
point de vue, a la fois par le nombre élevé de constituants présents et surtout par la diversité
considérable de leurs structures. En effet, elles comprennent deux classes de composés
caractérises par des origines biogénétiques bien distinctes [43]. Le groupe des terpénoides,
d’une part et le groupe des composés aromatiques dérivés du phénylpropane d’autre part. IL
existe également d’autres corps qui entrent en faible proportion dans la constitution de

certaines huiles essentielles (acides organiques, esters et autres...) [44].

11.2.1.Les terpénoides :

Les terpénes sont des hydrocarbonés naturels, de structure soit cyclique soit achaine ouverte :
leur formule brute est (C5HX) n dont le “'x" est variable en fonction du degré d'instauration de
la molécule et 'n" peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpénes qui peut atteindre
plus de 100 (le caoutchouc)[45].

Dans le regne végétal, les terpénoides sont classés dans la catégorie des métabolites
secondaires (avec les flavonoides et les alcaloides). Leur classification est basée sur le nombre
de répétitions de l'unité de base isoprene: hémiterpénes (C5), monoterpénes (C10),
sesquiterpénes (C15), diterpénes (0), sesterpenes (5), triterpénes (C30), tetraterpénes (C40) et
les polyterpenes [46].
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On y trouve en plus de terpenes, des hydrocarbures, des esters, des lactones, des aldéhydes,
des alcools, des acides, des cétones, des phénols, des oxydes et autres [47].

11.2.2.Les composés aromatiques :

Contrairement aux dérivés terpéniques, les composés aromatiques sont moins fréquents dans
les huiles essentielles. Trés souvent, il s'agit d'allyle et de propénylphénol ; ces composes
aromatiques constituent un ensemble important car ils sont généralement responsables des

caracteres organoleptiques des huiles essentielles [48].

Cette classe comporte des composés odorants bien connus comme la vanilline, I'eugénol,
I'anéthol, l'estragole et bien d'autres. lls sont davantage fréquents dans les huiles essentielles
d'Apiaceae (persil, anis, fenouil, etc.) et sont caractéristiques de celles du clou de girofle, de la
vanille, de la cannelle, du basilic, de I'estragon, etc. [49].

11.2.3.Les composés d'origines diverses :

Compte tenu de leur mode d'extraction, les huiles essentielles peuvent renfermer divers
composes aliphatiques, généralement de faible masse moléculaire, entrainables lors de I'hydro

distillation. Ces produits peuvent étreazotés ou soufrés [50].

La composition d’une huile essentielle est en généraltres complexe. Les méthodes analytiques
modernes rendent possibles, la détection, I’identification et la quantification de plus d’une

centaine de constituants pour une méme huile essentielle [51].

11.3.Méthodes d’extraction des huiles essentielles :

Les huiles essentielles sont extraites de la maticre végétale par différents procédés. Le choix
de la technique dépend de la localisation histologique de I’essence dans le végétal [52]. En
effet, le mode technologique d’exploitation du matériel végétal peut avoir une influence sur la
composition chimique finale de I’essence. Chaque mode d’extraction marque de son

empreinte cette composition finale [53].
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11.3.1.Entrainement & la vapeur d'eau :

L’entrainement a la vapeur d’eau est 1’'une des méthodes officielles pour 1’obtention des huiles
essentielles. A la différence de I’hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact direct

’eau et la matiere végétale a traiter [54].

Les huiles essentielles sont des mélanges naturels complexes de métabolites secondaires
volatils séparés par distillation de I'eau ou expression mécanique. lls proviennent des feuilles,
des graines, des bourgeons, des fleurs, des branches, de I'écorce, du bois, des racines, des tiges
ou des fruits, ainsi que des gommes qui s'écoulent du tronc. Les huiles essentielles sont
obtenues par distillation de l'eau et pression a froid, comme les agrumes. De nouvelles
technologies pour améliorer l'efficacité de la production ont été développées, telles que
I'extraction a l'aide de dioxyde de carbone liquide a basse température et haute pression ou

I'extraction assistée par ultrasons ou micro-ondes [55].

11.3.2.Hydro distillation :

C'est la méthode la plus simple et plus utilisée. 1l comprend l'immersion Les matieres
premiéres sont directement dans I'eau puis bouillies entieres. Cette opération est generalement
réalisée sous pression atmosphérique. La vapeur formée est condensée par le systéme de
réfrigération a débit d'eau. Des expériences menées jusqu'a épuisement de I'essence
matricielle montrent que le temps de distillation des organes végétaux. Ligneux est plus long
que celui des plantes herbacées. Cette différence est étroitement liée a I'emplacement des
systémes de production ou de stockage de H. Es, qui sont soit situés a la surface de la plante,
soit a lintérieur du tissu végeétal. Ces ouvrages ont donc un impact sur le processus de
distillation de I'eau, c'est-a-dire sur le mécanisme continu mis en jeu, et donc sur la durée de
l'opération d'extraction. Si ces structures sont superficielles, la membrane externe ou la
couche cornée se brise rapidement lors de I'ébullition et les composés volatils s'évaporent

immédiatement [56].

11.3.2.1. Principe général I’hydro distillation simple :

La plante est mise en contact avec 1’eau dans un ballon lors d’une extraction au laboratoire

ou dans un alambic industriel. Le tout est ensuite portéaébullition [57]. Les vapeurs sont
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condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de 1’cau par différence de

densité.

Chaque substance qui compose I’huile essentielle est volatile et possede une tension de vapeur
qui permet de I’extraire de la matiére solide a une certaine température lors de la distillation.
De facon générale, I’augmentation de la température accroit le nombre de molécules qui

passent a 1’état vapeur.

Ce phénomeéne est absorbé durant la distillation a I’eau et la distillation combinant ’eau et

la vapeur qui se fait a pression atmosphérique.

Apres I’entrainement des éléments volatils par la vapeur, leur retour a I’état liquide est

obtenu par un simple contact avec une surface réfrigérée (exemple : condenseur...)

11.3.3.L’hydro diffusion :

Dans le cas de 1’hydro diffusion, le flux de vapeur n’est pas ascendant mais descendant. Cette
technique exploite ainsi 1’action osmotique de la vapeur d’eau. Le principe de cette méthode
réside dans 'utilisation de la pesanteur pour dégager et condenser le mélange « Vapeur d’eau
+ huile essentielle » dispersé dans la matiére végétale. Comme pour I’entrainement a la
vapeur d’eau, ’hydrodiffusion présente 1’avantage de ne pas mettre en contact le matériel

végétal et I’eau [58].

11.3.4. La distillation a vapeur saturée :

Dans cette variante, la matiere végétale n'est pas en contact avec l'eau. La vapeur d'eau est
injectée au travers de la masse végétale disposée sur des plaques perforées. La distillation a
vapeur saturée est la méthode la plus utilisée a I'heure actuelle dans I'industrie pour I'obtention

des huiles essentielles a partir de plantes aromatiques ou médicinales.

En général, elle est pratiquée a la pression atmosphérique ou a son voisinage et a 100 C,
Température d'ébullition d'eau. Son avantage est que les altérations de I'huile essentielle

recueillie sont minimisées [59].
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11.3.5. Extraction par les solvants :

La technique d'extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un extracteur un
solvant volatil et la matiére végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le solvant va se
charger en molécules aromatiques, avant d'étre envoyé au concentrateur pour y étre distillée a
pression atmosphérique. L'extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus
pratiquée. Les solvants les plus utilises a I'heure actuelle sont I'hexane, le cyclohexane,
I'éthanol, le méthanol, le dichlorométhane et I'acétone. Le solvant choisi, en plus d'étre
autorise devra posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la lumiére ou l'oxygéne, sa
température d'ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son élimination, et il ne
devra pas réagir chimiquement avec l'extrait. L'extraction est réalisée avec un appareil de

Soxhlet ou un appareil de Lickens-Nickerson [60].
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I11. Activité antioxydante
I11.1. Définition del’antioxydant:

Un antioxydant est une substance qui en faible concentration par rapport a celle du substrat
oxydable qui, de maniere significative retarde ou empéche I’oxydation de ce substrat. 1l peut
agir en supprimant les ROS ou en empéchant leur formation ou encore en réparant les
dommages causés par ceux-ci. Des activités antioxydants lices aux saponines, aux triterpenes

aux esters gras dérivant tous des plantes ont été reportées. [61].

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les dommages
causes par les radicaux libres dans I’organisme et permettent de maintenir au niveau de la

cellule des concentrations non-cytotoxiques de (ROS) [62].

I11.2.Radicaux libres et stress oxydatif :

La recherche sur la capacité antioxydante représente un enjeu scientifique important ; notion
largement relatée dans I’étude des propriétés biologiques de I’agai. Au travers du chapitre
suivant, nous allons présenter les molécules responsables de I’oxydation et celles qui

permettent de la combattre.

111.2.1.Les radicaux libres :

Un radical libre est une espece chimique possédant un électron célibataire sur sa couche
périphérique. La molécule d’oxygene (ou dioxygene, 02) présente la particularit¢ d’avoir la
structure d’un biradical libre, en raison de ses deux ¢lectrons célibataires situés sur les deux

orbitales de plus grande énergie.

Ne possédant qu’un seul électron sur ses orbitales, ’oxyde d’azote (NO) est un radical peu

réactif, synthétisé a partir d’un atome d’azote et d’une molécule d’oxygene.

Dans les phénomenes de stress oxydant prenant place dans les milieux biologiques, les
radicaux libres qui interviennent, partagent pour caractéristique celle d’avoir un électron
célibataire sur un atome d’oxygene ou d’azote. Ceci leur confere la dénomination d’especes
réactives de I’oxygene (EOR ou ROS) ou de I’azote (EAR ou RNS)[63].
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111.2.2.Les especes réactives del’oxygene(ERO) :

Symbolisés par le symbole (ERO) et appelé aussi dérivés réactifs de I’oxygene (DRO). Ces
molécules sont tres réactives chimiquement en raison de la présence d’¢lectrons de valence
non-appari¢s dans leur orbitale la plus externe. L équilibre est rétabli soit par oxydation (perte
de cet électron libre) ou reduction (gain d’un autre électron). Il existe ¢galement d’autres
molécules radicalaires qui sont des dérivées d’autre atome comme I’azote tel que le

monoxyde d’azote NOe, I’anhydride nitreux N203, et I’ion peroxynitrite ONOO- [64].

Tableau 04: Principaux types d’especes réactives oxygenees [64].

Classification des ERO

Especes radicalaires Especes non radicalaires

- Anion superoxyde (02+-) - Peroxyde d’hydrogene (H202)
- Radicale hydroxyle (OHe) - Oxygene singulier (102)

. Monoxyde d’azote (NO#) - Acide hypochlorique (HOCI)

Tableau 05: Principaux radicaux libres oxygeénés. [65]

Radicaux libres Structure chimique
Radicale hydroxyle OH

Radicale alkoxyle RO

Radicale hydro peroxide HOO

Radicale peroxyde ROO

Radicale oxyde nitrique NO

Radicale peroxyde d’hydrogene*| H2 O2

Radicale peroxynitrite ONOO

Radicale super oxyde 02
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111.2.3.Stress oxydatif :

Le principal danger des radicaux libres vient des dommages qu’ils peuvent provoquer
lorsqu’ils réagissent avec des composants cellulaires importants, tels que I’ADN, les lipides
(peroxydation), les protéines ...etc.

Cette oxydation provoque des dommages sur tout I’organisme, acce¢lérant le vieillissement
(maladies cardiovasculaires et neuro- dégencratives, cancer, diabete...) et la dégradation des

cellules et des tissus [66].

111.3. Mécanismes d’action des especes réactives oxygeneées :

Les EOR et ERN sont connues pour jouer un double role dans les systemes biologiques,
puisqu’ils peuvent étre a la fois nocifs mais aussi bénefiques, voire indispensables pour les

organismes vivants [67] :

- Bénéfiques, lorsqu’ils sont impliqués dans des roles physiologiques au niveau des réponses
cellulaires telles que la lutte contre des agents infectieux et leur fonction dans les systemes de

signalisation cellulaire,

- Nocifs, lorsqu’il y a un déséquilibre entre la balance des ERO et ERN et les systemes de
défense, avec comme conséquence I’apparition de dégats souvent irréversibles pour la cellule
(ADN, protéines, lipides) en lien avec I’apparition de nombreuses maladies graves (cancer,

artériosclérose, arthrite, maladies neurodégénératives) : c’est le stress oxydatif [68].

I11.4.Méthodes de dosage de I’activité antioxydante :

Diverses méthodes de dosage de I’activité antioxydante in vitro induisent la mesure de
I’inhibition de 1’oxydation des lipides et des lipoproteines. Celles-ci ne seront pas abordées, ni
celles mesurant le pouvoir antioxydant in vivo sur le modele animal ou chez I’Homme. Cette
¢tude se focalisera sur les méthodes témoignant de I’aptitude d’une molécule ou d’un extrait
naturel a piéger des radicaux libres — par transfert d’¢lectron et/ou de proton -issus de
phénomenes d’oxydations [69]. On parlera alors d’évaluation in vitro de [I’activité

antioxydante.
Seules les méthodes les plus utilisées, en particulier pour les tests in vitro chimiques, seront

représentées ici, en mettant en avant les mécanismes réactionnels, les avantages et
inconvénients de la méthode (Tableau 04).
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Tableau 06

: Description de quelques tests antioxydants in vitro chimiques :

QUELQUES TESTS IN VITRO CHIMIQUES

ABTS ou
Tests DPPH TEAC FRAP ORAC
Mécanismes [e transfert d'électron ’-transfert , « transfert de
L L d'¢électron et de | transfert d'électron
réactionnels majoritaire proton
proton
Nature des . ) )
testées Pop pop pop
Exoression | ° Cl50et/ou en mg -§I5(())St/ Onl:oeln wen ma ou umol | CI50et/ou en mg
pr ou umol équivalent | I UM en mg ou p ou pmol équivalent
des résultats equivalent equivalent Fe2+
Trolox® Trolox® Trolox®

Avantages

otrés facile a mettre
€n ccuvre * pcu
couteux

« tres facile a
mettre en ccuvre
* cinétique de
réaction tres
rapide ¢ peu
couteux

« trés facile a mettre
€n ccuvre *pcu
couteux

«facile a mettre en
ocuvre
scouteux (nécessité
d’un fluorimetre) «
Utilisation d'un
générateur de
radicaux (ROQe)

« encombrement
stérique de
molécules a hauts
poids moléculaires

* produits de
dégradation

pH utilisé non
physiologique

* mécanismes de
génération des

einterférences . einterférences ROOe* non
Inconveénients | possibles a 515 nm antl?;g;‘gg?ts ’ possibles a 595 nme [ physiologique °
. . interférences avec interferences
-forte dépendance | existantin composés possédant|  possibles des
au pH et au solvant vivo E°< 0,77 V protéines
« radical inexistant
in vivo
[Awika et al.,
[Brand-Williams et [ 2003 ; Arts et | [Benzie et Strain, .
al., 1995 ; Pineloet| al., 2004; | 1996 ;Ouetal, L[(?‘é;te?g'l 228%)?;]
Références al., 2004] Osman et al., 2002] P B
2006]

[Prior et al., 2005]
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Chapitre I
Matériel et méthodes




I. Matériel et méthodes

Objectif :

Ce présent travail réalisé au niveau du laboratoire de biologie de 'université de Ziane Achour
de Djelfa pour le dosage des phénols totaux, test DPPH pour évaluer I’activité antioxydant des
deux espéces: Teucrium polium et 1’Artemisia herba alba, nous avons fait I'extraction des

huiles essentielles par I'hydrodistillation, ensuite on fait les tests biologiques (activité
antioxydante). Prélevé a partir de quelques régions de la wilaya de Djelfa.

I.1. Matériels :
1.1.1. Matériel végétal : La récolte des plantes

1.1.1.1.Plantes étudiées: Teucrium polium et Artemisia herba alba.

La récolte des deux espéces est faite dans le foret de Toghersane, régions de la wilaya de

Djelfa (lieu d’échantillonnage).

Figure 03: Teucrium polium. Figure 04: Artemisia herba alba.

(Photos personnelles)

1.1.1.2.Zone de prélévement :

A fin de réaliser la récolte des especes, dans le foret de Toghersane, deux zones

d'échantillonnage ont été choisies :
Zone 1 : Situé a 35.4 km du sud-est de la wilaya de Djelfa.
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Zone 2 : Située a 59 km du sud-est de la wilaya de Djelfa.

Les différents échantionnages et analyses ont débuté le 20 juin 2022 et se sont terminés le 25
aoQt 2022.

o Lt
Metrics 20220 ).

Figure 05 : Localisation géographique de la région de récolte par google maps.

1.1.2. Appareillage et produits :

1.1.2.1. Appareillage :

- Balance

- Rotavapeur

- Spectrophotométre UV-Visible

- Verrerie : Erlen-mayer de 500 ml, Béchers (300 ml, 100 ml, 50 ml).
- Eprouvette graduée (250 ml, 100 ml).

- Burette graduée de 50 ml.

- Pipette graduée de 5ml.

- flacon.

- tubes a vis.
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- Support et pince.

- Micropipette de (10-100 pl) et (100-1000p1)

Figure 06 : Photographie de Rotavapeur dans laboratoire de biologie université de
Djelfa.
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1.1.2.2.Produits :
L’ensemble des produits et réactifs utilisés lors des expériences

v’ Eau distillée

Méthanol

Ethanol

Carbonate de sodium

DPPH (2,2-diphenyle-1-picrylhydrazyle)

AN NERN

v' Réactif de Folin-Ciocalteu

v’ Acide gallique
1.2.Méthode :

1.2.1. Préparation des plantes médicinales :

Les plantes sont nettoyées et séchées a 'ombre, a 1’abri de I'humidité et a température
ambiante pendants quelques jours. Aprées séchage, nous écrasons la plante et pesons la

quantité nécessaire pour effectuer le processus d'extraction

Figure 07: Artemisia herba alba. Figure 08: Teucrium polium L.

1.2.2. Extraction des huiles essentielles :

L'extraction des huiles essentielles a été réalisée au laboratoire pédagogique du département
des sciences biologiques a I'université de Djelfa par la méthode d'hydrodistillation (Figure
09).
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La méthode d'extraction consiste a prendre 60g de la matiere seche de Teucrium polium ou
d’Artemisia herba alba, On met cette quantité dans le ballon et on ajoute 400 ml d'eau
distillée. Le ballon est ensuite déposé sur une chauffe ballon. La durée de distillation est de 3

heures.

Nous avons recueilli le distillat dans un récipient en verre et nous effectuons le processus de
séparation liquide-liquide par I’utilisation d'éther diéthylique (400ml de distillat avec 200ml
de I'éther diéthylique) (Figure 10).

Figure 09: Montage d’extraction Figure 10: Séparation liquide-liquide

1.2.3.Calcul du rendement :

Le rendement d’extraction est calculé selon la relation suivente [70] :
R (%) = (Mext/ Méch) x100

Ou:

R : le rendement en (%).
Mext : la masse de I’extrait apres évaporation du solvant en (g).

Meéch : la masse seche de I’échantillon végétal en (g).
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1.2.4. Préparation des solutions :

a) Solution de DPPH:

Sous la hotte, dans une fiole de verre marron de 250 ml, une masse 15,77mg (pesée a I’aide
d’une balance précise a 1g prés) de DPPH, est mélangée avec une quantité de méthanol suivi
d’une agitation jusqu’a sa dissolution totale, ensuite la fiole est remplie jusqu’au trait de jauge

(250ml), stocké a I’abri de la lumiere et au réfrigérateur en attendant son utilisation.

b) Solution de Folin-Ciocalteu (diluée avec methanol 1 :1) :

Un volume du réactif Folin-Ciocalteu de 100 ul est dilué avec I’eau distill¢e.
Stocke a I’abri de la lumiere dans le réfrigérateur en attendant son utilisation.
c) Solution de carbonates de sodium (Na2C0O3)a 2 % :

Une fiole de 10 ml une masse de 0.2g est pesée a I’aide d’une balance précise (a 1 mg pres) de
carbonate de sodium, puis mélangé avec une quantité d’eau distillée suivi d’une agitation

jusqu’a sa dissolution totale, ensuite la fiole est remplie jusqu’au trait de jauge (10ml).

d) Solution des substrats utilisés dans le test DPPH:
La premicre ¢tape consistait a préparer la solution mere d’une concentration (100ug/ml), pour
les produits de référence (le Butylhydroxytoluene (BHT) comme antioxydant de synthese) et

pour les extraits du Teucrium et Artemisia en utilisant le méthanol comme diluant.

La deuxieme étape consistait a préparer les dilutions a partir de la solution mere dans des

tubes a essai a différentes concentrations (25, 50, 100, 200ug/ml).

e) Solution des produits d’etablissement de la courbe d’étalonnage de réference:
Lors du dosage des polyphénols totaux en utilisant I’acide gallique comme produit de

référence et I’eau distillée comme diluant.

f) Solution des extraits du Teucrium / Artemisia:
Pour le dosage des polyphénols, des solutions meres d’une concentration de (100 ug/ml) sont
prépares a partir des extraits de Teucrium / Artemisia par différents diluants (eau / méthanol)

selon le protocole, répété trois (03) fois pour chaque extrait.

Remarque : Chaque solution est fraichement préparée, au moment de la réalisation du

protocole.
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1.3. Dosage des antioxydants :
1.3.1. Essai de piégeage des radicaux DPPH :

L'activité antioxydante des deux HE étudiées a été évaluée sur la base de l'activité de piégeage
du radical libre stable 2,2 -diphényl-1-picrylhydrazyl, Diverses concentrations des deux HE
(c'est-a-dire 25, 50, 100 et 200 pg/ml) ont été diluées cinq fois avec une solution de DPPH
dans du méthanol. Le blanc consistait en une solution méthanolique 0,4 mM de DPPH. Apres
30 min d'incubation a température ambiante, la réduction du nombre de radicaux libres a été
mesurée par lecture de l'absorbance & 517 nm & l'aide d'un spectrophotométre BECKMAN
DU 520. Le TBHQ (Sigma) a été utilisé comme étalon de référence. Toutes les

déterminations ont été effectuées en triple.

Le pourcentage d'inhibition du radical DPPH par chaque HE a été calculé selon la formule

suivante [71] :
% Inhibition = [(AB - AA) / AB] x 100

Ou AB absorption de I'échantillon blanc (t = 0 min) et AA = absorption de I'huile testée (t =
30 min).

Les valeurs IC50, qui représentaient la concentration d'HE ou de TBHQ qui a provoqué 50 %
de piégeage, ont été déterminées a partir du tracé du pourcentage d'inhibition par rapport a la

concentration.

1.3.2. Détermination des composés phénoliques totaux :

L'équivalent phénolique total des deux HE étudiées a été déterminé selon la méthode
décrite par [72]. En bref, 100 pul de chaque HE pur (100%) ont été dissous dans 10 ml de
méthanol, et 2 ml de cette solution ont été complétés avec 0,3% de HCl a 5 ml. Une aliquote
de 100 pl de la solution résultante a été ajoutée a 2 ml de Na2CO3 a 2 % et aprés 2 min, 100
ul de réactif de Folin-Ciocalteau (Merck, Darmstadt, Allemagne) (dilué avec du méthanol 1:1)
ont été ajoutés et bien mélangés. Apres 30 min d'incubation, I'absorbance des mélanges a été
enregistrée par spectrophotométrie a 750 nm. Les teneurs phénoliques totales ont été calculées
en équivalent d'acide galliqgue (EAG) a partir d'une courbe d'étalonnage de solutions étalons

d'acide gallique et exprimées en mg d'acide gallique par100 ul d'HE.
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1.3.3. Analyses statistiques :

L'hydro-distillation des HE, les déterminations du poids frais et sec des herbes, de l'activité
antioxydante et du contenu phénolique total ont été réalisées en triple exemplaire. Les

données ont été exprimées en moyenne + écart-type.
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Chapitre IT Résultats et

discussion




I1. Résultats et discussion :

I1.1.Rendement :

Les huiles essentielles de Teucrium polium et d’Artemisia herba-alba ont été obtenues par
I’hydrodistillation des parties aériennes (tiges et feuilles) des plantes. Les rendements
correspondants sont exprimes en pourcentage de masse de chaque extrait par rapport a la

masse de matiere végétale seche. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 07 : Rendement des huiles essentielles de Teucrium polium et Artemisia herba

alba

Materiel végetal Artemisia herba alba Teucrium polium

Rendement (%) 1,46 + 0,30 0,57 £ 0,04

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type, n= 3.

Les résultats obtenus ci-dessus, montrent une différence entre le rendement d’extraction
des deux plantes. L’Artemisia herba alba possede un rendement d’extraction plus ¢levé que le
Teucrium polium avec des valeurs enregistrées de 1,45% et 0,57% pour I’Artemisia et le
Teucrium, respectivement.

Le rendement de I’huile essentielle de Teucrium polium est inférieure a celui rapporté
par (Moghtader, 2009) (0,75%) et (Kabouche et al., 2007) (1,7%). En revanche ce résultat est

supérieur a celui trouvé par (Roukia et al., 2013) ( 0,1%).

L'extraction de l'huile essentielle d’Artemisia herba alba a donné une huile de couleur

jaune-péle avec un rendement de 1,46 %.

Notre résultat est proche de celui rapporté par (Ghanmi et al., 2010) (1,23%) d’une
plante originaire de Maroc. En revanche, ce résultat ne s’accorde pas avec les résultats trouvés
par (Bechiri et Tahar Mezedek, 2018) (0,28%) (Bouzidi, 2016) (0,93%) (Bezza et al.,
2010),(0,95%), (Nacéra Dahmani-Hamzaoui & Baaliouamer 2015) (0,65%)

Un rendement trés faible a été enregistré de 1’ordre de 0.051% (Al-Wahaibi et al.,
2018).

Les différences des résultats de rendement (entre les deux plantes étudic¢es elles-memes,

ainsi que ceux retrouvés par d’autres auteurs) sont dues a plusieurs facteurs :
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L’origine des plantes et leurs variétés, la saison de récolte, les conditions climatiques et
environnementales, la localisation géographique, les différentes maladies qui peuvent affecter

la plante, la maturité de la plante et la durée de conservation (PARK et CHA, 2003).

11.2. Dosage de polypheénols totaux :

Le taux de polyphénols totaux contenus dans les deux huiles essentielles a été déterminé a
partir de la droite de la courbe d’¢talonnage d’acide gallique a différentes concentrations
(Figure 11).

0.400
0.350 —

y=0.0028x + 0.2266
0.300 / R? = 0.9589
0.250

0.200
0.150
0.100
0.050
0.000 T T 1
0 20 40 60

concentration en mg

absorbance a 760nm

Figure 11: Courbe d’étalonnage d’acide gallique.

Les teneurs en polyphénols totaux pour les deux huiles essentielles ont été calculés a I’aide de

I’équation: y = 0,0028 x + 0,2266 avec R2

d’¢talonnage d’acide gallique. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau suivant:

= 00,9589 issue de la droite de la courbe

La teneur en polyphénols totaux contenue dans les huiles essentielles d’Artemisia herba alba
et Teucrium polium est variable, et elle se différe d’une huile a une autre. L'huile essentielle
d’Artemisia herba alba a présenté la plus grande teneur en composés phénoliques (20,97mg
EAG/100 pl HE). Alors que I'huile essentielle de Teucrium polium renferme moins de
polyphénols avec une teneur de 15,73mg EAG/100 ul HE. Et le mélange des huiles nous
donne une teneur en composeés phénolique 35,381+ 1,65 mg EAG/100 pIHE.
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Tableau 08 : Teneur en polyphénols totaux

Teneur en polyphénols

Materiel vegetal
(mg EAG/100 ul HE)

Artemisia herba alba 20,976 £ 2,42

Teucrium polium 15,738 + 1,68

Melange (Teucrium + Artemisia : 50%+50%) | 35,381 + 1,65

Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart-type, n= 3.
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Figure 12: Histogramme représentant la teneur en polyphénols totaux

La teneur moyenne en polyphénol du I’Artemisia est supérieure a celle de Teucrium polium,
qui sont respectivement de 20,976 + 2,42 et de 15,738 + 1,68 mg EAG/100 pl (Tableau 08).

La teneur en polyphénols totaux du melange (50%+50%) est égale a 35,38% MgEAG

/100 pl HE.

Nos résultats en polyphénols de I’Artemisia sont similaires a ceux retrouvés par
Boulanouar et al. (2017) et Ababsan (2018) ont montré que la teneur en polyphénols de
I’armoise blanche est respectivement de 1’ordre (22,41 mg AG/g d’ES et 24,963 mg AG /g
d’ES). Cependant, nos résultats sont largement inferieur aux résultats retrouvés par Saffidine

et al. (2013) Ils ont trouvé une teneur en polyphénols totaux de (114,45 mg AG/g d’extrait).
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Les différences de quantités de composés phénoliques contenues dans les extraits des
plantes étudices elles-mémes, ainsi que celles retrouveées par d’autres auteurs sont dues :
En plus des facteurs liés a la plante (origine des plantes et leur variétés, la saison de récolte,
les conditions climatiques et environnementales, la localisation géographique,...etc) PARK et
CHA (2003), et les conditions de préparation, et d’extraction de ces composés (solvant,

diluant, ¢puisement, température, la pression,....etc)

11.3. Activité antioxydante:

L’activité antioxydante exprime la capacité de réduction des radicaux libres. Nous avons
employ¢ la méthode au DPPH, ce radical libre présente une coloration violet sombre, lorsqu’il
est piége par des substances antioxydantes, la forme réduite confére a la solution une

coloration jaune pale, cette coloration dépend de la puissance de la substance anti radicalaire.
Les résultats obtenus de l'activité antioxydante des huiles essentielles de deux plantes étudiées
sont représentés sur les tableaux (09 et 10) et les figures (13 et 14).

Nous avons constaté que le pouvoir antioxydant des huiles essentielles de plantes étudiées

augmente avec I’augmentation des différentes concentrations préparées.

Tableau 09: Pourcentage de piégeage du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations d’HE d’Artemisia herba alba.

Pourcentage de piégeage du radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations
d’HE d’Artemisia herba alba.

Concentration (pug/ml) |25 50 100 200

% inhibition 13,19 40,68 70,02 98,45
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Figure 13: Pourcentage de piégeage du radical libre DPPH en fonctiondes différentes
concentrations d’HE d’Artemisia herba alba.

Tableau 10 : pourcentage de piégeage du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations d’HE de Teucrium polium.

Pourcentage de piégeage du radical libre DPPH en fonction des différentes concentrations
d’HE de Teucrium polium L.

Concentration (ug/ml) 25 50 100 200
% inhibition 40,27 59,05 75,93 93,55
120.00 y= 0,2817x + 40,789
R?=0,9129

100.00

60.00 e

40.00 *

20.00
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Figure 14: Pourcentage de piégeage du radical libre DPPH en fonction des différentes
concentrations d’HE de Teucrium polium L.
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Le pouvoir antioxydant est exprimé par la concentration inhibitrice de 50% des radicaux
appelée IC50. Cette grandeur a été calculée par régression linéaire des pourcentages
d’inhibition calculés en fonction des différentes concentrations d’échantillons préparés en
appliquant 1’équation : y= ax+b.

IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composeé, car il exprime la quantité
d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur
d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande.

Les deux HE de Artemisia herba alba, Teucrium polium et leur mélange ont représenté un
IC50 de (81.52 pg/ml) et (32.70 pg/ml) et (55.52 pg/ml) respectivement, ce qui signifie que
les deux extraits possedent une activité antioxydante puissante et la Teucrium polium a
représente une activité antioxydante élevée par rapport a Artemisia herba alba figure (15). Le
tableau (11), (12) et (13) représente les valeurs d’IC50 des extraits étudiés.

Tableau 11: Activité antioxydante (méthode DPPH) d’huiles essencielles d’Artemisia
herba alba

Equations R2 IC50 (nug/ml)
HE Y =0.2817x + 40.789 0,9129 81.52

Tableau 12: Activité antioxydante (méthode DPPH) d’huiles essencielles de Teucrium
polium

Equations R2 IC50 (ug/ml)
HE Y =0.457 x + 12.746 0,923 32.70

Tableau 13 :Activité antioxydante (méthode DPPH) d’huiles essencielles de mélange
Teucrium polium et Artemisia herba alba

Equations R2 IC50 (ng/ml)
HE Y =0.3572 x + 30.167 0,9139 55.52
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Figure 15:Histogramme représentant les valeurs d’IC50 (ug/ml) de deux especes
étudiées

Concernant I’huile essenticlle de Teucrium polium on constate que Khaled-Khodja N. et al.
(2014) ont trouvé une valeur d’IC50 de 95 pg/ml, en étudiant ’effet antioxydant de 1’huile
essentielle de Teucrium polium de (Bejaia, Algérie), ce qui est inférieur au pouvoir
antioxydant de I’huile essentielle de la plante étudiée (32,70 pg/ml).

Et pour I’Artemesia herba alba on remarque que Boulanouar et abedelaziz (2014) ont
indiqué que I’Artemisia herba alba exerce une activité antiradicalaire plus importante avec
une valeur d’IC50 (39 ug/ml), ce qui est supérieur au pouvoir antioxydant de I’huile
essentielle de notre étude (81,52 ug/ml)

Leur mélange est représenté un IC50 qui signifie que les deux extraits possédent de bonnes
activités antioxydantes.

Il est difficile de comparer les résultats obtenus (entre les deux plantes étudiées elles-mémes,
ainsi que celles retrouvées par d’autres auteurs), a cause de I’influence et la diversité des
conditions climatiques (la température et 1’humidité), répartition géographique, 1’organe

végetal, lieu de recolte, la conservation du matériel vegétal et la méthode de I'extraction.
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre des plantes médicinales possedent des propriétés biologiques
trés importantes liées certainement aux vertus thérapeutiques attribués a une gamme
extraordinaire de molécules bioactives synthétisées par les plantes non seulement comme des
agents chimiques contre les maladies, les herbivores et les prédateurs mais aussi comme des

agents médicinaux tels que les antioxydants.

Au cours de cette étude, nous avons fait en premiére temps une extraction des huiles
essentielles de la partie aérienne des plantes étudies « Artemisia herba alba» et « Teucrium
polium » par la méthode d'hydrodistillation. Ensuite une étude quantitative, calcul du
rendement, dosage de polyphénol totaux pour les deux plantes étudies, et en fin 1’évaluation

de P’activité antioxydante par le test DPPH.

Partant des résultats obtenus, Nous constatons que le Meilleures rendement d’extraction est

enregistré chez Artemisia herba alba 1,46% par rapport a Teucrium polium 0,57%.

L'extrait d’Artemisia herba alba a présenté la plus grande teneur en composés phénoliques
(20,97 mg EAG/100ul HE). Alors que I’extrait de Teucrium polium renferme moins de
polyphénols que 1’Artemisia herba alba avec une teneur de 15,73 mg EAG/100ul HE.

Les deux HE d’Artemisia herba alba et Teucrium polium, ainsi que leur mélange ont
représenté un IC50 de (81,52 pg/ml) et (32,70 pg/ml) et (55,52 pg/ml) respectivement, ce qui
signifie que les deux extraits possedent une activité antioxydante et la Teucrium polium a

représenté une activité antioxydante élevée par rapport a celle d’Artemisia herba alba.

L'activité antioxydante varie d'une espéce a l'autre et d'un endroit a l'autre et selon la saison a
laquelle elle est récoltée. Les plantes medicinales en général restent d'un grand intérét

économique et sanitaire.
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ANNEXES

Matériel végétal Rendement

Artemisia herba alba

Teucrium polium

lere extraction (Q) 1,05 0,36
2eme extraction () 0,89 0,34
3eme extraction () 0,69 0,31

Annexe 01 : Rendement des plantes étudiées apres chaque extraction.

Resultat d absorbance a 517 nm de melange (A+T) (DPPH)
Concentration 25 50 100 200
ug/ml
Abs (nm) 0,75| 0,74 | 0,73 0,52 | 0,51 |{0,5| 0,299 |0,3| 0,298 | 0,072 | 0,071 | 0,07
Standard de
DPPH 1,020 1,031 1,033 1,04
ECARTYPE 0,010 0,010 0,001 0,001
MOYENNE 0,740 0,510 0,299 0,071
% inhibition 29,45 53,63 74,36 97,17
Annexe 02: Resultat d’absorbance a 517 nm de melange (A+T) (DPPH)
Resultat d absorbance a 517 nm de 1’Artemisia (DPPH)
Concentration o5 50 100 200
ug/ml
Abs (nm) 0,908| 0,925 | 0,919 | 0,635 | 0,633 |0,6 | 0,334 | 0,333 | 0,352 | 0,064 | 0,063 | 0,066
Standard de
DPPH 1,026 1,023 1,030 1,046
ECARTYPE 0,009 0,006 0,011 0,002
MOYENNE 0,917 0,630 0,340 0,064
% inhibition 13,19 40,68 70,02 98,45

Annexe 03 : Resultat d’absorbance a 517 nm de I’Artemisia (DPPH)
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Resultat d absorbance en 517 nm de Teucrium P (DPPH)

Concentration ug/ml 25 50 100 200
Abs (nm) 0,605|0,640(0,639|0,485|0,475(0,5(0,250| 0,260 | 0,280 | 0,087 | 0,090 | 0,085

Standard DPPH 1,019 1,043 1,018 1,021

ECARTYPE 0,020 0,015 0,015 0,003

MOYENNE 0,628 0,472 0,263 0,087

% inhibition 40,27 59,05 75,93 93,55

Annexe 04 : Resultat d absorbance a 517 nm de Teucrium P (DPPH)
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Annexe 05: Courbe d’etalonage d’acide galique
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Artemisia herba alba

Standard AG 0,144
Abs (nm) 0,293 | 0,283 | 0,280
Ecartype 0,007
Moyenne 0,285

Annexe 06: Dosage de phenol totaux & 750 nm (Artemisia herba alba)

Teucrium polium

Standard AG 0,142
Abs (nm) 0,276 | 0,269 | 0,267
Ecartype 0,005
Moyenne 0,271

Annexe 07: Dosage de phenol totaux a 750 nm (Teucrium polium)

Etalonage d'acide galique

Concentration (ug/ml) 6,12 12,5 25 50
Abs 0,227|0,234(0,23 (0,356 | 0,266 (0,2 {0,287 | 0,328 | 0,290 | 0,365 | 0,364 | 0,364
Ecartype 0,0035 0,0769 0,0229 0,0006
Moyenne 0,230 0,275 0,302 0,364

Annexe 07: Etalonage d'acide galique
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Résumé:

Ce travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales algériennes. Cette
¢tude vise a déterminer D’activité antioxydante des huiles essentielles de deux plantes
aromatiques et medicinales: Teucrium polium et Artemisia herba-alba, de la région de Djelfa.
Les huiles essentielles sont obtenues par hydrodistillation des parties aériennes des plantes.
L'extraction de I'huile essentielle d’Artemisia herba alba a donné un rendement de 1,46% et
pour Teucrium polium 0,57%. La teneur en polyphénols totaux: I'huile essentielle d’Artemisia
herba alba a présenté une teneur de 20,97 mg EAG/g HE, alors que I’extrait de Teucrium
polium a présenté 15,73 mg EAG/g HE. Concernant le test de DPPH: les deux HE de
Teucrium polium, Artemisia herba alba et leur mélange ont représenté un IC50 de 81,52
pag/ml, 32,70 pug/ml et 55,52 pg/ml, respectivement. L'activité antioxydante varie d'une espéce
a lautre. Ces plantes médicinales en genéral restent d'un grand intérét économique et

sanitaire.

Mots clés : Teucrium polium, Artemisia herba alba, activité antioxidant,
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