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GLOSSAIRE

Abortifacient : provoquant I'avortement, stoppant le déroulementnal de la grossesse.
Acide désoxyribonucléique (ADN): substance porteuse de l'information génétiqusDN
est la molécule ou les genes sont codés par |'erehant de quatre bases : I'adénine, la
cytosine, la guanine et la thymine. La séquenaeedéases détermine I'hérédité.
Aldose-réductase-inhibiteur: sont une classe de médicaments a I'étude comnmoyen
d'empécher des Iésions nerveuses chez les persatteiates de diabéte.

Allelopathique : phénoméne ou de nombreuses especes végétalleétsant des molécules
capablent d’agir sur le développement des plantesiaantes.

Alzheimer : La maladie d’Alzheimer est une démence neurod&géime a prédominante
corticale qui touche en premier lieu les fonctiorgnitives et se répercute sur le
comportement et 'adaptation sociale des patients

Aménorrhée : absence d’apparition ou la disparition des regles

Analgésique: prévient ou diminue la sensation de douleuridanteur)

Anesthésique: substance provocant I'anesthésie

Antibactérien : détruit les bactéries

Antiasthmatique : qui combat I'asthme

Anticariogénique : contre les caries

Antidiabétique : qui agit contre le diabete.

Antidiarrhetique : Contre la diarrhée

Antidysenterique : contre la dysenterie (dysenterie : infectionestinale avec diarrhée
grave)

Antifeedant : qui inhibe le comportement alimentaire normah agent chimique qui
provoque un parasite, comme un insecte, d'arrétemahger.

Antihelminthique : qui lutte contre les parasites, ils sont clask#ns les vermifuges.
Anti-inflammatoire : destiné a combattre une inflammation. Il fait cléfter et diminuer
lirritation. La plupart des anti-inflammatoiresrgades antidouleurs.

Antioxydant : molécule capable de protéger l'organisme corgee dffets toxiques des
radicaux libres. lls ne sont pas fabriqués pag#iorsme mais la plupart peuvent étre fournis
par I'alimentation.

Antiseptique : substance qui tue les germes ou prévient la cruissdes bactéries et des
virus sur les surfaces externes du corps.

Antispasmodique: permet de lutter contre les spasmes (contragterampes, convulsions),
agit généralement en empéchant la contractionibessfmusculaires de l'intestin et des voies
urinaires.

Antistaphylococcique: qui lutte contre les infections par staphylocoq(Esctérie agent de
nombreuses affections)

Antistreptococcique: qui lutte contre les streptocoques (bactérie pisaht des infections
graves)

Antiviral : perturbant le cycle de réplication d'un ou desjgurs virus

Anxiolytique : tranquillisant, contre les angoisses.

Aphtes : ulcération virale sur les muqueuses.

Candidicide : contre la mycose provoquée par les candidas

Carminatif : qui résorbe les gaz intestinaux.

Cataracte: c’est une zone sombre ou opaque dans le cis@d I'ceil qui provoque des
trouble de la vue.

Cholagogue: une substance a effet cholérétique, évacudnlda



Choléretique : agissant sur la sécrétion biliaire

Dépuratif : qui épure l'organisme en enlevant les toxines

Diurétique : qui favorise I'élimination de 'urine

Emétique : qui provoque des vomissements

Emmeénagogue facilite et provoque I'évacuation des regles.

Epileptogenique /convulsant qui provoque une épilepsie ou des convulsions
Expectorant: permet I'expulsion du mucus de la trachée ou bemches par de
I'expectoration ou de la toux.

Feébrifuge : qui enraye la fievre.

Fongicide: destinée a détruire des champignons parasites

Gastro-entérite : inflammation simultanée de I'estomac et de I'stie qui se manifeste par
des douleurs abdominales, des nausées et parfoidassements et de la diarrhée.

Goutte : maladie due a un exceés d'acide urique et affelgararticulations

Herbicide : qui détruit les mauvaises herbes.

Hypnotique : provoquant le sommeil, relatif & I'nypnose, sonhragificiel provoqué par
suggestion

Insectifuge: repousse les insectes (moustiques, mouches, poo&s, punaises, etc. ...)
Insecticide: détruit les insectes

Larvicide : utilisé pour détruire des larves d'insectes bigsi

Mycoses: affection de la peau par des champignons pasasite

Myorelaxant : décontracte les muscles

Nématicides: sont des produits qui vont servir a éliminer \&ss, notamment ceux qui
s'attaquent aux racines. Certains peuvent étrgl&mggereux pour I'homme...

Pesticide: repousse, détruit ou combat les ravageurs eslesces indésirables

Sédatif : agit contre la douleur, I'angoisse et I'insomnie

Spasme contraction musculaire violente, passagere atlontaire

Spasmogenique substance qui peut produire des spasmes

Stomachique: favorise la digestion

Termitifuge : détruit les termites.

Tonique : qui fortifie (physiqguement ou moralement)

Trichomonicide : traite l'affection du gros intestin due a la mése de protozoaires
flagellés, les trichomonas, qui irritent la paroi

Vermicide : détruit ou expulse des vers.

Virocide : substance apte a détruire les virus, des agath®genes caractérisés par une trés
faible taille (invisibles au microscope optique)
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INTRODUCTION

Depuis la nuit des temps, les remedes naturelsrietus les plantes médicinales furent
le principal, voire I'unique recours de la médeciMalgré le développement de l'industrie
pharmaceutique qui a permis a la médecine modexnader un grand nombre de maladies,
les plantes médicinales et les remedes qu'on pbavaitirer ne furent jamais totalement
abandonnés et les gens ne cessérent jamais dagpieea la médecine traditionnelle, ce qui a

conduit & maintenir vivante une tradition thérajupue? 2

Un grand nombre de plantes aromatiques et médésnatrouvent des applications
dans divers domaines tels que la médecine, lan@te, la cosmétologie (parfumerie,
savonnerie...) et lagriculture. L’évaluation de rdeupropriétés phytothérapeutiques
notamment comme antioxydantes et antimicrobiendesjeure une tache de plus en plus

recherchéé.

Les composés antioxydants font actuellement I'odgtnombreuses études car, en
plus d'un intérét certain dans la conservation dearées comestibles pour l'industrie
agroalimentaire, ils pourraient s’avérer utiles slda prophylaxie ou le traitement de
nombreuses pathologies. En effet, on met actuelierea évidence le rble néfaste des
processus oxydatifs incontrolés et des réactiongmeradicalaires dans la genese, I'entretien
ou les séquelles d’'un nombre croissant de malagé®ralement liees au vieillissement, que
leur mécanisme soit bien connu (athéroscléroseg¢rmore a I'étude comme les maladies

neurodégénératives telles que Parkinson et Alzheime

L’Algérie est un pays doté d’'une riche biodive¥sibu beaucoup de plantes sont
utilisées comme aromatisants, aliments naturetsi dtiérapeutiques. Peu d’efforts ont été
consacres dans le pays au développement des apentsthérapeutiques et prophylactiques
de ces plantes. Nous nous sommes intéressés damvaié a I'étude de Artémisia herba-
alba (Armoise blanche ou Chih) qui pousse a I'état sqoé dans la steppe Algérienne et au
Sahara. Elle est fréguemment employée par la ptpaolcontre de nombreuses
pathologies telles que les aménorrhées, les syrefrar@urologiques, les troubles hépatiques,

les troubles gastriques et certains empoisonnements



Au fil de la recherche bibliographique relativecétte plante, il s’est progressivement
imposé gu’elle mérite une attention particuliereagise de sa grande variété chimique intra-

spécifique et de son potentiel aromatique et thetrtigue.

L’étude va porter sur les huiles essentielles '@enbise blanche originaire de onze
régions d’Algérie : Batna, Bordj Bou Arréridj, Bor@hédir, Drad Ech Chih, Djelfa, M’sila,
Boussaada, Roumana, Medjedel, Ghardaia et Lagkatraites par hydrodistillation utilisant

un appareil de clevenger et les micro-ondes.

Dans une premiere partie, le travail sera consacté détermination de I'aspect
gualitatif et semi quantitatif des essences exsatelon les régions et les localités de cultures
régies par les conditions géographiques et climatig Il s'agit également de connaitre
impact de la technique d’extraction sur le renéeten essence et sur la composition

chimique de cette derniére.

Cette étude va étre complétée par des essaisvit@etntioxydante et antimicrobienne
des huiles essentielles.
- L’activité antioxydante est évaluée sur les huittbtenues par hydrodistillation par le
pouvoir réducteur et l'inhibition du radical 2,2ptiényl-1-picrylhydrazyl (DPPH).
- L'activité antimicrobienne est évaluée par la mogie des dilutions sur quatorze

microorganismes.

La seconde partie de ce travail traite de l'isolemet de la caractérisation de
molécules actives &. herba-alba La détection des composés antioxydants dansireesta
fractions et la séparation des plus actives \&bré réalisées par la technique “on-line”
HPLC-DAD-DPPH.

Les structures des molécules isolées par chra@radbie sur colonne et par HPLC
semi-préparative en phase inverse seront détermipae des méthodes spectroscopiques
telles que la RMNH, la RMN*°C, la RMN 2D, I'UV, I'IR et la SM.

L'activité anti-oxydante des extraits et des compqgsurs est déterminée par la mesure de

I'activité radicalaire en utilisant le 2,2-diphésiyl picrylhydrazyl (DPPH).
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|. Présentation de IArtemisia herba-alba

[.1. Définition
L’ A.herba-albachih en berbére et en arabe, appartient a lavalste famille du régne
végétal : les composées. Cette famille comprensl gdu1000 genres et 1500 espéces repartis

sur tous les continents et dans les milieux tenspéuéglobé'

A.herba-alba, est presque spécifigue du sud du bassin méditemarsl elle
affectionne les milieux secs et chauds. Elle ggiméue depuis les iles Canaries et le Sud-Est
de I'Espagne jusqu'aux steppes d'Asie centralg, (Trarkménistan, Ouzbékistan) ainsi qu'a
travers I'Afrique du Nord, I'Arabie et le Procheight. En Afrique du Nord, cette espéece
couvre d'immenses territoires évalués a plus derdikons d'hectares. En Algérie, elle se
rencontre a I'état spontané et il n’est pas darérouver des zones de plusieurs dizaines de
kilometres de rayon ou seule I'armoise blanche e&dgns un paysage quasi-désertique, elle

couvre prés de 6 millions d’hectares.

Sur ce climat désertique, I'armoise blanche est pla@te qui présente une forte
résistance a la sécheresse dans la nature otesléephysiologiqguement active pendant toue
la saison seche jusqu’a aboutir a la floraisonfanlde cette période.

Etant une plante vivace, buissante, elle présenténtérét économigue comme péaturage
permanent dans certaines zones désertfjles.

Par ailleurs, des analyses sur la composition igo&ements et acides aminés ont permis de
conclure que I'Armoise blanche aide dans le déymdorent de I'élevage en Algérie et au

Maghreb en génér&l® En plus de cet aspect agro-pastoral, cette plamtesaapplications

industrielles.

[.2. Description botanique

L'Armoise blanche est une plante herbacée a ligesuses et ramifiées, de 30 a 50
cm, trés feuillées avec une souche épaisse. Ldkegesont petites, sessiles, pubescentes et a
aspect argenté. Les fleurs sont groupées en grappeapitules tres petites et ovoides.
L’involucre est a bractées imbriquées, les exteorbgulaires et pubescentes. Le réceptacle

floral est nu avec 2 & 5 fleurs jaunatres par alptoutes hermaphroditds? (figure 1)



Artemisia herba-alba

[.3. Domaines d'utilisation

En alimentation, KA.herba-alba sert a I'aromatisation de certaines boissons
notamment le caf€: *? L'utilisation de ses huiles essentielles dansdlistrie alimentaire
reste trés limitée et ce, & cause de la grandeogétééité de leur compositidh.
Elles sont au contraire trés utilisés en parfumaiecosmétologie pour leur pouvoir
antiseptique et aromatisant méme si leur comméatan pose de sérieux problémes a ce

jour, & cause de la diversité de leur compositamisiques.’

En médecine, cette plante a des activités telles: gilactivité antibactérienne,
antifongique, antihelminthique ou vermifuge et sefitiqué>’. Elle est prescrite comme
vermifuge, emmeénagogue, diurétique, stomachiqueyiqwe, deépuratif, cholagogue,
antidiabétiquelL’armoise blanche est administrée également dams les refroidissements,

elle est ausaitilisée contre les troubles hépatiques et lesgest

bY

En pharmacopée populaire, elle continue a occuper place importante, elle est
appliguée comme remede contre la toux, les troubltestinaux, le rhume, la rougeole, les
faiblesses musculaires, la goutte, les aphtesnje®ses et contre les piqdres d’'insectes et de

scorpions™®

Ces vertus médicinales attribuées a la plante rwientent sur la présence de
principes actifs donc de molécules fiables appartea un pattern chimique constant.
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[l. Généralités sur les huiles essentielles

[1.1. Définition

D'aprés les normes AFNOR, les huiles essentielles sont des produits odoreints
volatiles d’origine végétale, obtenues soit parrainement a la vapeur d'eau, soit par
expression du péricarpe frais, soit par distillati@ sec. Mais cette définition est tres
restrictive et n’est pas toujours acceptée, car edclue d’'une part les produits odorants
d’origine animale et d’autre part les essencesmigte par d’autres procédés d’extracfion.
On différencie entre les huiles essentielles, dytan leurs compositions chimiques que par

leurs propriétés physico-chimiques.

a. La concrete

Elle est obtenue a partir de I'extraction des measievégétales par un solvant volatil non
aqueux, & chaud ou & fréid En outre, les concrétes se présentent souspautgsateux et
coloré. Elles sont composées de plusieurs sousssodiont I'absolue, les cires, les tannins

et les colorants.

b. Pommade florale
Elle est obtenue a partir de fleurs soit par l&udibn des constituants odorants des fleurs dans
le corps gras « enfleurage a chaud» soit par fasitin ou I'immersion des fleurs dans le

corps gras « enfleurage a froid%.

c. L’absolue

On épure les concretes, les pommades forales aétiesides par extraction a I'éthanol a
température ambiante. Le glacage des extraits lajces & basse température (8 a 15°C)
durant quelques heures permet de filtrer et supgrias cires. Le filtrat, dépouillé de I'alcool

par évaporation sous vide ou par distillation, nzegre que I'absolue de la concféte

d. Les cires

Elles sont composées de substances saponifiabtedegagras a longues chaines) et
insaponifiables (hydrocarbures & nombre impair debanes rarement insaturé$)Elles
représentent la fraction lourde de la concréte.

Les cires sont utilisées dans la savonnerie eorraie leur puissante note odorante et leur
pouvoir conservatedt-

De ce fait, quand on examine une huile essentieli@aut considérer deux parametres

principaux : le matériel botanique et le mode d'astion.
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[1.2. Répartition et localisation des huiles esseidlles dans la plante

Les huiles essentielles sont largement répanduas haregne végétal avec des
familles a haute teneur en matieres odorantess pieivent étre rencontrées dans tous les
organes végétaux les fleurs, les fruits, les fesiilles racines, les grains et les écorces.
Dans une méme plante les essences peuvent étent@es la fois dans différents organes
avec une composition chimique différente, commesdancas de la feuille et la fleur du
citronnier.?? Dans les organes de la plante, les essences peivenocalisées dans des sites
sécréteurs spécialement différenciés et variabl@gast les familles botaniques. Le plus
souvent, celles-ci sont regroupées en poches dsdzutacéest lesMyrtacées en canaux
sécréteurs chez léypiécéeset lesAstéracéesen poils sécréteurs chez lemmiacéespu en
cellules a essence chez lesiracéest lesZingibéracées
Quantitativement, la teneur des plantes en hugergielle est généralement faible; elle est de
I'ordre de 1% avec quelques exceptions comme aaoad du bouton floral du giroflier ou le
taux en huiles essentielles atteint 15%.
Dans beaucoup de plantes aromatiques, les huidentasdles sont localisées dans les poils
glandulaires qui se développent a la surface daefiefe et autres organes des plantes. Ces
poils pelletés contiennent une grande partie didsshet sont désormais appelés "glandés".

L’A. herba-albaest une plante médicinale contenant des sites arsgfglandes,
cellules épidermiques) et des sites endogénes €pamin canaux). Les huiles essentielles sont
présentes dans tous les organes a I'exceptionada®ss, elles se séparent par synérese, sous
forme de petites gouttelettes qui confluent enseiteplages plus ou moins étendues. Elles
sont ensuite accumulées sous la cuticule, dangldesles sécrétrices situées au niveau des
deux épidermes, de la feuille et sur les tiges aendh période de I'épanouissement des

feuilles. Ainsi, la cuticule joue un réle importatdns le stockage des huiles essentiélles.

[1.3. Composition chimique des extraits volatils

Les huiles essentielles dépendent de leurs comggolsEchimiques. La complexité de
chaque huile essentielle naturelle et pure (qui pentenir jusqu’a 350 composants) explique
la polyvalence d'action de la plupart d'entre elles
Les principaux constituants sont les hydrocarbuoresoterpéniques et sesquiterpéniques, les
dérivés oxygeneés (alcools, aldéhydes, esters, godtones), les dérivés aromatiques et les

dérivés provenant des glucic@s®’
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Une huile essentielle est trés fluctuante dansosgposition, car elle peut faire intervenir un
grand nombre de paramétres d'ordre naturel ayamet angine intrinseque (génétique,
localisation, maturité...) ou extrinseque (sol, climage de la plante.....) et d'ordre
technologique, lié au mode d’extraction du matémgétal.

La composition d’'une huile essentielle varie aun sBun méme genre, mais aussi dans une

méme espeéce (cas dAl'herba-albd On parle alors de races chimiques ou chémotypes.

Il.4. Procédés d’obtention des huiles essentielles

Plusieurs techniques d’extraction des huiles esdlEst et des principes aromatiques
végeétaux sont a ce jour connues. Toutefois les esrides a l'utilisation de ces essences
limitent en général le choix de la méthode d'extaac En effet, la localisation histologique
des composés aromatiques dans le végétal aindiagdestination finale du produit extrait
peuvent orienter le choix technologique. Les métisod’extraction sont adaptées aux
propriétés les plus importantes des huiles esdlestisotamment leur volatilité dans lair et

dans la vapeur d’eau et leur solubilité dans légasts organiques.

11.4.1. Procédés mettant en jeu la vapeur d’eau

Ces procédés sont bases sur le fait que la plulgsrtcomposés odorants volatiles
(huiles essentielles) sont susceptibles d’étreagmds par des vapeurs d’eau du fait de leur
point d’ébullition relativement bas et de leur caéae hydrophobe. lls ne sont donc ni
retenus, ni solubles dans I'eau. Il existe dewesyde procédés : I'entrainement a la vapeur

d’eau et I'hydrodistillation.

a. Hydrodistillation

L'hydrodistillation est une technique basée sumime principe que I'entrainement a la
vapeur d’eau, seulement la matiere végétale badares I'eau. L'ensemble est porté a
ébullition, la vapeur d'eau entraine les élémedsants et passe ensuite dans un systéme de
refroidissement. Les vapeurs hétérogenes formédsceadensées et I'essence se sépare par
différence de densité.

b. Entrainement a la vapeur
Pour ce type de distillation, le végétal n’est pascontact avec I'eau. La vapeur nécessaire a

I'extraction arrive a l'intérieur de I'alambic p&e fond et repart de maniere homogéne au
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moyen d’un tube circulaire muni de nombreuses duwes. Notons toutefois que de
nouvelles techniques éliminant les inconvénients du I'hydrodistillation (artéfacts,
dégradation, temps trop long...) sont apparues gits&ntre autres de la « superheated water
extraction »° I'hydrodistillation assistée par micro-onde (MWHB) 2° ou encore la

distillation assistée par induction direcfe.

c. Extraction par micro-onde

Le procédé d’extraction par micro-ondes consiséxtéaire les solutés d’une matrice solide
par un liquide qui doit étre polaire, transparena daute constante diélectrique pour pouvoir
absorber I'énergie micro-onde et la restituer ouse de chaleur. Le chauffage étant assuré
par irradiation micro-ondes. L'effet de ces dereserest double, d’'une part, il y'a un
phénomene de rotation des molécules qui a tendas@@igner avec le champ électrique des
micro-ondes, il s’en suit un échauffement tresdamu milieu, d’autre part une migration des
ions provoquent également un échauffement du milkar conséquent, le chauffage par
micro-onde se produit directement au coeur de lg&emneatégétale et il présente la particularité

d’étre instantand" >

[1.4.2. Extraction par solvant organique

Elle consiste a épuiser la matiére végétale demestituants odorants au moyen d’un
solvant, elle est ensuite dépouillée du solvangépaporation sous vide a 40°C afin d’éviter la
dégradation thermique des molécules odorantese Getiraction conduit a I'obtention

d’essences, concrétes ou oléorésines, de rétinetdesbsolued®

[1.5. Activités antimicrobiennes

Les qualités antimicrobiennes des plantes aromegicgi médicinales sont connues
depuis l'antiquité. Toutefois, il aura fallu atteade début du XXiéme siécle pour que les
scientifiques commencent a s’y intéresser. Ces ri@@s antimicrobiennes sont dues

principalement a la fraction d’huile essentiell@tsmue dans les plantes.

[1.5.1. Propriétés antimicrobiennes
Les huiles essentielles ont un spectre d’actios kaége puisqu’elles inhibent aussi
bien la croissance des bactéries que celles desissumies et des levures. Leur activité

antimicrobienne est principalement fonction de leomposition chimique, et en particulier
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de la nature de leurs composeés volatils majeuraniéins, la composition de I'huile
essentielle d'une méme espece varie selon la $at@ih géographique, les conditions
climatiques, la période de récolte, la partie deplnte utilisée... Par conséquent, leurs
propriétés antimicrobiennes varient également.
Elles agissent en empéchant la multiplication deddries, leur sporulation et la synthése de
leurs toxines. Pour les levures, elles agisseniasitiomasse et la production des pseudos
myceélium alors qu’elles inhibent la germination dgsores, I'élongation du mycélium, la
sporulation et la production de toxines chez letsissures”
» Chaque huile essentielle possede une activité fgpéi variable selon les
microorganismes et les conditions environnementales
» Le seuil d'efficacité ou concentration minimale itvitrice (CMI) est défini comme
étant la plus faible concentration en huile capablmhiber toute croissance

bactérienné?

[1.5.2. Mode d’action contre les bactéries
Les huiles essentielles possédent plusieurs mddesoh sur les différentes souches
de bactéries, mais d'une maniere générale leuwsrast déroule en trois phases :
+ attaque de la membrane plasmique par lhuile esdent provoquant une
augmentation de la perméabilité puis la perte dastduants cellulaires.
+ acidification de I'intérieur de la cellule, bloquda production de I'énergie cellulaire
et la synthése des composants de structure.

« destruction du matériel génétique conduisant add de la bactérie.

lll. Oxydation et antioxydant

L'oxydation fait partie d'une réaction d'oxydo-rétion qui transfere des électrons
d'une substance vers un agent oxydant. Bien quéadetions d’oxydation soient nécessaires a
la vie, elles peuvent aussi produire des radicéared qui entrainent des réactions en chaine
destructrices. Les antioxydants sont capablesajgmst ces réactions en chaine en réagissant
avec les radicaux libres, annihilant ainsi leuricact Ces propriétés se retrouvent

principalement dans les familles des thiols etpfenols®
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Une déficience ou une absence de production d'eezyantioxydantes entraine un stress
oxydatif pouvant endommager ou détruire les cadlulee stress oxydatif a été mis en cause

dans la pathogénése de nombreuses maladies humaines

[1l.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre laégdion des especes réactives de
'oxygene (ERO) et la capacité du corps a les madéisér et a réparer les dommages
oxydatifs® Il correspond & une perturbation du statut axféhtracellulaire®”
La production des ERO est normale pour tous leansgies vivants et ne constitue pas en
Soi une situation de stress oxydant. Cette prooiugihysiologique est parfaitement maitrisée
par des systemes de défense contre les radicaaes [[BRO), la cellule dispose d'un systeme
de détoxification comprenant des enzymes commeupsroxydes dismutases, les catalases,
la glutathion peroxydase, la glutathion réductdsgeepetites molécules telles que la vitamine
E, la vitamine C, les caroténoides, certains paypls et les huiles essentielles.... Si tel n’est
pas le cas, que ce soit par déficit en antioxydant par suite d’'une surproduction des
radicaux, I'excés de ces radicaux est appeléesstixydants®

I11.2. Les radicaux libres

[11.2.1. Définition

Un radical libre est une molécule ou un atome aysnbu plusieurs électrons non
appariés, ce qui le rend extrémement réattif.
L’oxygéne indispensable a la vie, est un radidakliqui posséde deux électrons non appariés.
Ceci expligue sa grande réactivité. Cependant|upapt des réactions oxydatives qu’il est

susceptible de provoquer spontanément dans unisngamumain sont extrémement lentes.

Dans notre corps, la majorité des électrons exigianpaires. Les électrons appariés
sont tout a fait stables, mais sous 'action deatamhs ionisantes, de rayons UV, de métaux
de transition ou au cours de réactions enzymatjgugsa des sauts d’électrons sous I'effet
d’'une énergie incidente. Ce qui entraine une ing&aket une réactivité plus forte des
molécules.

L’ensemble des radicaux libres et de leurs précussest appelé@spéces réactives de
I'oxygéne ERO**

10
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Cette appellation n’est pas restrictive, elle ihéds radicaux libres de I'oxygene proprement
dit, mais aussi certains dérivés oxygénés réacitfs radicalaires dont la toxicité est

importante el le peroxyde d’hydrogéne(M) et le peroxynitrite (ONOQ.**

[11.2.2. Principaux radicaux libres
Les radicaux libres ne sont pas tous néfastespils méme indispensables a la vie. Mais
lorsqu'ils sont en exces, ils deviennent particatigent dangereux et provoquent I'oxydation ;

c’est "la rouille" de notre organisme.

e L’anion radical superoxyde ¢ est le produit de la réaction de la molécule de
I'oxygéne avec un électron, souvent au niveau ddéane de transfert d’électrons de
la membrane mitochondriale ou au cours de la eteleucocytes contre les bactéries
et les virus.

e Le radical hydroxyle (HQ est issu de la réaction du peroxyde d’hydrogére aes
ions métalliques. C’est I'espece chimique la pkactive et elle joue un rdle majeur
dans la peroxydation lipidique et la destructiomukatériel génétique.

e Le radical peroxyde (ROD

e Le monoxyde d'azote NOproduit par des systemes enzymatique le NO sgathest
un vasodilatateur physiologique et joue le rolentessager interneuronal (meédiation
par les neurones). Il peut avoir un réle néfaste.

» Le radical peroxynitrite (ONOQest issu de la réaction entrg’ @t NO. Tres néfaste
pour les protéines et les genes, il est impliquésdathérosclérose, les maladies
neurodégénératives, la polyarthrite rhumatoide ext maladies inflammatoires
chroniques intestinales comme la maladie de crohn.

* L’'oxygene singulet (@) est produit en présence de rayonnement UV oulgmr
leucocytes. Il est a l'origine du vieillissementtangé, de la cataracte, de la

dégénérescence musculaire liee a 'age et de mertancers de la peau.

[11.2.3. Origine des radicaux

La formation de radicaux libres dans I'organisnteceastante et est indissociable de
la vie dans une atmosphére oxydante, mais les edgEndent de facteurs extérieurs. lls sont
produits par divers mécanismes physiologiques déindétruire des bactéries au sein des
cellules phagocytaires (macrophages, polynucléaime¢pour réguler des fonctions cellulaires

létales telle que la mort cellulaire programméeampoptose. Toutefois, au contact entre

11
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'oxygene et certaines protéines du systeme deespination, une production d’anions

superoxydes se produit lors du fonctionnement didéne respiratoire mitochondriafe.

L’inflammation est par ailleurs une source impottade radicaux oxygénés produits
directement par des cellules phagocytaires activees
Des sources importantes de radicaux libres sonnixsanismes de cycles redox que produit
I'oxydation des molécules comme les quinones damgdnisme. Ce cycle redox a lieu soit
spontanément, soit surtout lors de I'oxydation de composés au niveau des cytochromes.
Les rayonnements et les particules inhalées (amiailice) sont capables de provoquer la

formation des radicaux libré&.

L’ingestion d’alcool est suivie de la formation daadicaux libres selon divers
mécanismes, c’est également le cas des antibistigueles anticancérelfkL’infection au
virus d'immunodéficience humaine (VIH) a pour eftéaccroitre la production des radicaux
libre dans I'organismé&

Certaines maladies génétiques causent une surpi@dadd=RO ou une efficacité réduite du
systéme de défense. Une surproduction d’'ERO ali&éreée lors des maladies d'Alzheimer
et de Parkinsoft!

[11.3. Les conséquences du stress oxydant

Nous rappelons que dans les systemes vivants, aéisaux libres se forment
constamment. Toutefois, lorsque la production depak capacité antioxydante de
l'organisme, ces especes radicalaires attaquelipidss, les protéines, les glucides et I'ADN,
donc endommagent lintégrité structurale et la tioncdes membranes des cellules, les

enzymes et le matériel génétidde.

Les lipides et principalement leurs acides gragipsaturés sont la cible de I'attaque
par le radical hydroxyde, c'est la réaction deopgdation lipidique. Les conséquences
seront différentes ; I'attaque des lipides circtdaaboutissant a la formation de lipoprotéines
de basse densité (LDL) oxydées qui, captées pamadesophages, fermeront dés le dépot
lipidique de la plague d'athérome des maladies icaadculaires. L’attaque des
phospholipides membranaires modifie la fluiditélaenembrane et donc le fonctionnement
de nombreux récepteurs et transporteurs et ladtamion des signauX. *°

12
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Les radicaux libres peuvent induire des effets genas ou l'arrét des réplications de
I’ADN. lls agissent en provoquant des altératidesbases, des pontages ADN-protéines ou
des ruptures de brfi.lls inhibent la sécrétion d’insulifémodifiant les structures primaires,
secondaires et tertiaires des protéities.

Par ailleurs, le glucose peut s’oxyder dans deslitions physiologiques, en présence
de traces métalliques, en libérant des cétoaldéhyd®,, OH, qui entraineront la coupure

de protéines ou leur glycation par attachemermétealdéhyde.
Ce phénoméne de glycosoxydation est trés impodiaez les diabétiques et contribue a la
fragilité de leurs parois vasculaires et de letineé

Le stress oxydant est la principale cause initteplusieurs maladies : le cancer, la
cataracté® la sclérose latérale amyotrophique, le syndromeléteesse respiratoire aigu,
I'cedéme pulmonaire, le vieillissement accélérédigbéte, la maladie d’Alzheimét,le
rhumatisme, les maladies cardiovasculaifels maladie de Parkinscf, 'inflammation
gastro-intestinale, I'ulcérd,et le vieillissement prématuré de la péau.

[11.4. les antioxydants

Les antioxydants peuvent étre définis comme destanbes capables de ralentir ou
d’inhiber I'oxydation des substrats biologiquése sont des composés qui réagissent avec les
radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs.
lIs agissent en formant des produis finis non r@aak¢ d’autres en interrompant la réaction en
chaine de peroxydation en réagissant rapidemert ameradical d’acide gras, tandis que
d’'autres antioxydants absorbent I'énergie excédentde I'oxygéne singulet pour la
transformer en chaleur. D’'une maniére généraleantioxydant peut empécher I'oxydation
d’'un substrat en s’oxydant lui-méme plus rapidemgué celui-ci. En méme temps, les
antioxydants arrétent la réaction, la plupart dops parce que leur structure est relativement
stable®
Les antioxydants sont des groupes divers de padhimiques qui peuvent étre endogénes

naturels ou synthétiques.
[11.4.1. Les antioxydants endogénes

lls peuvent se diviser en un systeme de défenseape composé d’enzymes et de

substances antioxydantes telles que :

13
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» le superoxyde dismutase (SOD) qui diminue la duléevie du radical anion
superoxyde (&).

» le glutathion peroxydase qui détruit le peroxydbydrogéne et les peroxydes
lipidiques.

» la catalase qui transforme le peroxyde d’hydrogEls®, en une simple molécule
d’eau.

» les molécules piégeurs telles que : les protéingapement thiols, I'acides urique,
ubiquinone ...etc.

Et en un systtme de défense secondaire compos&yuiiea protéolytique, des

phospholipases et des ADN endonucleases....

[11.4.2. Les antioxydants naturels

Plusieurs substances peuvent agir en tant qu'am@nis naturels ou diététiques in
vivo comme la vitamine E, la vitamine C, la vitamii\, les caroténoides, les acides
phénoliques, les dérivés de sélénium, les flavamides cestrogenes, I'albumine, l'acide
urique,... Elles peuvent stabiliser les membranedimmuant leur perméabilité et elles ont la

capacité de lier les acides gras libtes.

La vitamine E : Elle empéche les radicaux libres d'attaquer lessgga des membranes
cellulaires et d'oxyder la vitamine Alle joue un role préventif dans le développemess d
cancers et sur le vieillissementCette vitamine limite les effets néfastes du chiéles et
donc prévient de I'athéroscléroSe.

La vitamine E se trouve dans des huiles végétalasipalement I'huile de germe de blé et de
tournesol, les huiles d'olive, d'arachide, de earth, de sésame, de mais et de soja sont aussi

de bonnes sources ainsi que les céréales, les dtéigineux et les grain&s.

La vitamine C est un antioxydant puissant qui permet la régdioérade la vitamine E et du
glutathion nécessaire a I'enzyme glutathionne palase pour arréter les réactions en chaine
des radicaux libre¥. Elle est largement répandue dans les fruits emfiég frais : le citron, le
kiwi, I'orange, le pamplemousse, la mandarine, kam, la fraise, la groseille, les feuilles

vertes, le poivron rouge et vert, le chodX...

Les caroténoidegprécurseur de la vitamine A) sont des antioxydangis sont aussi
impliqués dans la vision nocturne, la croissance, différentiation cellulaire et la

reproduction ; ils empéchent les dommages géresig protegent contre les dommages
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oxydants en augmentant le métabolisme de désimatiiic Les caroténoides sont impliqués
dans la prévention de certains cancers, tels gue @e la prostate, du sein, de I'appareil
digestif et des poumon$.lls se trouvent en abondance dans les fruits/dgsmes et
également dans le lait.

Le Sélénium : Il entre dans la composition de la glutathionneopgdase. Il protege les
cellules de 'oxydation et est nécessaire pour éabolisme de l'iode. Il se trouve dans les
ceufs, les fromages, la levure alimentaire, les at&sécomplétes, les fruits oléagineux

(principalement la noix du Brésil), les graines...

Le Zinc : Il est essentiel pour la synthese de I'ADN, desémes et de l'insuline ainsi que

pour le métabolisme des acides gras polyinsatlirést nécessaire pour la reproduction, la
croissance, la maturation sexuelle, la cicatrisatgd protege contre les radicaux libres. On le
rencontre dans les germes de blé, les grainefuies oléagineux, les fromages, les haricots,

les légumes, les céréales complétes...

Les phytonutriments : Ce ne sont ni des vitamines, ni des minéraux, raaigrouvent
naturellement dans les aliments du régne vegétabnt été découverts ces dernieres années.
De nombreuses études sont faites a leur sujetseartecles scientifiques ne cessent d'étre
publiés. lls sont reconnus pour étre des antioxtgdpuissants. Ils protégent principalement
contre le cancer, les maladies cardiovasculairds eteillissement prématuré. lls réduisent
aussi la réponse inflammatoire et augmentent mésistance aux corps étrangers. Les plus
connus sont les polyphénols végétaux qui regrdup@e grande variété de composés
comprenant entre autres les flavonoides, les aydines, les tanins, les acides phénoliques
(acide férulique, acide cafféique, acide chlorogéaj acide vanillique, acide gallique...), les

catéchins et les terpénds,

Ainsi, il faut privilégier la consommation dedglmes frais, fruits mars, et plantes

aromatiques de qualité.

[11.4.3. Les antioxydants synthétiques
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Bien qu'il existe des composés antioxydants sywiheés, comme le
butylhydroxyanisol (BHA) et le butylhydroxytoluer®HT), qui sont couramment utilisés
dans les aliments, il a été rapporté que ces coéspm des effets secondaires’

IV. Travaux antérieurs sur la composition chimique, [I'étude

antimicrobienne et antioxydante de LA. herba-alba

Les études entreprises jusqu'a présent 9ur Herba alba sont plutét d’intérét
chimiotaxonomique. Elles concernent la composititas huiles essentielles obtenues par
entrainement a la vapeur, [lisolation et I'élutida de la structure des lactones
sesquitérpéniques et des flavonoides gu’elle aatpten vue d’une classification botanique.
Ces divers travaux concernent des plantes (dé)'tta Liban, de la Jordanie, de I'Espagne,
de la Palestine, de 'Egypte, de I'Algérie, de laniBie, de la Lybie et du Maroc). Nous les
présentons par ordre chronologique.

» Grimal (1904), Jeancard et Satie (1904) et Schimmel et al (1909ublient les
premiers travaux effectués sur [I'huile essemtiele I|A.herba-albad’Algérie et
d’Egypte en étudiant les propriétés physico-chiregjat la composition chimique. Le
camphéne, le cinéole, le camphre, la thujone klid sont les composés identifiés et
I'huile est caractérisée par la forte odeur ddlaane®’ ®2

» Bermudez R, Suarez Y. (1914)étudie la composition chimiques de 40 différentes
plantes d’Espagne dontA’herba-albaet confirme les constituants déja identifiés ci-
dessu®

» Roure-Bertrand. (1914-1920) voulu évaluetes propriétés physico-chimiques et la
composition de A.herba-albad’Algérie au cours du temps ; il déclare que I'éne
changement est certainement di aux conditions ttjoes et confirme la présence du
cinéole, du camphre et du mentfibl.

» Alinari Ernesto. (1922) détermine approximativement le pourcentage du &néo
contenu dans A.herba-albaoriginaire d’Algérie(6,7%) sans pouvoir confirmer la
présence du camphéne et du camphin (1924)il met en évidence la présence du
camphre et ded-thujone®®

» Maugini .(1930) étudie six différentes plantes de Cyrenaica doithErba-albaet
confirme la présence de 6,7% de cinédle.
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Callegari. (1939)signale I'effet vermifugealu principe amer de 'huile essentielle de
I’ A.herba-albade Lybie suite & une étude pharmacologitjue.

Fesneau. (1950) identifie des cétones (11%), des phénols (10&sjtemant le
furfural, le pentanol, I'acétate de pentyle, I&oie, la thujone, et les phénéls.
Cohen et al.(1971) publient les premiers résultats sur certains caapts de I'huile
essentielle de A.herba-albadu Maroc isolés et identifiés par la chromatogramn
phase gazeuse et par les technigques spectroscepitjiessence est constituée e
thujone comme constituant principal, de cinéole, de p-eye) da-terpinéol et de
fenchol’®

Sanchez et al. (1978¢tudient la séparation et l'identification des posants d'
A.herba-albad’Espagne par chromatographie. Elle contient : 32.1% d’aditjgCs,
saturés (35,2% £g et 26,5% Gy), 23.2% d’hydrocarbures,£Cs; (67,7% Go et
24,2% G;), 27,1% d'esters (acides;4 Cio, Cro) €t 16.96% d’alcane 6Czs (24,71
Cis 10,34% Gy, 32,88% G, et 22,96% &)."*

Yasef et al. (1979)ont étudié I'activité antimicrobienne des huilessentielles de
L’ A.herba-albadu Moyen Orient contre certaines bactéries a grasitif et a gram-
négatif. L'huile essentielle a été fractionnée gaguar chromatographie sur colonne
et ces fractions ont été testées pour leur actiait@ébactérienne. Le composant
principal de la fraction la plus active étant latséina alcool®

Khafadji et al. (1979)identifient a partir de la partie volatile parCBIS quatorze
constituants : p-cyméne, 1-méthyle-4-isopropenytber a-copaéne, aromadendréne,
a-guaiene, p-bisaboléne, y-cadinéne, calamlénéne, calacorene, cadaléne, n
heptadébcane, n-octadécane, n-eicosame@tcumeng?®

Benijilali et al. (1980) rapportent pour la premiere fois les résultats I'dride
qualitative par GC/MS de 48 échantillon®\dherba albaprovenant de différentes
régions du Maroc .lIs ont identifié 16 composépédarques et 3 composés céetoniques
qui représentent 60-80% de la composition total¢'ldele essentielle classés en 4
chémotypes:- thujone — camphre, camphte,thujone - thujone™*

Segal et al. (1980) ont purifie a partir de A. herba-alba et identifié par
chromatographie sur couche mince, les méthodedrafes; et la polarimétrie des
alcools monoterpéniques irréguliers artemisia dl¢é&o), santoline alcool (10%),

yomogi alcool (6%), et lyratol (129%5.
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Hurabielle et al. (1981)identifient quinze constituants : yomogi alcoolgymene,
1,8-cinéole, iso-artemisiay-thujone, B-thujone, chrysanthenone, camphre, bornéol,
terpinéne-4-ol , verbénone, thujanol, bornyl a®étacarvyl propionate et
caryophyllene époxide dans I'huile esseniell&.dérba-albaun nouveau chémotype
a été signalé 1,8-cineole-chrysanthénone-camptaela suite, en 1982, ces auteurs
caractérisent sur un autre peuplement du Maroc, autre chémotype a
chrysanthénon&

Lemberg. (1982)en effectuant des études analytiques trés poussedes mémes
échantillons du Maroc, identifie 25 nouveaux cdnostits. |l constate que la
composition de I'huile est fortement influencée [gapériode et le lieu de veégétation
de la plante et préconise pour sa cueillette lgércomprise entre juin et octobre.
Benijilali et al. (1980) en étudiant par la méme technique que précédemrdest,
échantillons récoltés de 11 régions marocaines,eaitra identifier 32 constituants et
distinguer deux nouveau chémotypes: chrysanthémgdeate et davanof®.

Villar et al (1983) identifient 25 composés dans I'huile essentiellA.ldérba-alba
d’Espagne par GC en utilisant deux colonnes deripédadifférentes Carbowax 20M
et OV-17. Les fractions des composés hydrocarbenégygénés ont été séparées sur
des plaques de gel de silice G paHEEtOAc et mis en évidence par la vanilline-
H,SO.. Les composés majoritaires sont le camphranetefpineol’

Feuerstein et al. (1986)éalisent une étude similaire pour différentes petimans du
Negev et du Sinai par GC et GC/MS ou par isolati®n composés purs. 41
constituants ont été identifiés. Le 1,8- cinéol aapjt étre le constituant majoritaire
pour 3 régions sur 5 étudiées, les 2 autres santreéé@s par le cis- chrysanthénol et
I'acétate de cis- chrysanthér??l

Benjilali et al. (1986) ont comparé le pouvoir antiseptique de différertedes
essentielles dontA. herba-albaet ont mis en évidence une activité contre ceztain
moisissureg?

Ségal et al(1987)étudient la composition de I'huile essentielléaetomposition des
lactones sesquiterpéniques des feuilles et des tlges peuplements de cette plante
dans le sud de la Palestine par GC/MS et identifikss alcools monoterpéniques
irréguliers. lls définissent ainsi 2 chémotypesgiéol - thujone - camphre et a
dérivés du pinan¥.
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Yasphe et al.(1987) étudient la composition chimique de I'hudssentielle de la
plante récoltée sur difféerentes surfaces de Paéestil4 composés a différents
chémotypes ont été identifiés, un type a cinéola mmonoterpéenes irréguliers, un type
a bornane, un aux dérivés du pinane et unca-thujone. Les huiles essentielles ont
éte testées pour déterminer leurs activités ar@haones et antispasmodiques.
Toutes les huiles présentent une activité antibectée a une concentration de 1-2
mg/mL. Toutes les huiles essentielles testées onbntd des effets
antispasmodiqués.

Feuerstein et al. (1988)dentifient plus de 30 composés dans les huilssrewlles de
différentes populations d’Armoise blanche d’Espagae GC/MS, le camphre et le
1,8- cinéol sont les plus prépondérdrits.

Mahmoud et al. (1988)ont révélé que les alcools monoterpéniquesepinéol,
linalool, artemisia alcool, santalina alcool et e@uine) sont doués d’activité anti-
microbienne. Ces mémes auteurs ont montré quet’afiti-spasmodique de I'huile
essentielle et de 100 fois a 1000 fois plus immporgae I'effet bactéricid&

El-Sayed et al. (1990pnt procédé a une étude comparative des huilesteskes
d’A.herba-alba d’Egypte. Elles sont caractérisées par un fatrgentage en
artemisia kétone identifié pour la premiére f@2-69%) et la présence de davanone,
la non présence du camphéne et/ou du sabinéndsteésyde des huiles des autres
A.herba-albaétudiées jusqu’a présenfiinsi un nouveau chémotype a artemisia
kétone est suggéfé.

Ouyahya et al. (1990) identifient a partir de I'huile essentielleAd’ herba-alba
marocaine analysée par GC/MS, 29 composés. L'hailété caractérisée par un
contenu élevé em — thujone (24%) ei-thujone (20%}?

Boutekedjiret et al. (1992)identifient 30 composeés cités déja dans la bibdipbie
dont 5 constituants nouvellement identifies lord’é@ide de la composition chimique
des huiles essentielles d’Armoise blanche d’Algguax GC/MS. L’étude de l'activité
antimicrobienne sur des micro-organismes a monire bonne activité inhibitrice,
donc un pouvoir antibactérien et anti fongiquesidérable®

Tantaoui et al (1992) Lima et al (1992, 1993, 1995)Bourrel et al (1995)
Cherchari et al (1994) ont testé I'activité antimicrobienne des huilesegsielles

d'Artemisia herba albasur certains micro-organismes pathogénes et nthrogenes
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et ont montré que cette plante possede des pré@prié@ntimicrobiennes et
antifongiques non négligeabl&e®

Vernin et al. (1994) identifient dix cis-chrysanthenyl esters parmisspide 300
composés séparés par GC/MS deHerba-albad’Algérie.”® L’objecif de Vernin et
al. (1995)était de déterminer la composition de plusiemsubations dA. herba-alba
a différents stades de développement et de les a@mpa celles décrites
précédemment, afin de savoir a quels chémotymppartiennent. Pres d'une centaine
ont été identifiés par GC/MS sur des colonnes palaires et polaires. Les huiles
sont caractérisées par un pourcentage élevé dehcar(i®-48%), de 1,8-cinéole (5-
20%), de chrysanthénone (5-22.5%)¢-thujone (1.0-26.7%), d@-thujone (1.65-
9.3%), et le camphene (1.7-7.9%). La présenceetiéede nombreux chrysanthenyles
caractérisent d'autres huiles. Les huiles apparéeh au chémotype
camphre/thujones/ chrysanthendhe.

Marrif et al. (1995) ont révélé que I'extrait A.herba-halba posséde relativement
une faible activité antibactérienne et pratiguemest ou pas d'activité inhibitrice
contre les levure¥.

Cherchari et al. (1996).L'activité antimicrobienne in vitro deAl! herba-albaAsso a
éte testée sur différents microorganismes. L’haiilaontré une action tres fodentre

le Staphylococcus, le Candida et le Microsporum. Patre I'action inhibitrice de
I'huile est faible par rapport & I'entérobactéfie.

Sallal et al. (1996)ont évalué I'activité anti-venin possible de 12rais aqueux de
plantes médicinales utilisées traditionnellement Jendanie pour l'inhibition chez
I'hnomme de venins de serpents et scorpions. Pasplantes testées, 9 extraits ont pu
inhiber l'activité hémolytique des deux venins. Attait de 1A.herba-albaa donné
100% d'inhibitior*

Vernin et al. (1998) dans le prolongement de leurs travaux antérieurd’ A.herba
alba Asso d'Algérie, ils ont comparé les résultats dedanposition chimique de
I'extrait d'éther de pétrole (non polaire) et laitbl (polaire) avec ceux de I'huile
essentielles par I'analyse GC / MS. Les constitiges plus importants de I'extrait
non polaires. sont le camphre (30%), I'1,8-cingd2,5%), le camphene (3%)a¥
thujone (4%), Ig-thujone (16%), le bornéol (3,6%) et le chrysantmen(0,32%). La
fraction lourde de cet extrait, contient des alsali@éaires (& a Gy), des alcénes

(Cas, Co4 et Gs), des acides gras saturésdGet insaturés. (fg) et I'octadécanoate.
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L’extrait d'éthanol contient une fraction cétoregsimilaire a celle constatée dans
I'extrait non polaire et dans l'huile essentielleaa fraction lourde contient des
sesquiterpenoide-lacton®s.

Benmansour et al. (1999)identifient 12 composés par GC/MS dans différente
régions de Tlemcen. Le camphre apparait étre Istitoant majoritaire dans toute les
stations étudiéés.

Salido et al. (2001) étudient la composition de I'huile de la partieicatne de
I’ A.herba-albaoriginairedu sud de I'Espagne par GC/MS. Parmi les 65 coasti
étudiés (représentant 93,6% de la composition Hail¢), 61 ont été identifiés
représentant (90,3%) de la composition totale. fuéscipaux constituants détectés
sont la davanone (18,1%), le p-cymene (13,5%)1,@cinéole (10,2%), la
chrysanthenone (6,7%), l'acétate de cis-chrysaykli®6%), l'a-terpinéne (5,5%), le
myrcene (5,1%) et le camphre (4,0%). Les échanslidhuile étudiés ne contiennent
pas de thujones, contrairement a la plupart ddeshde IA. herba albadécrites dans
la littérature®®

Hifnawy et al. (2001) ont testé l'activité antibactérienne conBacillus subtiliset
Escherichia coli et l'activité insecticide contre la mouche dontpsti Musca
domesticaL. L’huile d’A.herba- albaa montré une activité antibactérienne non
significative contre les deux espéces bactérietestées’

Benmansour et al. (2001yévélent que toutes les huilesAdierba-halbaétudiées
possédent une activité antimicrobienne et antifqpugimportant&®

Fleisher et al. (2002)montrent que la population d&l' herba-albaau Néguev et au
Sinai consiste en un nombre beaucoup plus grandhdeovariétés inégalement
réparties dans différentes stations géographiguéanmoins aucune relation claire
entre le type de plante et les conditions enviramergales n'ont pu étre établies. Une
étude systématique détaillée des huiles essestidheherba-albaa mené a cinqg
chemotypes relativement raresAleherba albaobtenus par analyse en GC et GC/MS.
Les principaux chémotypes sont: le 1,8 cinéole8%)-u-thujone (40,9%)B-thujone
(34,9%); le 1,8 cinéole (26,0%)-camphre (42,1% 18 cinéole (26,6%f)-thuyone
(44,0%); l'acétate de cis-chrysanthenyl (8,9%)atisysanthénol (30,0%); le cis-
chysanthénol (6,8%)-cis-chrysanthényl acéate (62°0%

Salido et al.(2004) étudient les huiles essentielles de seize gdaindividuelles de
I’ A.herba-albaprovenant de quatre lieux différents du sed I'Espagne par GC et
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GC/MS en combinaison avec les indices de rétentitarmi les 60 constituants
identifiés qui représentent 80.6-95.0% de I'huiéake, 33 ont été signalés pour la
premiére fois dansA. herba-albaespagnol et 17 n'ont pas été décrits dans I'deile
I’A. herba-alba Quatre groupes d'huiles essentielles ont mongé® @bmposants
uniques avec des pourcentages de pres de 30% su gdwanone, 1,8-cinéole,
chrysanthénone et cis-chrysanthénol. Deux typesile'fen outre montrent le p-
cymene et le cis-chrysanthényl acétate comme éeseéits majeurs. Ces chémotypes
ont déja été signalés dané.’'herba-albapar contrele chémotype a p-cyméne est
décrit pour la premiére fois dané!’herba-alba®

Kim et al. (2004)isolent et identifient par comparaison des propsihysiques et
des données spectroscopiques (MS, RN *C NMR and 2D NMR) & celles
d'échantillons authentiques et des données déslange composés polyphénoliques.
Il s'agit notamment de I'acide chlorogénique, 4;addle dicaffeoylquinic, isofraxidin
7-Of3-D-glucopyranoside, 4-@-D-acide  glucopyranosylcaffeic, la rutine,
schaftoside, isoschaftoside, et vicenitf2.

Dahmani-Hamzaoui et al. (2005) étudient la composition chimique de I'huile
essentielle d’A. herba-alba de la région de Djelfdenu par hydrodistillation. 104
constituants ont été identifies par GC et GC/MStdth pour la premiere dans les
huiles essentielles A'herba-alba L'essence présente des constituants majoritaires
tels que la davanone (36,1%) et deux de ses issmaresont respectivement a (0,6%)
et a (1,5%), le davana éther (8,8%) et deux désseseres qui sont respectivement a
(1,7%) et a (1,8%), le 1,8-cinéol (5,8%), le canep(l,6%), I'artedouglacia oxyde A
(1,7%), et l'artedouglacia oxyde C (1,1%). L’hudst a chémotype davanone; signalé
pour la premiére fois dans les huiles essentiallgériennes®?

Salah Sam Medhat et al.(2005) testent les extraits aqueux, de ['éthanol et de
l'acétate d'éthyled’A. herba-alba utilisés traditionnellement contre les troubles
neurologiques comme la maladie d'Alzheimer, I'§@siie et les troubles affectifs
comme la dépression pour linhibition de l'acétglofestérase et I'affinité pour le
GABA-site benzodiazépine et pour le transporteuladgrotonine. L’extrait d’acétate
d'éthyle dA.herba-albamontre une activité faible de I'acétylcholinestérdsextrait
éthanoligue a une bonne affinité pour le sitepéeur GABA-benzodiazépine par

contre aucune activité n’est signalée dans le @odagransporteur de la sérotonifie.
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» Djeridane et al. (2006)évaluent la teneur totale en flavonoides phénadique 11
plantes médicinales d'Algérie et déterminent si cemposés ont une capacité
antioxydante de propagation vers les radicauxdibre contenu phénolique total dans
I'A. herba-alba analysé a l'aide du réactif de Folin-Ciocalteass de 13,06 mg/g,
exprimée en équivalent d’acide gallique (GAE). Lentenu total en flavonoides,
détecté en utilisant 2% de chlorure daluminiunt, de 11,31mg/g en équivalent de
rutine (RE). La capacité de l'activité antioxydamtvaluée par l'ion radical 2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)BAS+) est de 11,60 mmol/g en
équivalent de Trolox. Ces résultats suggerentlgsi€omposés phénoliques dans la
plante fournissent une importante activité antiane**

» Saleh et al.(2006) révelent que le pouvoir antifongiquéAdierba albaest associé a
deux composés volatils (carvone et pipéritone) ésokt identifiés.  L'activité
antifongiqgue a été mesurée par rapporPenicillium citrinum (ATCC 10499) et
Mucora rouxii (ATCC 24905). Elle a été estimée a 5ug/mL, 2ug/mhte citrinum
Penicillium et 7ug/mL, a 1,5ug/mL contrlucora rouxii carvone et pipéritone,
respectivement®

» Hudaib et al. (2006) étudient la composition de I'huile essentiefdrbdistillée a
partir des parties aériennes dA.lherba-albaAsso de Jordanie par GC et GC/MS.
Quarante constituants correspondant a 95,3% dé&eltwt été identifiés, dont (39,3%
de I'huile) en monoterpenes oxygénés, avec (24¢€ia)- thujone ef3-thujone. Les
autres principaux éléments identifiés sont: le dard alcool (13,0%), I'artemisia
kétone (12,4%), le trans-sabinyl acétate (5,4%),Dlgermacrene (4,6%), o
eudesmol (4,2%) et 'acétate de caryophyliéne (5:7%

» Dob et al. (2006)¢valuent la composition chimique de 'huile esidiet obtenue par
hydrodistillation. & partir des parties aérienned’A. herba-albaAsso de la région de
M'sila (Algérie) par GC et GC / MS Soixante-huitngmoses s'élevant a 94,7% de
I'huile ont été identifiés. Le camphre (19,4%), ttans-pinocarvéol (16,9%), le
chrysanthénone (15,8%) etahujone (15%) sont les principaux constitudffs.

» Soliman et al. (2007})estent I'effet insecticidedes huiles essentielles d’Egypte contre
trois organismes nuisibles le Bemisia tabaci (Gdius, I’Aphis gossypii (Glover) et
le Thrips tabaci (Lindman). Les résultats ont mémjue la CL50 est de 0,042% pour
les ceufs et 0,074% pour les stades immatures b &ci. Aussi, I'huile a une toxicité
élevée sur A. gossypii avec une CL50 de 0,023%.tabBaci a été sensible (CL50
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0,038 %). Ces huiles ont été efficaces pour castiék insectes testés sur des plantes
de concombre a effet de serre. Ce traitement a2d@b197% de destructions dans la
population deB. tabacj 90,44% pourAphis gossypiiet 87,26% pourtabaci T
L’analyse de I'huile essentielle A’ herba-albarévéle la présence d'hydrocarbures
terpéniques, de terpénes oxygénés, d’hydrocarbwesquiterpéniques et de
sesquiterpenes oxygeneés représentés respectiveareh6,38%, 21,61%, 21,53% et
19,32% de la teneur en hutf®.

Giordani et al. (2008) étudient la composition de I'huile essentiell@d tierba alba
d’Algérie et son activité antifongique contre Crladalbicans. 19 composés ont été
identifiés. Les composés prédominants sont le caengB1,95%) ; le safranal
(24,75%) et la- thujone (10,21%) ainsi un nouveau chémotype éstem évidence ;
c’est le camphre-safranal. La concentration mingnalhibitrice (CMI) déterminée par
la méthode de dilution est de 5,GiEmL.%°

Haouari et al. (2009) déterminent la composition chimique de 18 échamisl
d’A.herba-albadu sud de la Tunisie obtenus par hydrodistillatié® constituants sont
identifiés par GC et GC/MS pour la premiere fomnsl les huiles essentielles
d’armoise blanche de Tunisie qui représente 93¢&2d’huile totale. Les huiles
contiennent 10 composants avec des pourcentages gMvés que 10%. Les
principaux composants sont le cinéole, les thujol@eshrysanthénone, le camphre, le
bornéol, le chrysanthényl acétate, le sabinyl aegt&ther davanique et la davanone.
Les monoterpenes prédominent dans douze échastjlldes sesquiterpenes sont
majeurs dont trois des 18 échantillons et les tleiwiers échantillons ont a peu prés
le méme pourcentage de monoterpénes et sesquisriees compositions chimiques
ont révélé que dix échantillons ont des compositiemilaires a celles des autres
huiles essentielles A. herba-albaanalysées dans d'autres pays. Les huit autres
échantillons avaient un chémotype pour la premitois (thujone-acétate de

110

sabinyl)
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Toutes les études publiées sur l'analyse des hulesentielles, ont souligné
I'importance de I'échantillonnage et du mode d’egtion sur la qualité de I'essence. En effet,
celle-ci reste dépendante de nombreux facteurgjtedd’origine de la plante, sa maturité, la
nature du sol, la situation géographique, I'endleleient, la pluviométrie. ! 3 2°
Les huiles essentielles dé\l’herba-albaont déja fait I'objet de recherches dans diversspay
du bassin méditerranéen et en Algérie. Il en réssame grande variabilité dans la
composition chimiqué? 13 26.61-110
Les échantillons d’Armoises blanches étudiés soiginaires des hauts plateaux et du sud
Algériens : Batna, Bordj Bou Arreridj, Bordj Ghédit Drad Ech Chih (voisins de Bordj Bou

Arreridj), Djelfa, Boussadda, Roumana et Medjédets de Boussaéda), M'Sila, Ghardaia et

Lt e S

- ®
BouraB.B Arreridj
.

Laghouat.

Boussaada

.
Djelfa
]
Laghouat

.
Ghardaia

Régions d’échantillonnages

Les hauts plateaux et I'Atlas saharien s’étendentdiagonale depuis la frontiere
marocaine jusqu'au Nord-Est de I'Algérie. Ces semppont délimitées au Sud par une
barriere montagneuse (I'Atlas saharien). D’OuesiEsh se succedent les monts des Ouled
Nail (Djelfa, M’sila et Boussaéda) et des Aurest(a qui culminent a plus de 2 300 m. Au
pied de ces montagnes se trouve un chapelet d'gasisnarquent le seuil du Sahara :
Laghouat et Ghardaia, plus au Sud, dans la valiéé'zab.

Le climat est de type méditerranéen sur toutedade nord qui englobe le littoral et I'Atlas

tellien (étés chauds et secs, hivers humides &),freemi-aride sur les hauts plateaux au
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centre du pays, et désertique des que I'on fratelihaine de I'Atlas saharien. Les écarts de
température dans une méme journée peuvent étreléomdes, c’est le cas dans le Sahara ou
le mercure peut osciller d’'un extréme a l'autrd’egpace de quelques heures seulement (au-
dela de 40°C le jour, au-dessous de 5°C la nuit).

Situation géographique et climatiques des régi¢éshdntillonnagel’A. herba-albagtudiees

Réaion Position Climat Température Pluviométrie  Altitude
9 Janvier/Juillet (mm/an) (m)
B.B Arrerid]
Draa Ech < R
Chih a 13km 240Km alest Etetreschaudet 004500 300700 302 - 1885
. 4 d’Alger hiver tres froid
Bordj Ghédir
a 25km
. Eté trés chaud et
Djelfta 290 k'm au sec, hiver froid et  -4°C/35°C 308 1140
sud d'Alger :
rigoureux
e Semi-saharien
Mrsila 248kmau e cpaudet  -4°CI35°C i 470
sud d'Alger . )
hiver froid et sec
. 600 km au Eté torride et hiver 9,2°C/36,3-
Ghardaia sud d'Alger froid 47°C 13-68 500
425 km au Semi-aride
Batna sud-est été chaud et sec  -4°C /35°C 210 980
d’Alger hiver froid glacial
Boussaada
Roumana a s
10km 245k,m au _ete ch_aud et -4°C/35°C i 461
. Sud d’Alger  hiver froid et sec
Medjedel
45km
400 km au  Eté chaud torride o I 1Mo
Laghouat sud d'Alger et hiver froid 2C* /40°C 107 750

|. Résultats et discussion

1.1. Détermination de la durée d’extraction par hydodistillation

Pour déterminer la durée d’extraction maximale deides essentielles, nous avons

procédé a I'extraction par hydrodistillation deuile essentielle des échantillongAdherba-

alba d’'un méme lot, en utilisant pour chacun des essassdurées de 5 min a 5 h (voir les

détails dans la partie expérimentale de ce chapifia, Ellb).

Les résultats montrent que le rendement en hugengiglle est maximal

pour une

durée d’extraction voisine de 2 heures. Cette dezmssure certainement le meilleur contact
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entre la vapeur et la matiere végétale (tableauEh).effet, au-dela de cette durée, le
rendement de I'huile essentielle devient négligedifure 1).

La plus grande quantité d’huile est récupérée duesncing premiéres minutes pour
les huiles de Roumana (0,128%) et de M'sila (0,218%s elle diminue progressivement.
Par contre pour I'huile de Djelfa la plus grandeamfité (0,102%) est obtenue aprés dix
minutes. L’huile de M’sila, contrairement aux agtessences présente un palier entre 5 min

et 10 min, elle varie ensuite de la méme maniaeeles autres huiles essentielles (figure 1).

Tableau 1.Variation du rendemenen fonction du temps

Temps Roumana Djelfa Medjedel

(min) R% R % R% R % R% R %
différentiel cumulé différentiel cumulé différentiel cumulé
5 0,128 0,128 0,091 0,091 0,218 0,218
10 0,020 0,148 0,102 0,193 0,076 0,294
15 0,008 0,156 0,032 0,225 0,077 0,371
20 0,005 0,161 0,029 0,254 0,030 0,392
30 0,010 0,171 0,026 0,280 0,021 0,401
45 0,004 0,175 0,022 0,302 0,019 0,422
60 0,001 0,176 0,007 0,309 0,011 0,441
90 0,001 0,177 0,004 0,313 0,004 0,452
120 0,001 0,178 0,002 0,315 0,001 0,453
150 0,001 0,179 0,001 0,316 0,001 0,454
180 0,000 0,179 0,001 0,318 0,000 0,454
210 0,000 0,179 0,000 0,318 0,000 0,454
250 0,000 0,179 0,000 0,318 0,000 0,454

* R% = m/m, x100 ; m: masse de I'essence extraite ;:masse initiale du végétal sec

@ Djelfa
B Roumana
@ M'sila
0.25+
< 0.2 7]
i‘:{ 0.15
5 o4l Dﬂﬂﬂﬂﬂgnnn
E 0.05. [ () Yesj Yo @7 Rourmana
o Ao o @/ ocrkm
| 45

60 90 120 150 180

Temps (min)

Figure 1. Variation du rendement d’huile essentielle au salur temps
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[.2. Détermination des conditions d’extraction parmicro-onde

Dans le but de déterminer les conditions optimalafextraction des huiles
essentielles, nous avons procédé a I'extractiorédeantillons dA.herba-albad’un méme lot
par micro-ondes (Ella et Elic), en utilisant poliacun des puissances de chauffe allant de
250W a 1000w.

Le rendement d’extraction de I'huile essentielleup@hacune des puissances est
obtenu pour une charge végétale de 1009 (tabledwe&}rois premieres puissances imposent
un temps d’extraction relativement long supérie@0@nin, ce qui peut engendrer la formation
d'artéfacts et favoriser les réactions hydrolytistté **°
Pour une puissance de 1000W le temps d’extracsbnpéus faible avec un rendement plus
important (0,48%), mais le processus d’extractiemieht plus difficile a contréler vu la forte
énergie mise en ceuvre (tableau 2).

La puissance fixée a 1000W, nous avons procétiaaction de I'huile essentielle
des échantillons &. herba-albaen utilisant des essais de durées de 2 a 30mim,gouvoir

déterminer le temps optimal d’extraction.

Tableau.2 Variation du rendement d’extraction et la puissasheehauffe.

Puissance 250 450 600 850 1000
Rendement (%) 0,08 0,13 0,24 0,32 0,48

Les résultats montrent que le rendement en hugengiglle est maximal pour une
durée d’extraction voisine de 15min, au-dela detecelurée, le rendement de [I'huile

essentielle devient négligeable (figure 2 et 3).

0.06

0.05 A

0.04 -

0.03 +

0.02 -

Rendement (%)

0.01 -

0 ‘ ‘ 4
0 5 10 15 20 25 30 35

[ ]
[ ]

Temps (min)

Figure 2. Variation du rendement différentiel en fonctiontdmps pour la micro-ondes
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0.12

0.1 4

0.08 +

0.06 -

0.04 -

Rendement (%)

0.02

0 5 10 15 20 25 30 35
Temps (min)

Figure 3. Variation du rendement cumulé en fonction du tepuag la micro-ondes

La variation du rendement au cours du temps (reedsdifférentiel) (figure 1 et 2)
fourni des informations concernant non seulemlentinétique du processus, mais encore la
composition de 'huile essentielle.

Un maximum situé au début indique la présence andgr proportion dans I'huile essentielle
de produits légers tels que les hydrocarburesegpés hydrocarbonées et oxygeneés tels que
la thujone, le camphre et la chrysanthénone, ajaisn maximum vers la fin suggere la
présence des sesquiterpenes tels que la davanerug) il permet de déterminer la fin du

processus. Cette derniére coincide avec le pamntg$) pour lequel la courbe tend vers I'axe
des abscisses® 1’

[.3. Détermination du rendement selon la période @récolte

Pour la variation du rendement de la station denfRma en fonction de la période de
la cueillette, (figure 4) le rendement est plus am@nt pour le mois de Juin, pour les deux
méthodes d’extractions. L’hydrodistillation semid¢re le meilleur procédé d’extraction
sachant que, son rendement varie entre (0,13%34%), contre (0,08% et 0,15%) pour la
micro onde (tableau 3).

Tableau 3. Rendements d’extractionAftémisia herba alba

Stations Roumana
Mars Avril Mai Juin
HD 0,13 0,14 0,20 0,34
MO 0,08 0,10 0,15 0,15

HD: hydrodistillation; MD: Micro-ondes distillain
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Le rendement d’huile essentielle extrait par mianole pour la période de Mai et de Juin est
identique.

0.35+
0.3
0.25+

P
02

0.15+

Rendement (%)

0.1

0.05+

Mars Avril Mai Juin

Période

Figure 4. Variation du rendement en huile essentielle entfon de la période de récolte.

|.4. Les rendements d’extractions

Rappelons que les rendements d’extractions destéllons étudiés sont calculés

par rapport a la masse de la matiere seche. ltgassemblés dans le tableau 4.

0 m m: masse de 'huile extraite
R% =—x100 m: masse initiale du végétal

m,

Tableau 4. Rendements (%) des essenced Aleherba-albaextraites au mois de Juin par
HD et MD

Extraits D D’ LG BA BG BB DC BO R M G MS
HD 1,00 0,42 0,62 050 0,50 0,46 0,31 0,60 0,34 0,62 0,62 0,34
MD 0,55 0,20 0,35 0,15 0,31 0,20 0,15 - 0,15 0,36 0,50 0,17

HD: hydrodistillation; MD: Micro-ondes distillain

D: Djelfa; D’: Djelfa; LG: Laghouat; BA: Batna; BGBordj Ghédir; BB: Bordj Bou Arreridj; DC: @& Ech
Chih ;BO: Bousséada ; R: Roumana ; M: Medjebel GBardaia et MS: M’sila

Au vu de ces résultats, il apparait que les rendé&smdes huiles essentielles obtenus
par hydrodistillation sont compris dans I'interea]D.3-1.6%]"® cités dans la bibliographie et

avec ceux reportés par d'autres auteurs [0,15-1],92% des especes d’autres régions et
d’autres pays (tableau 5)
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Les essences obtenues par micro-ondes présememneddements beaucoup plus faibles
comparés a ceux obtenus par hydrodistillation (f€igb). Les rendements sont de [0,15-

0,55%] pour la micro-onde contre [0,31-1,00%] pldwydrodistillation.

Tableau 5. Rendements rapportés dans la littérature et obfggnuisydrodistillation

Origines Algérie Egypte Espagne Jordanie Tunis | Maroc
Références | [61] [65] [66] [67] [107]| [62] | [69] [71] [100]| [106] |[110]| [118]
Rendements 0,15- 0,68-| 0,3-

0,3 0,29 0,64 0,29 1,02| 1,6 0,23 0,41 1,3
(%) 0,3 1,93 | 1,6

Rendement (%)

)

Regions

Figure 5. Rendements (%) des huiles essentiellesAlenkerba-albaextraites par HD et MD

I.5. Les indices physiques

Les indices physiques (densitg°, indice de réfractiomp*°et pouvoir rotatoirep®)
de nos huiles essentielles déterminés selon lema®wAFNOR? sont rassemblés dans le
tableau 6. Le pouvoir rotatoire a été calculé &25°

Tableau 6. Indices physiques

Extraits D D’ LG BA BG BB DC BO R M G MS

nDZO 1,479 1,478 1,471 1,478 1,476 1,471 1,475 1,478 1,472 1,474 1,476 1,475
a2 + + + + + R
D

40,454 41,021 36,254 22,312 39,524 21,307 19,342 15,324 17,613 21,307 12,354 7,500
o 0,921 0,922 0,933 0,923 0,922 0,942 0,918 0,919 0,918 0,921 0,949 0,920
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Les indices physiques des huiles essentielles ldetep provenant des onze régions
montrent des différences, notamment peefk
Leur densité varie entre 0,918 et 0,949. lls sompris dans la norme 0.900 a 1.000 (Afnor)
19. 113 3insi que celle rapportée par la littérature @abl6). Les huiles essentielles sont donc
de composition chimique complexe (mélange de cagbtarpéniques, d'alcools, d’aldéhydes,

de cétones et d’esters), leurs indices de réfrastmt relativement proches.

Nos valeurs d’indice de réfraction sont pratiqueimidentiques a celles trouvées pour les
huiles essentielles Aherba-alba d’Algérie rapportées par la bibliographie ; ellesnts
comprises entre [1,4555-1,4788] (Afnd)13

Le pouvoir rotatoire des 7 échantillons des 11amgisont |évogyres et les 5 autres huiles
essentielles sont dextrogyres.

Ces résultats peuvent étre comparés a ceux détesgmper la littérature lors de I'étude de
quelques peuplements d’Armoise blanche d’Algérie, Maroc, d’Espagne et d’Egypte
(tableau 7), on remarque une similitude dans lésuys trouvées pour le pouvoir rotatoire qui
varie entre + 41 et — 9,5 pour I'huile essergielli Maro€® contre + 41 & — 7,5 pour celle des
hauts plateaux d’Algérie. Ces mémes auteurs saiigle peu de renseignements que I'on

peut tirer de I'observation de ces indices.

En comparant nos résultats a ceux trouvés pouhudss essentielles lors de I'étude de
I'’Armoise blanche d’Algérie. Les valeurs sont coisprentre [+2,6 et -15 3} ©3 %% gt

varient de [- 18 & — 4%f pour celles de I'ouest d’Algérie

Tableau 7. Indices physiques rapportés dans la littérature

Origines Références o~ ap? O™
Maroc [26] 1,4562-1,4692 (-9,5) — (+41,0) -
[61] 1,47274 -15,30 0,9456
[63] - +2,6 0,9432
Algérie [64] - -13,24 0,9534
[65] 1,4676 -12,2 0,9288
[66] 1,4653 +3,88 0,9257
[119] 1,4719-1,4796 (-18) — (-41) -
Egypte [62] 1,45611 -5,20 0,9192
Espagne [69] 1,4720 +12 0,9460
Afnor [113] 1,4555-1,4788 - 0,900-1,000
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ll. Partie expérimentale

[I.1. Materiel botanique (Ella)

Les parties aériennes de I'armoise blanche ontgémtées en Juin de I'année 2005 et
2006 dans onze régions différentes du pays : BBodj Arreridj, Bordj Ghdir, Dra& Chih,
Batna, M’sila, Djelfa, Boussaada, Roumana, Medjddeghouat et Ghardaia.
L’authentification des échantillonsAl’ herba-albaa été réalisée au Laboratoire de Biologie

végétale de la Faculté des Sciences Biologiquét/dversité Houari Boumediene.

[1.2. Préparation des échantillons et extraction (Hb)

Dans le souci de respecter au mieux les recommandatdes normes et des
utilisateurs'*® 3les 23 échantillons fraichement cueillis sont @éEment séchés a l'air
libre et a I'abri de la lumiére de 3 a 6 jours.teeps de passage a I'extraction doit étre le
plus bref possible. Avant I'extraction, la matiarégétale (tige+feuilles) est préalablement
coupée en petit batonnets d’environ 1cm de long.charge de chaque extraction est
d’environ 100g. Les huiles essentielles sont adottsaites par hydrodisillation et par micro-
onde.

A la fin de chaque extraction, I'échantillon d’heiiessentielle obtenue par décantation, est
récupéré, séché sur du sulfate de sodium anhydig,cpnservé a l'abri de la lumiére et a

basse température pour éviter toute dégradation.

[1.3. Extraction par hydrodistillation (Ellc)

L’huile essentielle dA.herba-albaest obtenue par hydrodistillation a I'aide d’'un
appareil de Clevenger modifté” (figure 6). La durée de chaque extraction a éefia deux
heures. Les essences obtenues sont fluides, deucgaline pale et dégagent une forte odeur

fraiche et agréable

[1.4. Extraction par micro-ondes (Elld)

L’extraction par micro-ondes a été effectuée a gioms atmosphérique par un
dispositif reliant un four micro-ondes a un exteartClevenger identique a celui utilisé pour
I’hydrodistillation (figure 7).

La matiére végétale est humectée avec 30 a 50 rehuddistillée pour permettre le
réchauffement interne au sein des particul&sla puissance utilisée étant de 1000W et la
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durée d’extraction est fixée a 15min. Les huilsseatielles sont isolées par décantation et

stockées a basse température.

Réfrigérant

Calotte

chauffante Matiere végétale + eau

Figure 6 : Appareil de Clevenger modifié

Refrigéerant
Clevenger,
Four micro-ondes
Matiere végetale |
+eau . )

Figure 7 : Appareil de micro-ondes
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[1l. Conclusion

Dans ce chapitre, les indices physiques ont séambiodd a caractériser nos essences ;
par ailleurs, nous avons souligné I'importance 'dehlantillonnage et du mode d’extraction
sur la qualité des essences.

Le temps optimal de 2 heures d’hydrodistillatioruait engendrer la production d’artéfacts

dans les huiles essentielles contrairement auxibhbtes exigées dans la MD. Cependant les
rendements en HD sont supérieurs a ceux obtenMetians notre cas.

La question qui se pose également est la suivaqielte est la qualité de I'essence extraite
par MD par rapport a celle obtenus par HD ? Nossiesons de répondre a cette question

dans le chapitre suivant.
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|. Introduction

La connaissance de la composition chimique destitaausts des huiles essentielles
est un critere de qualité trés recherché par iésatéurs, dans les domaines aussi vastes que
la chimiotaxonomie, I'entomologie, la parfumeries Iproduits de cosmétiques etc. Les huiles
essentielles sont des meélanges trés complexesdagefonctions organiques diverses, pour
cela la GC est I'une des techniques d’analyseplies utilisées aussi bien au laboratoire que

dans l'industrie pour I'analyse qualitative et gtitative.

La séparation est basée sur les différences ddiaierf de partage des produits a
séparer entre un gaz constituant la phase mohile kEquide constituant la phase stationnaire,
déposée sur un granulé poreux ou sur les pardis dalonne, qui est I'élément essentiel de
tout systéme chromatographique. Le temps de rétermte chaque composé, dépend entre
autres de la nature du constituant, de la naturéadghase stationnaire (composition et
épaisseur du film), de la vitesse du gaz vectede éa température de la colonne.

Le développement des colonnes capillaires constitug@rogrés réel et a ouvert de
nouvelles perspectives a la chromatographie gaz@réee a ses progres, cette technique est
devenue une méthode d’analyse de haute résolutiest donc possible d’analyser chaque

huile essentielle de facon trés poussée et daglisti entre des essences d’origines diverses.

bY

L'indice de rétention contribue notablement a litécation et joue un rble
déterminant dans les cas ou les constituants petgeties spectres de masse pratiquement
identiques. Il a été introduit par Kovats en 198 s des conditions isothermes, puis adapé
par Van Den Dool et KratZ'*pour la programmation de température ; il esétsas le fait
qgue la température de rétention et le temps detrétevarient linéairement avec le nombre

de carbone dans une série homologue.

1(%)=L00z+100n: t(x)-t:(2)

(z+n)-t:(2)

tr(X) : Temps de rétention du soluté (x) étudié.
tr(z) : Temps de rétention de I'alcane a (z) atomeatbone qui précede (x).
tr(z+n): Temps de rétention de I'alcane (z+n) atomearbone qui suit (x).

n : différence du nombre d’atome de carbone easedicanes (n=1 généralement)
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L’association de la chromatographie en phase gazemgplée a la spectrométrie de
masse constitue une technique analytique de chems didentification puisqu’elle permet
I'étude structurale en se basant sur la naturéabbhdance relative des entités chargées
correspondantes et donnée par la spectrométrieadsem
Cette technique consiste a ioniser par bombardeéiecitronique, les molécules éluées de la
colonne capillaire du chromatographe en phase gazelans I'enceinte sous vide du
spectrometre de masse. Les identifications sedorgénéral par comparaison des différents
pics expérimentaux avec les spectres de masseéférenced?*?® 'outil informatique

permet d’écourter le temps de traitement et dadilides banques de spectres.

Dans cette partie, nous nous sommes intéresséetidd’ qualitative et semi-
quantitative par la chromatographie en phase gaz@s€) et la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC3MSYles colonnes capillaires des
constituants existants dans les huiles essentidlifesherba albades différentes régions

citées obtenus par hydrodistillation et par micnoles.

[l. Résultats et discussion

L’analyse qualitative et semi-quantitative des mees extraites par hydrodistillation
et par micro-ondes (Ellc et Elld) a été effectuae @C sur deux phases stationnaires de
polarités difféerentes HP5MS (Polyméthyle siloxaB@m x 0,25mm x 0,35m) et HPWAX.
(Polyéthyléne glycol, 60m x 0,32mm x O,2B) L’identification a été réalisée grace au
couplage GC/MS en impact électronique (IE), surxdealonnes de polarités différentes par
comparaison avec les spectres de masse déja @&den>® et & ceux de la banque de
spectres (Nist et Wiley 07). L'injection des nales, sous les mémes conditions opératoires
nous a permis de calculer les indices de réterdmnous les pics (voir les détails dans la

partie expérimentale de ce chapitre : Ellla etlglll

Les composés identifies dans les 23 essences,ifelices de rétention ainsi que leurs
teneurs relatives sont reportés dans le tableaBo8r la détermination quantitative des
constituants, nous avons admis que le détectenmigation de flamme réagissait de maniére
identique a tous les composés et que leurs camifieide réponse étaient tous égaux a l'unité.
Des exemples de chromatogramme figures 8 et 9 repnésentés ci-dessous et les autres

chromatogrammes sont illustrés en annexe 1.
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Tableau 8.Composition chimique des huiles essentiellés Herba-albaobtenus par hydrodistillation

Clapitie

. Bord,. BB. Drad Ech A . . .
Composés Rl RI2 Djelfa Laghouat Batna Ghédir Arrérridi Chih Boussdada| Roumana Medjedel Ghardaia M'sila
D1 D2 D1 D2 | LGl LG2 | BA1 BA2| BG1 BG2| BB1 BB2| DCl1 [&2 BO1 R1 R2 ML M2| G1 G2| MS1 MS2

santalina trien&"’ 899 1028 tr tr 0,5 0,4 tr 0,4 0,1 - 0,3 0,1 tr ir r t tr 0,4 0,4 tr 0,9 0,8 0,1 0,1 tr tr
tetra  hydrofuran (2,57 908 03 01 02 o013 O05 oO7 O01 01 05 Q3 - - - - - - - - - - - - -
diéthenyl -2-méthyf9
tricycleng -on 917 1007, tr tr tr tr r 01/ 01 0,1 tr rf 03 0/102 01 0,3 01 tr| 02 02 02 02 01 t
artémisia trien®® 919 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 02 01 - -
o-thujenéd-egn 920 1027 tr tr tr tr tr 0,1 tr tr tr tr 0,1 tr 0,2 0,3 tr 01 tr tr tr - - tr tr
o-pinénéPedefani 927 1022| tr tr 02 02 tr 01 08 05 02 01 1,205 ]| 03 0,2 1,1 08 02 05 05 02 01 03 A,
éthyl tiglaté 936 1224| tr tr tr tr - tr 02 tr 0,1 tr - - - - - - - - - - -
camphéngPcdefohi 941 1061 01 01 09 10 01 14 06 143 09 051 414 12 1,0 4,2 27 16 50 45 28 26 21 0
thuja-2,4(10)-diéne 948 1120 - - - - - - - - - - - - 0,1 0.1 tr tr tf rt tr tr tr tr tr
verbénén®& 949 - - - - - - tr tr - - 0,2 0,1 - - - - - - - trtr - -
isopropyl tiglaté tr tr tr - tr tr tr tr tr tr - - - - - - - - - - - - -
5,5-diméthyl-2(5H)- 1559 01 02 02 02 02 08 tr 05 03 - - - - - - - - - - - - -
furanond’ .
sabinén@g®defoni 966 1116/ tr r 01 tr r 01 02 08 tr t 06 0208 06 0,7 22 06 04 04 03 02 07 0
B-pinénéPcdetan 969 1100/ tr tr 02 03 tr 01 01 o041 tr t 02 10, 01 01 0,1 03 01 06 05 01 01 01 I
1-octéne -3-@I" 971 1431 tr tr tr tr| 01 01 tr tr 0,1 trf 01 OfL tr tr tr 01 tr tr r | 03 02 01 01
1,6-diméthylhepta-1,3,5 974 1218 - - - - - - - - - - 0,5 0,3 0,2 0,2 0,2 30, 0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,3 0,2
triene
octane-3-or&" 978 1241 tr tr tr tr tr 0,1 tr - tr tr - - - - - - - - - - - - -
myrcénéPdohi 982 1160, 16 04 16 10 20 34 05 15 1,1 1,0r ttr tr - tr 01 01| tr tr - - tr tr
1,3,5- triméthylbenzefd 986 1253 - - - - - tr tr - - tr tr tr tr tr tr tr| tr tr - - tr tr
yomogi alcogt?® 9! 988 1331 - - - - - - - - - 02 02 05 06 tr - 01 01| 41 25 o041 tr
a-phellondréngdton 994  1163| tr tr - - - - tr tr - - tr tr tr tr 0,1 trtr tr tr - - tr tr
o-isopropenyl toluéne 1009 1261 - - - - - 0,1 tr - - 0,1 0,1 tr t tr tr tr tr tr - - tr tr
a-terpinén@cdfoni 1011 1179 tr tr 01 01 tr 01 01 tn 01 01 tr rotr tr 0,1 02 01| tr r{ 01 0,1 tr tr
allyl tiglate 1012 - - - - - - - - - - 01 tr| 02 01 - - - - - - -
Propanoique acid-2méthy|, 1013 1196 tr tr tr tr tr - 0,1 tr tr tr 0,1 0,1 0,2 0,1 - 0,2 0,1 0,1 tr - - 0,1 tr
2 méthyl butyl ester
1,2,3-triméthyl benzefd 1015 1315 - - - - - tr tr - - tr tr tr tr tr tr rt - 0,1 - - tr tr




Clapitie I

Composés Rl RI2 Djelfa Laghouat Batna |(33cr)1|;j(j|1r Arrgﬁi- di Draa Chih | Boussdada| Roumana Medjedel Ghardaia M’

DI D2 D1 D2 |LGl LG2|BAl BA2 | BG1 BG2|BB1 BB2|DCl1 DC2 BO1 Rl R2 | M1 M2 | Gl G2 |MS1 MS2
p-cymeén@Pcdetan 1019 1256| tr tr r 01 o1 03 04 OB 07 05 075]| 1,8 15 0,9 02 03 01 o0f 10 09 03 ¢
limonénde" 1021 1196 - - - - - - - - - - - - - - tr tr tr tr| - - tr -
B-phellondrén@d" 1023 1205/ tr tr tr tr tr Tr tr tr tr tr - tr 02 D 0,1 tr tr tr tr - - tr tr
1.8-cinéol@Pcdefan 1028 1204 03 09 48 51 02 15 11 25 72 539 29| 14 1.2 8,5 65 64 134 124 52 85 33,6
santalina alcodf" 1036 - tr 01 - - tr 0,1 tr - 04 0,3 tr tr - - 10, tr tr | 01 01| 43 30 tr 0,1
B-isophoron@ 1039 - - - - - tr 0,1 - - - - - - - - - - - - - - -
B-ociménd™" 1041 1214 - - - - - - - - - - - - - tr - - tr tr - - tr tr
lavender lactorfe 1042 1124 tr 0,1 tr 0,1 tr 0,2 tr 0,1 0,1 0/1 - - - - - - - - - - - -
cis-arbusculorfé" 1049 o1 tr 02 01 01 03 01 02 04 03 - - - - - - - - - -
bergamal 1051 - - - - - - 0,1 0,1 - - tr t tr t - tr tr 0,1 tr tr tr tr tr
trans-décahydro naphtalene 1053 - - - - tr tr - - tr tr tr - - tr tr tr tr 0,1 tr tr tr
y-terpinén@&cdefoni 1055 1238 01 01 03 03 tr 0,1 tr t 03 01 0201]| 05 03 0,7 04 02 04 04 02 01 01
artémisia kétorle 1059 - - - - - 0,1 tr - - - - - - - - - - - 02 0| - -
lavender lactone iso 1062 1243 tr tr - tr t tr tr tr - - - - - - - - - - - - -
cis-sabinéne hydrété 1066 1469 tr 0,2 0,5 0,6 0,1 0,5 - - tr tr r - - tr 0,7 0,2 1,1 1,1 0,1 0,2 tr tr
trans-arbusculoriég” 1068 01 01 02 02 tr tr| 36 - 09 06 - - - - - - - - - - -
cis-butanoique - acid-3- ;57 - - - - - - - -] - -] 02 02 02 o1 - 02 02- - |01 - | - -
hexenyl estér
artémisia alcodI®"9" 1081 1481 tr 03 tr 02 tr tr - 03 02 02 02 10, 02 02 tr tr r| 1,1 1,1 51 36 - -
terpinolénd®a-teni 1087 1277 tr tr tr tr tr 01 - - tr tr - - 0,1 tr tr 01 01| tr tr| 01 tr| 07 08
artémisia alcool iso 1089 - - - - - - - - - - - 4 - - - 0,1 04 tr tr - - 0,1 0,2
trans-sabinéne hydréte 1095 1450, 0,1 0,1 0,2 0,2 0,1 0,3 tr tr 0,4 qQ, tr - - - tr - - tr tr tr tr - tr
linalooP%9 1099 1469 16 01 0,2 1,1 1,1 tr t 05 04 - - - - tr - - - - tr - -
filifolone®" 1103 1423 tr tr tr tr - tr 1,0 1,1 tr Tr tr tr] tr tr 0,1 tr tr tr tr - - tr tr
o-thujonéPefoni 1105 14090 0,9 05 08 05 - - 0,1 t 07 04 1586 | 351 31,2 12,0 271 23]7 10 10 125 17,7 2683
B-thujong-Pefoni 1116 1422 0,2 tr 0,2 tr - - 04 08 06 02 516397 83 9,2 97 82 21 19 55 99 39 3
isophoron@ 1120 - - - - tr tr - - - - 0,3 0,1 - - - tr trf , 0,3 0,1 -
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Clapitie I

Composés Rl RI2 Djelfa Laghouat Batna |(33cr)1|;j(j|1r Arrgﬁi- di Draa Chih | Boussdada| Roumana Medjedel Ghardaia M’
D1 D2 D'l D2 | LG1 LG2 | BA1l BA2 | BG1 BG2 | BBl BB2 | DC1 DC2 BO1 R1 R2 | M1 M2 | G1 G2 | MS1 MS2
cis-p-menth-2-en-16£1 1124 01 tr 0,2 tr| 01 0,2 - - 03 02 - - - - - - - - -
cis-pinéne hydrafé 1125 tr tr tr tr tr tr - - tr tr - - - - - - - - - - -
chrysanthénor?é'“"e’f'g'h’i 1127 1505/ 0,1 5,8 0,2 3,4 0,2 0,2 13,1 32,3 tr t29,6 43,8 254 31,6 5,5 23,3 20,0 3,2 3,3 tr tr 520,34,3
terpinéne 1-ol 1132 1564 - - - - - - - - - - tr tr - - tr tr tr rt| ftr tr tr tr
trans-pinocarvégfdefeni | 1134 1622 tr tr tr tr tr - - - - - - - tr tr 0,6 - - tr tr | 01 - - tr
trans-p-menth-Z-en-l%I 1142 tr tr tr tr tr tr - - 0,1 tr tr 0,1 - - tr rt| ftr - 0,1 0,1 tr tr
trans-pinene hydraﬁe 1143 tr - 0,1 tr tr - - - 0,1 tr tr tr - - tr tr| - - tr tr tr tr
camphr@bedefan 1148 1514 12 09 11 09 15 17 28 68 05 0,886 160 4,7 45 28,0 145 143 493 481 149619141 222
trans-verbénol 1149 1648 tr - - - tr tr 0,2 tr tr tr - tr 0,1 0,1 0,2 tr tr tr tr 0,1 0,1 0,1 tr
ipsidienof 1150 tr - - tr 0,1 - tr - 0,1 tr - - - - - - - - -l - - - -
isothujanol” 1155 - - - - - - - - - - tr 02 01 0,1 0,1 tr trtr tr - tr tr tr
isobornédl? 1159 1651 - - - - - - - - - - tr tr - - tr - - trtr - - tr tr
sabina kétorfd 1160 - - - - - - - - - - tr tr tr tr 0,1 tr tr tr tr 0,1 0,1 tr 0,1
trans-pinocamphoiie 1164 - - - - - - tr tr - - tr tr 0,1 0,1 - - - -l - - 0,2 tr
cis-chrysathéndf+efh 1166 - - - - - - - - - - tr tr - - tr tr - - - -t -
pinocarvonée’g’h'i 1167 1570 tr 0,1 - tr 0,1 0,1 0,2 1,8 0,1 0,2 2,427 1,0 0,9 1,8 23 2,1 5,6 5,6 0,9 0,7 1,4 ]
bornéofPedetani 1169 1675 01 05 14 16 ©01 03 03 + 02 029 1,18| 06 06 4,7 25 11 73 1 73 47 09
3-terpinéol 1168 1630 - - - - - - - - - - - - 0,2 0,2 tr tn trtr - tr tr tr
lavandulof*9- 1170 01 05 35 38 02 038 - 28 12 09 - - - - - - - - - - - -
thujanof-®" 1170 - - - - - - - - - - - - - - tr tr tr tr - -t tr
o-pellandréne-848f 1173 tr tr tr tr tr tr tr tr 0,1 tr tr tr - - - tr - - tr - - - -
santalinyl acétafe¢ 1176 - tr 0,1 tr 0,1 0,1 0,1 tr - 0,1 0,L 0,1 0,10,1 0,1 0,1 tr tr tr tr tr 0,1 tr tr
cis-pinocamphorfé 1178 tr - tr - - - tr 0,1 tr Tr 0,1 0,1 0,1 - tr - - tr - - tr 0,1
artemisyl acétate 1179 - - - - - - - - - - - - tr - tr tr tr tr
terpinén 4-giedefoni 1181 1589 01 05 ©05 tr 01 02 02 09 Q77005 09 07 1,7 06 01 09 08 08 06 03
thuj-3-en-10-af 1185 1566 - - - - - - - - - - 0,1 tr 0.2 0,2 0,1 10, 0,1 tr tr tr tr 0,1 tr
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Clapitie I

Composés Rl RI2 Djelfa Laghouat Batna |(33cr)1|;j(j|1r Arrgﬁi- di Draa Chih | Boussdada| Roumana Medjedel Ghardaia M’

DI D2 D1 D2 |LGl LG2|BA1 BA2 | BGl BG2|BB1 BB2| DC1 DC2 BO1 Rl R2 | ML M2 | Gl G2 |MS1 MS2
p-cymen-8-ctca4:ed! 1187 1830 - - - - - - - - - - tr 0,1 tr tr 0,2 tr - tr tr 0,1 0,1 tr tr
o-terpinéof->cd-egni 1192 1672 tr - tr tr tr 0,1 tr - 0,1 | 02 O0p 20, 02 0,7 02 02 tr/ 10 10 03 O,
myrténaf-¢feni 1196 1616 tr 0,1 04 075 r 01 02 t 03 02 0403 04 03 - 02 02 01 01 01 01 02 @
cis-pipéritof-P:cdegni 1197 1723 tr tr tr tr tr tr tr 01 tr Tr tr tr trtr - tr tr tr tr tr tr tr tr
myrténof-¢&tani 1199 1774 01 03 03 06 01 03 tr tr 04 03 trtr tr tr 0,5 08 08/ 01 01 01 o001 tr tr
verbenon&® o 1205 1683 - - - tr tr tr 02 01 - - tr tr - - 03 | tr - tr tr tr tr - tr
trans-pipéritgtPcdetoni 1208 1740, 02 04 04 05 04 05 02 08 01 O0D5 04| 06 06 0,7 08 01 02 02 04 01 07
trans-Carvéd| " 1221 1820, - - - - - - - tr - - 01 01 01 o041 01| tr tr tr tr - - 01 01
cis-sabinénehydrateacétate 1222 0,2 03 0,2 0,3 0,4 0,5 0.2 0,2 0,1 - - - - tr 0,1 tr 0,1 tr -
néral 1226 1776| - - - - - - - 0,2 - - - - tr tr - tr trtr - - - -
cis-carvédto" 1232 1848 - - - - - - - tr - - tr r| 01 01 0,1 10 01| 02 01| - - 01 0,2
nordavanon&™ 9" 1233 03 03 04 04 04 06 tr - 05 03 - - - - - - - - - - - - -
isobornyl formate 1236 - - - - - - - - - - - - - - tr tr tr 0,1 tr tr tr tr
cumin aldéhyo®4on 1243 1770, - - - - - - - 0,2 - - tr tr tr tr 0,1 10, tr r 01| 02 02 tr tr
trans-ocimenone 1244 1813 - - - - - - 0,1 - - - 0,1 tr 0,1 0.1 tr rtotr 0,1 0,1 - - 0,2 0,2
carvon@"on 1245 1721| - - - - - - - 0,1 - - 03 02 03 02 r [ 01 01| tr tr| 33 24 01 0,2
carvotanacétoriéd 1249 1713 - - - - - - - 0,2 - - tr tr tr - 0,2 tr - - tr tr tr tr tr
pipéritonéctani 1255 17100 02 02 02 02 01 O 02 : 01 013004| 09 08 0,1 02 04 01 o011 02 02 ftr
giséf:tgfgggményl 1266 1605 09 01 03 O01 03 o05 01 02 01 01,3 031| 03 02 11 82 48 10 09 w & 03 0O
neothujyl acétate 1281 - - - - - - - 0,p - - tr tr - - tr 0,1 - - 0,1 - - -
cis-verbinyl acétate 1288 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,% 0,1 02 0,3 0,2 0,1,2 00,1 0,1 tr tr tr tr 0,1 tr tr -
lyratyl acétat@® 1290 1611 tr tr tr 0,1 tr tr tr 0,2 tr tr - - tr tr - 01 02| 01 01 03 0,2 - tr
isobornyl acétate 1292 1572 tr 0,1 1,1 0,9 tr 0,1 tr t tr t - g - - - - - tr tr - - tr tr
bornyl acétate”cd-eon 1293 1573 02 03 03 04 02 05 01 Q09 02 03 04| 01 01 0,1 07 03 tr t 03 02 03 O
cumin alcogt®? 1294 2086 - - - - - - - - - - - - - - - tr tr tr rt| - - tr tr
lavaondulyl acétatd? 1295 tr tr 0,1 tr - tr - - 0,1 0,1 - - - - - - - - - - - - -
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Clapitie I

Composés Rl RI2 Djelfa Laghouat Batna |(33cr)1|;j(j|1r Arrgﬁi- di Draa Chih | Boussdada| Roumana Medjedel Ghardaia M’
D1 D2 D'l D2 | LG1 LG2 | BA1l BA2 | BG1 BG2 | BBl BB2 | DC1 DC2 BO1 R1 R2 | M1 M2 | G1 G2 | MS1 MS2

sabinyl acétafe 1296 1617 tr 0,1 - - - tr - - tr tr tr 0,8 0,1 t tr 2,4 0,2 tr tr 0,9 0,6 0,4 0,7
thujyl acétaté 1297 01 0.1 0.1 tr tr 0,1 tr - - - - - - - - trort| tr tr tr tr 0,1 0,1
trans-verbényl acétate 1298 - - - - - - - - - - tr - tr tr - - tr tr
trans-pinocarvyl acétate 1301 tr - tr tr 4 tr tr - 0,1 0,1 tr tr tr tr tr 0,1 tr 0,1 0,1
carvacrol&" 1302 2150 - - - - - - - - - - - - tr tr tr tr tr trtr - - tr -
hexyl tiglaté 1325 1702, tr - tr tr - - - - tr tr - - - - - - - - - - - - -
filifol ide A2" 1326 tr tr 0,1 0,1 - 0,1 0,1 0,3 tr t 0,2 02 20, 0,2 - 0,1 0,4 tr tr 0,1 tr - -
terpinéne-4ol acétate 1342 - - - - - - - - - - - - tr - - tr 0,1 - tr trtr 0,1 tr
o-terpinyl acétate?cdef 1343 tr tr tr tr| 02 01 tr - tr tr tr tr tr tr D tr - tr tr tr tr tr tr
a-cubébeng® "9 1350 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -l 01
eugéndlo" 1351 2155 tr 01 01 tr - tr - - tr tr| 01 0p - ] 0,1 - tr tr - - tr tr
Iratyl propionat& 1352 tr 0,2 tr 0,1 - tr 0,1 0,3 0,4 0,5 tr t 0.10.1 - 01 01| 01 tr 0,1 tr 0,1 tr
a-copagng®efoni 1366 1476, 01 01 01 02 01 O, 02 ¢2 03 0®2 01| 06 05 0,3 o1 w/ 03 038 02 01 01 ¢
bornyl propionat&® 1371 - - - - - - - - - - - - - - tr 0,1 - - - - - -
B-bourbonentd 1383 tr 0,1 tr 0,1 tr 0,2 - - tr - - - - - - - - - - - - - -
[S-eléménéf 1387 1579 tr - tr tr tr tr - - tr tr tr tr tr tr - tr - tr tr tr tr 0,1 tr
B-cubébene®td 1388 1534 tr - - 0,1 tr 0,1 - - tr tr tr - 0,1 0, tr tr tr tr tr - - tr tr
trans-jasmorfe 1389 tr 1,2 tr - tr tr - - tr - tr - tr - tr tr - tr tr - - tr tr
cis-jasmong®oni 1393 1932 03 04 0,3 0,4 0,4 0,5 tr tr 0,1 0,2 6 0,09 0,3 0,5 4,4 10 06 06 O, 02 Q1 3,8 4
méthyl eugendl®" 1399 2000/ tr 0,2 tr 0,1 0,1 0,2 - - tr - tr t trtr 0,2 - - tr tr - - - -
isocaryophylleng? 1416 1594 tr - - - tr - - - tr tr 0,1 tr 0,1 0, ,50 - - 01 0,1 - - - -
davana furarfe 1419 1758/ 0,1 0,2 0,2 0,2 0,3 0,4 0,1 0,1 0,5 D,4 - - - - - - - - - - - -
B-cedrené 1423 0,1 0,1 0,1 0,1 tr 0,2 tr - 0,2 0,1 - - - - - - - - - -
B-gurjunené 1433 - - - - - - - - - - tr tr 0,1 0,1 - - - ty ,0 02| 0,1 -
aromadendréfe 1442 1615 - - - - - - - - - - - - - - 0,2 tr tr tr tr tr -
a-guaiené® 1445 1618| - - - - - - - - - - - - - - - - - tr tr tr -
o-humulgn@cfoni 1460 tr tr tr tr | 01 02 tr r| 02 02 01 tn tr - tr tr tr r | 01 tr| 01 tr
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Clapitie I

Composés Rl RI2 Djelfa Laghouat Batna |(33cr)1|;j(j|1r Arrgﬁi- di Draa Chih | Boussdada| Roumana Medjedel Ghardaia M’

D1 D2 D'l D2 | LG1 LG2 | BA1l BA2 | BG1 BG2 | BBl BB2 | DC1 DC2 BO1 R1 R2 | M1 M2 | G1 G2 | MS1 MS2
alloaromadendredé? 1466 1628 tr 0,1 0,1 0,2 tr 0,2 0,1 0/1 0,1 02 10, tr 0,1 tr tr tr tr tr tr 0,1 tr 0,1 tr
trans-éthyl cinnamate 1471 - - - - - - - - - - 01 tr| 01 tr 0,2 02 tf tr tr | 01 tr - -
B-chamigréne 1477 - - - - - - - - - - tr tr tr] tr 01 01| 01 tr - tr 0,1 tr
davanone iso 1478 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,4 0,1 0,0,1 0,1 - - - - - - - - - - - - -
y-murolén&®9en 1480 1691 25 14 21 14 07 0B tr tr 1,1 088010 | 02 05 1,1 21 08 20 240 06 06 41
D germacren@! 1484 tr tr - tr tr tr tr 01 - - tr tr tr tr trort| - - - - 0,2
B-selinéné 1488 1652 - - - - - - - - - - 0,1 - tr - - tr - trotr - - - -
bicyclogermacrér?é 1500 1718 1,0 0,4 0,9 0,6 0,5 04 0,1 0,1 1,2 1,D,4 0,3 0,2 0,2 0,5 0,6 tr 0,1 0, 0,3 0,3 0,4 @
davana éthéf'9 1501 143 04 36 05 25 05 01 01 51 43 -- - - - - - - - - - -
a- murolgné"en 1503 1706 - - . + - - - - - - tr r| 01 01 tr tr r [ 01 01| - - tr 01
pentadecarie 1505 - - - - tr tr - - - - tr tr
y-cadinénd’ 1515 1925 - - - - - - - - - - - - - - 0,1 - - troort| tr tr - -
cubebol 1518 1926 - - - - - - - - - - tr tr] 0,1 0, tr 0,1 0,1 - 0,1 tr 0,3 0,1
artedouglacia oxydeC 1522 0,9 0,8 tr tr - - 0,3 0,2 - - - - - - - - - - - - - - -
davana éther 88" 1523 10 o5 05 02 10 09 01 t 15 13 - - - - - - - - - - - - -
davana éther i€d" 1524 04 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 - - - - - - - - - - - - - -
davana éther ig6' 1525 0,6 0,4 0,5 0,3 1,2 1,2 - - 0,6 0[6 - - - - - - - - - - - -
§-Cadinen&®4th 1527 1742 - - - - - - - - - -/ o1 w 01 O1 01| ,0 01| 01 01 01 tr| 01 tr
cadina-1,4-diéne 1533 2056 - - - - - - - - - - - - - - 0,1 - - tr tr tr tr
artedouglacia oxyde A 1537 tr 0,1 0,1 0,1 0,3 0,4 0,4 0,8 0,1 0,1 - - - - - - - - - - - - -
B-germacrén 1555 2057 - - - - - - - - - - - - - - 0,1 - - 01 rt - -
davanone isb 1557 06 03 0,5 0,4 1,0 0,6 0,1 tr 0,5 0,3 - - - - - - - - - - - - -
artedouglacia oxyde D 1569 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 D,10,5 0,2 0,5 0,2 - - - - - - - - - - - - -
davanone isb 1560 2015 0,7 0.4 1,3 1.0 16 1P 0,2 0,1 11 1,0 - - - - - - - - - - - - -
ledof 1563 2020| tr 0,1 - - tr 0,2 tr tr 0,3 0,8 01 0,101 tr 0,1 tr tr tr tr 0,2 tr tr tr
trans-neroliddt® 1564 2032 0,2 0,1 0,1 0,1 0,5 0,3 tr 0,1 0,1 0,1r ttr tr tr 0,2 0,2 0,1 0,1 tr 0,2 tr 0,2 tr
spathuléndté-fon 1569 2115 01 01 01 01 tr tr 0,1 t 0,1 r 0402 | 15 11 tr 03 02 01 01 02 t 0,7 0
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Clapitie I

Composés Rl RI2 Djelfa Medjedel Ghardaia M’

D1 D2 D'l ML M2 | G1 G2 | MS1 MS2
caryophylléne oxydd?™ | 1583 1975 09 0,9 1,9 02 tr tr tr - 0,2 o}
globuloP 1585 2066 - - - tr tr tr tr tr tr
B-copaén 4 o9 1588 2140 - - - tr tr | 06 01/ 04 01
davanong®®9! 1590 2015 50,3 342 367 tr o tr| ot tr tr tr
viridiflorol f 1594 2075 - - - 01 tr| 04 031 06 0
Temps d’isolement (min) 150 15 150 15 150 | 15 150 | 15 150
% d’identification 839 614 722 0973 932 737 758 871 95
Monoterpéne hydrocarboné 1.8 0.6 3.9 305 5 44 8.1 7.4 54 45 4.4 21
Sesquiterpéne hydrocarbong 3.7 22 3.3 151 2 22 09 0.6 1.0 0f 1.3 o}
Cétones 55.0 445 419 57.8.4 4 40.8 9.4 618.66@B7.8 509 71.1 841
Alcools 2.6 3.2 1.7 2 113 107 215 9.7 4.74.8
Ether oxydes 186 4.2 11.7 3.6 .2 1816.3 6 134 124 525 8 35 2.7
Esters 1.5 1.5 2.3 1.31 1.4.6 1.4 11 2.2 11 1.5
Divers 0.7 0.7 1.4 L 0.4 0.4 0.6 0.4 0.6 1)

tr : <0,05 ; 1 : hydrodistillation ; 2 : micro-onde
RI*and RF: indices de réfraction déterminé respectivementesucolonnes capillaires HP5-MS and HP-Wax em@nmmation de température selon Van Den Dool atA®, Références

bibliographiques : a (11, 26); b (83); ¢ (79); 6,(200); e (75, 77); f (107), g (102); h (90, 9%); i (110).
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Figure 9. Chromatogramme de I'essence de Ghardaia obtendmygyadistillation

Nous remarquons que les nombres de pics obtenusesuchromatogrammes en
courant ionique total des essencts therba-Albades différentes régions sont inférieurs aux
nombres de spectres indexés car un pic peut repegsieux a trois constituants mal séparés
(tableau 9). Le détecteur utilisé en GC/MS, de qaagrande sensibilité peut permettre une
détection des constituants a I'état de traces. Pedains nombres de spectres, nous n’avons
pas pu déterminer avec précision le composé camnesmt par manque de spectre de

référencgd?>12°
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Tableau 9. Pics dénombrés

. . Nombres Nombres de Nombres de
Localités | Echantillons : i , . ; e s
de pics Spectres indexés constituants identifiés
D1 184 210 102
Dielfa D2 179 206 92
D'1 188 202 91
D2 190 208 92
Laghouat LG1 188 221 90
LG2 192 214 91
Batna BA1 180 224 93
BA2 174 217 86
Bordj BG1 189 219 96
Ghédir BG2 181 209 89
Bordj Bou BB1 191 209 98
Arrerid] BB2 189 203 96
Draa Ech DC1 188 206 93
Chih DC2 183 209 91
Boussaada BO1 158 189 88
Roumana R1 165 198 115
R2 155 201 99
. M1 170 205 113
Medjedel M2 173 209 116
. Gl 181 211 88
Ghardaia G2 184 207 88
Msila MS1 174 203 109
MS2 171 203 106
1:HD; 2:MD

Le couplage GC/MS sur une colonne capillaire daehagsolution nous a permis de
disposer d’'un grand nombre de spectres de maspen@ant, nous avons été confrontés a de
nombreux problémes lors de leur exploitation vaifailitude des spectres de masse entre les
composes, en particulier en ce qui concerne leorables sesquiterpenes.

Ceci est particulierement le cas des monoterpeysed an pic de base 93, tel que le santalina
triene, la-pinéne, la-thujéne, le tricyclénes...etc mais I'ambiguité estvéle grace aux
données de rétention. Pour les sesquiterpenesoldeme est plus délicat vu le nombre
important de ces composés dont les indices detigeme sont pas différentiabfé3tels que
'aromadendrene et I'alloaromadendrene ;ydmuurolene et le D germacrene (figure 10),
ainsi que les estef?’ Ces familles de composés peuvent présenter desepee masse trés

voisins!®t 132
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Nous avons aussi constaté une interversion dardrd’al’élution de certains composés qui

peut étre due & deux causes principates.

» La programmation de température au niveau de lancel n’étant pas parfaitement

linéaire d’'une expérience a une atite'®®

il en sera de méme pour I'élution des
composés ayant des temps de rétention voisins, gluscou moins sensibles aux
changements de température. D’autre part, la presbentrée du gaz vecteur étant
maintenue constante, il s’ensuit que le débit da gecteur diminue lorsque la
température augmente.

» Le vide poussé au niveau du spectrometre de masgesptrainer une variation non
linéaire de la température de vaporisation de ahaspiuté dans la colonne et

influencer son élutioh®

De ce fait, la proposition de chaque composé esia la fois sur la comparaison des
spectres, I'ordre d’élution et les indices de réétem Des exemples d'interversions de pics ont
été rencontrés au cours de nos analyses, effedogsdes mémes conditions expérimentales;

il s’agit du-pinene et de I'octéne-3ol, du trans-nerolidol etetiol,

Par ailleurs, des interférences de spectres éngégdlement rencontrées dans certains
cas de co-élution. Si l'utilisation de deux colosrde polarités différentes peut résoudre le
probleme, il n'en demeure pas moins que de noweklle-élution de composeés
apparaisserit® Pour cela, les indices de rétention de Kovats emgrammation de
température, ainsi que l'ordre d’élution sur colergapillaire apolaire ont joué le role de
données filtre pour trancher dans les cas doutenxgénéral, l'ordre d’élution globalement
observé par famille est le suivant : hydrocarburemoterpeniques, alcools et aldéhydes,
esters puis les hydrocarbures sesquiterpeniquies sesquiterpenes oxygénés. Le temps de
rétention d’'un ester est le plus souvent plus ébpywe celui de l'alcool correspondant (ex :
bornéol et bornyl acétata,terpinéne et terpinyl acétate, santalina alcoshetalinyl acétate,

thujanol et thujyl acétate)

Il est a noter que les résultats donnés par laerebk informatisée n’ont été utilisés
gue pour les composeés pour lesquels, nous n'avassruve de spectre de référence dans la
littérature, comme c’est le cas du 1,6-dimethgpthl,3,5-triene, do-isopropenyl toluene,

du filifolone, du davana ether...
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Au regard de nos résultats, nous constatons ureende trés importante de la
situation géographique de I'échantillon sur la cosifpon chimique des huiles essentielle. La
combinaison de la GC et de la GC/MS, nous a pedidentifier au total 164 constituants,
représentant entre 65,2 et 98,3% de la composititale pour les essences extraites par
hydrodisillation et entre 61,4 et 95,6% pour eldtenues par micro-onde. La composition
chimique des huiles essentielles est illustrée tlanmbleau 7. L’analyse des échantillons de
I'huile extraite de la plante provenant des onzgiors d’Algérie a montré des différences
importantes dans leur composition des points de quemtitatif et qualitatif. Sur les 164
composes identifies seulement 30 constituants smmmuns a toutes les essences et 45 ont
été mis en évidence pour la premiere fois dansildes essentielles examinées en Algérie

dont 24 qui n’ont jamais été signalés dans lesnessedA. herba-alba

Tous les échantillons d’huile essentielle sont itptalement proches dans la mesure
ou ils sont tous caractérisés par les mémes compidmdinants. lls sont tous riches en
cétones leur proportion varie entre (37,8% et 7),iétr HD et (39.8% a 84.5%) pour MD
suivi par les alcools (0,9% a 21,5%) pour HD e2¥3a 10,7%) pour MD, puis par les éthers
oxydes (2,7% a 18,6%) pour HD et (2,2% a 16,3%) pdD et enfin par les monoterpenes
(1,8% a 8,7%) pour HD et (0,6% a 7,4%) pour MDlestsesquiterpenes (0,4% a 3,7%) pour
HD et ( 0,5% a 3,0%) pour MD alors que les est&zagdent pas les 4,6% a I'exception de
I'huile de Roumana (R) qui atteint les 12,1%. Seués cétones sont quantitativement plus
importantes pour I'extraction par MD pour la tittades essences, pour les autres familles la
composition pour I'HD est plus importante (figurk)1

Parmi les centaines de composants identifiés, deititre eux (cinéole, thujones,
chrysanthenone, camphre, bornéol, éther davanigdawanone) pourraient étre considérés

comme éléments majeurs, avec des concentratiogsisures a 10% de I'huile totale.

bY

Il est a remarquer, d'aprés les chromatogrammegnabt que les constituants
majoritaires dans 13 essences sont le 1,8-cinéslthujones, la chrysanthénone et le
camphre. Les 10 autres essences présentent dettuesomns majoritaires tels que I'éther
davanique et la davanone a I'exception de I'hudiseatielle de Batna dont la majeure partie
est la davanone et le chrysanthénone. Ainsi, nesness peuvent étre rassemblées en deux

groupes.
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Figure 11.Rendements relatifs des différentes familles chiregqdes huiles essentielles
d’A.herba-alla

Le groupe A: Il représente les 13 essences obtenues par HBt (YD (2) de Bordj Bou
Arreridj (BB), Draa Chih (DC), Boussaada (BO), Rama (R), Medjedel (M), Ghardaia (G)
et M’sila (MS). Elles montrent (figure 12) une poédinance en camphre (4,7% pour DC1 a
49,3% pour M1) et (4,5% pour DC2 a 48,1% pour M2);thujone (1,0 % pour M1 a 35,1%
pour DC1) et (1,0 % pour M2 a 31,2% pour DC2),Haysanthénone (3,2% pour M1 a 29,6
pour BB1) et (3,3% pour M2 a 43,8% pour BB2)Bkhujone (2,1% pour M1 a 9.7% pour
DC1let R1) et (1,9% pour M2 a 9,9% pour G2), ledrtol (1,4% pour DC1 a 13,4% pour
M1) et (1,2% pour DC2 a 12,4% pour M2), le pinocer® (0,9% pour G1 a 5,6% pour M1)
et (0,7% pour G2 a 5,5% pour M2), le bornéol (0,686r DC1 a 7,3% pour M1 et G1) et
(0,6% pour DC2 a 7,1% pour M2), le camphéne (1,24r pC1 a 5,0% pour M1) et (0,6%
pour MS2 a 4,5% pour M2), kemuurolene (0,2% pour DC1 a 4,1% pour MS1) et ¢urp
MS2 a 2,1% pour M2), et le cis-chrysanhényl acdtatpour G1 a 8,2% pour R1) et (tr pour
G2 a 4,8% pour R1).
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Figure 12 Variation de la teneur des composés prédomireamd e groupe A

Sur les 132 composeés identifiés 45 sont communglawessences et 34 mis en évidence
pour la premiere fois dans les huiles Algériennetd® pour la premiére fois dan&l’herba-
alba. Les proportions de la plupart des constituantgemaconsidérablement d’'une région a
une autre ou d’'une méthode d’extraction a une quttoe une méme région donnée. Quelques

observation son a noter :

% L'échantillon de G (Ghardaia) est caractérisé pafotte présence des alcools tels
que le yomogi alcool (4,1% pour HD et 2,5% pour MI8)santalina alcool (4,3%
pour HD et 3,0% pour MD) et I'artemisia alcool (& Ipour HD et 3,6% pour MD)
qui eux ce trouve en quantité moindre ou en traces doute les autres essences, ainsi
que le bornéol (7,3% pour HD et 4,7% pour MD). Leesgence relativement
importante du carvone (3,3% pour HD et 2% pour MiS) aussi a signaler. Les
composés prédominants sont-thujone (12,5% pour HD et 17,7% pour MD) et le
camphre (14,9% pour HD et 19,6% pour MD) qui sdos pmportants pour I'huile
extraite par MD.

s L’échantillon de Medjdel (M) est lui dominé par 1¢8-cinéol (13,4% pour HD et
12,4% pour MD), le camphre (49,3% pour HD et 48d8&ar MD), le bornéol (7,3%
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pour HD et 7,1% pour MD) et le pinocarvone (5,6%ipdD et 5,5% pour MD) qui
semble étre le plus important comparés aux ausEnees.

s L’huile de M’sila (MS) est constituée par les cora@e majoritaires commeaF
thujone (26,8% pour HD et 17,3% pour MD), la chngegnone (20,5% pour HD et
34,3% pour MD) et le camphre (14,1% pour HD et 22 Aour MD) et contient
également la teneur la plus élevéerenurolene (4,1%).

% L'essence de Bordj Bou Arreridj (BB) est caraceipar la-thujone (15,9% pour
HD et 8,6% pour MD), la chrysanthénone (29,6% pgoDret 43,8% pour MD) et le
camphre (18,6% pour HD et 16,0% pour MD). Nous mgumans une grande
variation de la composition chimique en chrysantim&énavec un taux trés important
pour la MD.

«+ Draa Ech Chih (DC) se caractérise pan-thujone (35,1% pour HD et 31,2% pour
MD), la chrysanthénone (25,4% pour HD et 31,6% pdDy) et lap- thujone (9,7%
pour HD et 8,3% pour MD).

% L’échantillon de Roumana (R) est dominé pearthujone (27,1% pour HD et 23,7%
pour MD), la chrysanthénone (23,3% pour HD et 20,086r MD), le camphre
(14,5% pour HD et 14,3% pour MD) et fta thujone (9,7% pour HD et 8,2% pour
MD).

s L’huile essentielle de Boussaada (BO), quant a, elee concerne que I'HD car
I'extraction par MD n’a pu donner d’essence. Lemposés majoritaires sonol¥
thujone (12%) et le camphre (28,0%)

Des constituants ont été trouvés pour la premigigedans les huiles Algériennes du
groupe A tels que l'artemisia trien, le thuja 2@)(diene, le 1,6-diméthyl hepta-1,3,5-triéne,
I'artémisia alcool iso, le terpinene 1-ol, Beterpinéol, I'artemisyl acétate, I'iso bornyl
formate, le trans-verbenyl acétate, le terpinerieadétate, le bornyl propionate,deguaiene,
le B-chamigréne, I@-selinene, le cubebol et IB-copaén-4a-ol.

Certains de ces constituants sont identifiés ppprémiére fois telque le thuja 2,4(10) diéne,
le 1,6-diméthyl hepta-1,3,5-triéne, I'artémisia @it iso, le terpinene 1-ol, |é-terpinéol,
I'artemisyl acétate, I'iso bornyl formate, le travesrbenyl acétate, Ig-chamigrene, le cubebol

et le B-copaen-4a-ol (figure 13).
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Figure 13. Spectre de masse en IE @ecopaen-4e-ol

a- Essences étudiée
b- Bibliothéque de spectre de masse

Le groupe B: Il représente les 10 huiles essentielles ressaé¢ Dijelfa (D et D’), Laghouat
(LG), Batna (BA) et Bordj Ghédir (BG) obtenus pabH1) et MD (2) qui sont dominés
(figure 14) par la davanone (36,7% pour D1 a 508%r D1) et (23,6% pour BA2 a 40,4%
pour LG2) avec ses trois isomeéres et le davana €hE% pour BAL1 a 14,3% pour D1) et
(0,1% pour BA2 a 4,3% pour BG2) et trois isomeresrdes essences de D1, D2, D’'1, D2,
LG1, LG2 déja signalés sur les huiles essentieléeeta Tunisi™ alors qu’en Espagie *°*
et en Algérié® seulement deux isoméres ont été identifiés comest e cas des huiles de
BG1 et BG2 et seulement un isomere dans les édbastde BA1 et BA2. Au Maroc quatre

isomeéres de davana éther ont été décrits dankelthel\. herba alba?l 26 138139
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Figure 14.Rendement des composés prédominants dans le ggoupe

119 constituants sont identifiés dont 50 commung &0 échantillons des huiles
essentielles et 30 mis en évidence pour la prenfgéds dans les huiles Algériennes dont 15
pour la premiére fois dansAl herba-alba Les teneurs varient également considérablement

pour la plupart des régions et pour les méthodestidictions pour une méme région.

s I'échantillon de Batna (BA) est caractérisé paddaanone (38,0% pour HD et 23,6%
pour MD) et le chrysanthénone (13,1% pour HD eB%2pour MD). Les teneurs des
constituants sont inversées pour les deux méthddetraction et la chrysanthénone
est plus importante pour la MD.

% L'essence de D (Djelfa) est dominée par la foresence de davanone (50,3% pour
HD et 34,2% pour MD) et le davana éther (14,3% ptiDret 0,4% pour MD).

% Les autres échantillons sont tous caractérisémparte teneur en davanone.

Des constituants n'ont été trouvés que dans lesess du groupe B pour la premiére fois en
Algérie tels que l'isomere du davana éther des tidéntifiés (figure 16), I'ethyl tiglate, le
5,5-dimethyl-2(5H)-furanone (figure 15), l'allylgiiate, le B-isophorone, le cis-arbusculone,
le lavender lactone iso, le trans-arbusculone,trtés isomeres de davanone des quatre mis
en évidence sachant qu’ un seul a été identifigujaspréserit' °° % 'artedouglacia oxyde

D et le cadina-1,4-diéne. Certains de ces composggté identifiés pour la premiére fois
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'isomére du davana éther, 'allyl tiglatks lavender lactone iso, la davanone, I'artedouglac
oxyde D et le cadina-1,4-diéne.
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Figure 15. Spectre de masse en |IE du davana éther et durbdifdil-2(5H)-furanone

a- Essences étudiée
b- Bibliothéque de spectre de masse

Des constituants communs a toutes les essencesigonalés pour la premieres fois
dans I’Armoise Algérienne : ce sont l'o-isopropktojuene (figure 16)e propanoique acid-
2methyl,2methyl butyl ester (figure 16), le berggmiez trans-decahydro naphtaléne,
I'artémisia kétone, le cis-sabinene hydrate, lagrsabinéne hydrate, I'isophorone, le trans-p-
menth-2-en-1ol, le trans-verbénol, le santalinyétate, le trans-ocimenone, le néo-thujyl

acétate, I'lyratyl acétate, I'isobornyl acétate,skbinyl acétate, le trans-pinocarvyl acétate,
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I'lyratyl propionate, le ledol, dont certains pdarpremiére fois : I'0-isopropenyl toluene, le
propanoique acid-2methyl,2methyl butyl ester, leghmal, le trans-décahydro naphtalene, le
trans-verbénol, le trans-ocimenone, le néo-thupétate, I'isobornyl acétate et le trans-
pinocarvyl acétate
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Figure 16. Spectre de masse en IE de 'o-isopropenyl toluéde @ropanoique acid-2
méthyle, 2 méthyle butyle ester

a- Essences étudiée
b- Bibliotheque de spectre de masse

La MD ne favorise pas I'extraction d'éther et deoo& mono et sesquiterpenique ;
par contre, elle favorise I'extraction du chrysambne par rapport a 'HD pour toutes les
essences.

Pour le procédé d’extraction MD, certains travawontrent que les composés oxygeneés sont

globalement mieux extraits par les micro-ontf8silors que d’autres considérent que se sont
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principalement les composés cétoniques, les hydvooes monoterpéniques et
sesquiterpéniques seulement qui sont favoriséepaocédé assisté par micro-ondfés*

Seulement dans nos essences la teneur des hydnasarbmonoterpéniques et
sesquiterpéniques sont pratiguement favoriséseardction par HD ou identiques aux deux

méthodes.

Alors, il est difficile de trancher sur se probléetede comparer les résultats obtenus puisque
les conditions de travail et la nature des plaatdisées sont totalement différents d’un auteur
a un autre. D'ou il convient de mener des étudesedm sur des conditions opératoires
identiques pour pouvoir comparer les résultatseepmnoncer sur I'aspect quantitatif et

qualitatif de I'extraction par micro-ondes.

- Ces compositions chimiques obtenues par HD notamsurt sensiblement similaires
aux données de la littérature et la plupart dehcles essentielles peuvent étre classées

dans les chémotypesAl’ herba-alballustrés dange tableau 10.

Tableau 10. Chémotypes proposés

Extraits Nombres de constituants identifiés Chemotyes

D1 102 davanone-davana éther

D2 92 davanone

D1 91 davanone

D2 92 davanone
LG1 90 davanone
LG2 91 davanone
BAl 93 davanone-chrysanthénone
BA2 86 chrysanthénone-davanone
BG1 96 davanone
BG2 89 davanone

BB1 98 chrysanthénone-campheethujone
BB2 96 chrysanthénone-camphre

DC1 93 a-thujone- chrysanthénone

DC2 91 a-thujone- chrysanthénone

BO1 88 a-thujone-camphre

R1 115 a-thujone- chrysanthénone-camphre
R2 99 a-thujone- chrysanthénone-camphie
M1 113 1,8-cinéole-camphre

M2 116 1,8-cinéole-camphre

Gl 88 camphrea-thujone

G2 88 a-thujone-camphre

MS1 109 a-thujone- chrysanthénone-camphre
MS2 106 chrysanthénone-campheethujone
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Sur les 23 échantillons étudiés 11 ont des compaositsimilaires aux huiles

essentielles de A. herba-albapubliés (tableau 11). Sept échantillons a davantmoeivent

leurs équivalence dans les huiles du M&tet d’Espagné® *°°Le chemotype &-thujone-

camphre des huiles essentielles de BO et G2 grstléidans les échantillons du Mdrpde

Tunisie? et de I'Algérie’®? le 1,8-cinéole-camphre est identifié dans lesmsss M1 et M2

et existe également dans celles d’EspagmNgguev et Sinaf et Tunisie:*°

Tableau 11. Chémotypes proposés par la littérature

bne

Réf Pays Chercheurs Chemotypes
11 Maroc Benjilali 1980 o-thujone-camphre; camphre:thujone;B-thujone
73 Maroc Hurat;glfl; 1981- 1,8-cinéole- chrysanthénone-camphre; chrysanthén
26 Maroc Benjilali 1982 davanone ; chrysanthényl acétae
75 Néguev  Feuerstein 1986 1,8-cinéole ; cis-chrysanthenyl acétate ; cis-
chrysanthenol
77  Palestine Segale 1987 1,8-cinéolea-thujone-camphre ; dérivés du pinane
78  Palestine  Yaseph 1987 1,8-C|neole, rr)onoter_pe\nes |'rreg_ullers ; bornane ;
dérivés de pinénesi-thujone
79 Espagne Feuerstein 1988 1,8-cinéole-camphre
81 Egypte El Sayed 1990 artemisia kétone
82 Maroc Ouyahia 1990 o-thujonef-thujone
91 Algérie Vernin 1995 camphrea-thujone- chrysanthénone ; camphre
8 Algérie  Benmansour 199¢ camphre
1,8-cinéolea-thujone-p-thujone; 1,8-cinéole-camphre};
99 Neger Eleisher 2002 1,8-C|neoIeB-thl.qune ; ms-chrysanthenyl acétate-cist
et Sinai chrysanthenol ; cis-chrysanthenol- cis-chrysanthen
acétate
96,100 Espagne Salido 2001-2004 Chrysantherlone; dava.nqne; 1,8-cinéole ; cis-
chrysanthenol ; p-cymen ; cis-chrysanthenyl acétale
102 Algérie Dahmani 2004 1,8-C|neol-'0(—thu10ne pamphreq—thUang-camphre ;
o-thujone ;a-thujone-camphre-cis-jasmone
136  Algérie Dahmani 2005 davanone
107  Algérie Dob 2006 camphre-trans-pinocarveéol-chrysanthép«hujone
109  Algérie Giordani 2008 camphre-safranai—thujone
1,8-cinéole ; thujone-l'acétate de sabinytthujone ;
110 Tunis Haouari 2009  a-thujone-camphre ; 1,8-cinéole-camphre-bornéol-

cinéole-camphre

Cependant, de nouveaux chémotypes sont a signieletavanone-davana éther dans

I'huile de D1, le davanone-chrysanthénone pourhlgies BALl et BA2 (Batna) alors qu’un

autre type de chémotype a déja été signalé datesrégiort®’, I'a-thujone-chrysanthénone-

camphre des échantillons R1, R2 et MS1, le chrixamine-camphra-thujone pour MS2 et
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BB1, I'a-thujone-chrysanthénone pour DC1 et DC2 et le @mysnone-camphre de I'huile

essentielle de BB2 et enfin le camplr¢hujone de G1.

Ainsi, en raison de la composition fluctuante de#els essentielles deA’herba alba
une telle classification devrait se faire, a naxgs, avec beaucoup de réserve et ne peut
concerner qu’une période bien précise du cycletaége

Cette étude nous a permis ainsi de confirmer |lpstgses avancégs®

- L’Artemisia herba-albaposséderait une extraordinaire diversité de chépestydont
I'existence serait étroitement liée a des variaidn patrimoine génétique.

- L’Artemisia herba-albaurait plusieurs comportements dictés par le mi@ealogique,
I'altitude, la pluviosité, la nature du sol, lerokt. Ces facteurs influenceraient ainsi la

biosynthese des constituants volatils.

lll. Partie expérimentale

[11.1. Chromatographie en phase gazeuse (Ellla)

L’analyse qualitative et semi-quantitative des eses par chromatographie en phase
gazeuse a été menée sur deux colonnes capillagrgsoldrités différentes: la HP5 MS
apolaire (Hewlett Packard, 30m x 0,32mm x @25 diméthylpolysiloxane) et la HPWAX
polaire (Hewlett Packard, 60m x 0,32mm x Qdf Polyéthyléne glycol) en utilisant un
chromatographe (Hewlett- Packard 6890) équipé détecteur a ionisation de flamme (FID).
L’azote qui est le gaz vecteur, a respectivemandébit de 0,4 ml/min .et 0,9 ml/min dans
ces colonnes.

La température de I'injecteur est de 250°C et ahli@létecteur est de 320°C. La température
des colonnes est fixée a 60°C durant 8min jusgB@ @ durant 15min avec une vitesse de
programmation de 2°C par min. Le volume injectédes0,21l en split 1/100. Le pourcentage
de chaque constituant dans I'essence est calculétpgration des aires du chromatogramme.
Une série d’alcanes linéairess{Csg) est injecté dans les mémes conditions pour caldes

indices de rétention selon Van Den Dool des carastis des huiles essentielles.
[11.2. Chromatographie en phase gazeuse couplée @ $pectrométrie de masse (EllIb)

Le chromatographe (Hewlett-Packard 6890) équipéeal’colonne HP5 MS en silice

fondue (30m x 0,32mm x 0,@f) est couplé a un spectrométre de masse AJUSD
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5973 a impact électronique (IE). La températurka giression de la source ont été fixées a
280°C et 2.18 Torr. La tension d’ionisation est de 70 eV. Lenpératures de I'injecteur et
du détecteur ainsi que la programmation de la temp& de la colonne sont identiques a
celles utilisées en CPG seule. Le débit du gazue¢hélium) est de 0,5mL/min.

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

éte injecté sous les mémes conditions.

[11.3. Identification des composés

L’identification des composés séparés sur la caompolaire ont été determinés par
comparaison des spectres de chaque constituanixadeanés par les librairies Wiley 7N,
NIST 02 et NIST 9% Les résultats ont également été confirmés peoiaparaison de leurs
indices de rétention, par rapport &G n-alcane¥” injectés en GC sur les deux colonnes
capillaires et en GC/MS dans les mémes conditiaresles huiles. Certains constituants ont
été confirmés par l'analyse des étalons dans leseséonditions décrites ci-des§38? Le
pourcentage de la composition de chaque constitudans les huiles a été estimé par la
méthode de normalisation des aires des pics par GC.

IVV. Conclusion

L’analyse des échantillons de I'huile extraite deplante provenant de onze régions
d’Algérie a montré des différences importantes deng composition du point de vu
quantitatif et qualitatif. La composition des difétes huiles essentielles differe notamment
par la teneur des six constituants importants-thujone, le camphre, la chrysanthénone, le
1,8-cinéole, la davanone et le davana éther.
Seulement onze de ces échantillons peuvent éssédalans les chémotypes-tiierba alba
décrits jusqu’a présent, qui sont a davanorgujone-camphre, et 1,8-cinéole-camphre. Les
autres sont de nouveaux chémotypes, davanoneal&ther, davanone-chrysanthénome,
thujone-chrysanthénone-camphre, chrysanthénonekuaropthujone, a-thujone-
chrysanthénone, chrysanthénone-camphre et camoptimgone. Néanmoins une telle
classification devrait se faire a notre avis, abeaucoup de réserve et ne peut concerner
gu’une période bien précise du cycle végétal.
La diversité des chémotypes serait étroitementdiéles variations du patrimoine génétique,

le milieu écologique, I'altitude, la pluviosité, feture du sol et le climat.
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|. Introduction

La plupart des plantes doivent leur action théragae a un ou plusieurs principes actifs que
I'on peut isoler et analyser chimiquement.

Une espece végétale peut synthétiser plusieuremitle constituants chimiques différents :

- Des substances indispensables a la vie de ldeptamnmme les protéines, les lipides, les
glucides.

- Les huiles essentielles qui caractérisent leilpdef chaque espéce, construisant ainsi une

biodiversité moléculaire, qui est & la base eniteea de I'action thérapeutique des plantés.

[l. Résultats et Discussion

Dans le chapitre précedent, nous avons mis en risadi variabilité des HE et de
leurs constituants chimiques dans les différentaiégtilons de I'armoise blanche provenant
de différents sites bioclimatiques aussi bienlesian qualitatif que quantitatif.

Ces résultats nous conduisent a penser que ltEctamtimicrobienne de ces HE serait
également variable tant sur le plan du spectretigige que de l'intensité de I'action. Les

composés majoritaires identifiés dans les échansilsoumis a I'analyse sont reportés dans le
tableau 12 ci dessous.

Tableau 12.Composition chimique des huiles essentiellésh#rba alba obtenus par HD

) Composés majoritaires
Composes

D D’ LG BA BG BB DC BO R M G MS
camphéne 01 09 01 06 09 41 12 42 27 508 221
yomogi alcool - - - - - 0,2 05 tr - 01 41 01
1.8-cinéole 03 48 0,2 11 72 49 14 85 6541352 3,3
santalina alcool tr - tr tr 0,4 tr - 0,1 tr 0,1 43tr
artémisia alcool tr tr tr - 0,2 02 0,2 tr tr 1,1 ,15 -
a-thujone 0,9 0,8 - 01 0,7 159 351 120 27,1 1I@5 26,8
B-thujone 0,2 0,2 - 04 06 51 97 92 97 21 589
chrysanthénone 0,1 0,2 0,2 131 tr 29,6 254 55,323,2 tr 20,5
camphre 12 11 15 28 05 186 4,7 28,0 145 4989 14,1
pinocarvone tr - 0,1 02 01 24 10 18 23 569 0,14
bornéol 01 14 0.1 03 02 19 06 47 25 73 7869
cis-jasmone 03 03 04 tr 01 06 03 44 10 062 3,8
y-muroléene 25 21 07 tr 11 08 02 11 21 206 04,1
davana ether 16,3 4,7 49 0,2 7.2 - - - - - -
davanone 51,8 38,7 495 384 414 - 0,6 tr - tr trtr

D: Djelfa; D': Djelfa; LG: Laghouat; BA: Batna; B@ordj Ghdir; BB: Bordj Bou Arreridj; DC: Draahih;
BO: Bousséada ; R: Roumana; M: Medjebel; G: Ghard#i MS: M'sila
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Lors de cette étude, les huiles essentielles eéntedtées sur des souches bactériennes

qui aujourd’hui sont impliquées dans diverses ites et dont certaines ont acquis une

résistance face aux antibiotiques (ElVa et EIVD).

Quatorze souches ont donc été utilisées quatrérest. Gram positif, trois a Gram négatif,

cing champignons et deux levures. Leurs pouvoiteqagnes sont illustrés dans le tableau

13.

Tableau 13. Pouvoirs pathogenes d

es microorganismes testesddrevail

Genre et espece du microorganism

a)
-

Pouvoir pathogene

Bacillus subtilisATCC6663

Non pathogéene mais provoque des infections oesajr

Bacillus coagulan€1P6625

infections oculaires

Micrococcus luteuaTCC9314

Infections de la sphére O.R.L

Staphylococcus aure@P7625

Infections de la peau, intoxication alimentaire

Agrobacterium tumefaciend°2410 | Phytopathogéne : responsable de tumeurs cheg de
nombreuse plantes cultivees

Escherichia colCIP54.8 Septicémie, infections (urinaires, géniales,
hépatobiliaires ou digestives), méningites, appeted
entérites, crampes abdominales, diarrhges,
vomissements.

Mucor ramannianuslRRL1829 Phytopathogéne

Pergillus ochroceus

Toxine pour ’lhomme

Fusarium  oxysporum  albedin

CURZA

ig?hytopathogéne : fusariose du palmier dattier

Pinicillium expansun8932

Non pathogene mais provoque la pourriture dessfr
la contamination des jus et compotes, la patuline.

Fusarium oxysporum lirCINRA

Phytopathogéne : fusariose du lin

Candida albican€LM Mycoses de la peau
Saccharomyces cerevisiaermentation des matieres végétales ou animales
ATCC4226

AT.C.C : American Type Culture Collection ; C.U.RAZ: Collection de I'Unité de Recherche sur les &sn
Arides (Alger) ; C.I.P : Collection de I'InstitutaBteur de France ; C.I.N.R.R : Collection de litustNational
de Recherche Agronomique Dijon, France ; N.R.Rbrthern Regional Center(U.S.A) ; C.L.M: Collectidn
Laboratoire de Microbiologie de 'ENS de Kouba.

Les résultats des concentrations minimales iniceir (CMI) des différentes huiles

essentielles sont reportés dans le tableau 14 retremd un trés bon pouvoir inhibiteur contre

toutes les souches bactériennes (CMI ne dépasasadQm/mL).

L’essence de Medjedel (M) inhibe mieux toutes lestéries a Gram négatif, le

Bacillus coagulans et

le Saphylococcus aureus pour les Gram positif, ld=usarium
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oxysporum albedinis et lePinicillium expansum pour les champignons (CMI<@§/mL) sans

toutefois que les autres ne dépasseagtrilL pour lePergillus ochroceus.

La concentration inhibitrice la plus élevée ;uinL, est observée sur toutes les
bactéries a Gram négatif, Bacillus subtilis, le Microccus luteus, le Pergillus ochroceus et le
Candida albicans pour I'essence de Boussaada (BO), sur toutdsae®ries a Gram positif,
le Pergillus ochroceus et le Candida albicans pour I'huile de M'sila (MS) et IeCandida
albicans pour I'essence de Bordj Ghdir (BG) alors qu’efteibe lePseudomonas aeruginosa
a une CMI<0,ng/mL et lePinicillium expansum a 0,ug/mL.

Par contre I'huile de Ghardaia (G) révéle un poavoir inhibiteur (CMI<0,fpg/mL) pour

les champignons et Baccharomyces cerevisiae.

Tableau 14.Concentrations minimales inhibitrices des huileseatielles dA. herba-alba

_ _ Concentration (ug/mL)
Microorganisme
BO MS G BG LG BB M D D BA
Bactérie & gram positif
Bacillus subtilis (ATCC6663) | 10 5 5 5 5 5 1 5 5 5
Bacillus coagulans (CIP6625) | 5 5 5 5 5 5 <05 5 5 5
Microccus luteus (ATCC9314) 10 5 5 5 5 5 2 5 5 5
Staphylococcus aurel
(CIP7625) 2 2 0,5 5 5 1 <05 5 5 5
Bactérie & gram négatif
Agrobacterium tumefacien 5-
(N°2410) 10 10 10 5 10 10 <05 5 5 5
Escherichia coli (CIP54.8) 10 10 2 5 5 5 05 5 5 S
Pseudomonas aerugino
(CIPA22) 10 10 5 <0,5 5 2 <05 5 <05 5
Champignons
Mucor ramannianu
(NRRL1829) 2 5 5 2 5 2 25 5 2 2

Pergillus ochroceus 10 10 5 5 5 5 5
Fusarium oxysporum albedin 5 5 <05 5 5 1 <05 2 5

(CURZA)

Pinicillium expansum (8932) 5 1 <05 05 05 <05 <05 05 05 05

Fusarium  oxysporum  lin

(CINRA) 2 5 <0,5 5 5 1 1 5 5 5
Levures

Candida albicans (CLM) 10 10 5 10 5 5 25 5 5 5

Saccharomyces cerevisiae

(ATCC4226) 2 2 <0,5 2 1 1 05 1 2
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Les Huiles de Djelfa (D et D’) inhibent pratiquem&e la méme maniére toutes les
souches bactériennes a I'exceptiorPdeudomonas aeruginosa bactérie a Gram négatif qui a
une CMI<0,ug/mL pour Djelfa (D’) contre une CMI deu§/mL pour Djelfa (D) et le
champignonMucor ramannianus dont la CMI est de | &y/mL pour Djelfa (D’) et Smg/mL

pour Djelfa (D).

Les essences de Laghouat (LG) et de Batna (BAleaydes CMI similaire pour
toutes les bactéries pathogenes et non pathogenégpasur la bactérie a Gram positif, le
Agrobacterium tumefaciens de I'huile deLaghouat (LG) dont la CMI est deux fois celle de
Batna (BA) et leMucor ramannianus dont la CMI de Batna (BA) et 2,5 fois moins queeel
de Laghouat (LG).

De maniére générale, les activités antimicrobiengtesantifongiques de toutes les
huiles essentielles sont efficaces contre les bastéauf pour I'huile de Boussaada (BO) et
M'sila (MS) ou elles montrent une résistance re&ataux bactéries a Gram négatif. Cette
résistance peu étre attribuée au fait que la bacest enveloppée dans un antigéne
impérméable aux composés lipophiles dont certaimstituent les huiles essentielté¥. 4
Parmi tous les échantillons testés, I'huile esslatide Medjedel (M) est la plus active sur
toutes les bactéries et les levures comparées atresaessences excepté Hesarium
oxysporum lini qui lui est mieux inhibé par I'essence de Ghard&@pn (CMI< 0,5ug/mL)

contre ug/mL pour Medjedel (M).

Plusieurs auteurs ont attribué les effets antirbiemms des huiles essentielles a leurs composés

majoritaires en synergie avec les composés mirestd* 14°

L’ A. herba-alba présente une grande diversité dans la compositionigue ainsi que
dans les chémotypes. L’artemisia alcool et le amnat alcool s’averent actifs sur les
microorganisme$?® %’ Les alcools monoterpéniques comme-tErpinéol, le linalool,
I'artemisia alcool et le santalina alcool, le bayhét le thujanol sont la cause du pouvoir
inhibiteur contre plusieurs microorganismes et gméant une activité anitmicrobierfie 14
alors que la carvone et la piperitone présentemtaativité antifongiqué®®
Les constituants cétoniques tels queodthujone, lap-thujone et le camphre sont des
constituants bioactifs des huiles essentiellesésemtent une activité antibactérierfie:>®

Dans ce travail, seulement deux huiles contiendestalcools monoterpéniques a des

concentrations considérables (artemisia alcool 5d&ntalina alcool 4.3% et yomogi alcool
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4.1%) pour Ghardaia et (artemisia alcool 1,1%prpdedjedel, alors qu’elles contiennent

7,3% de bornéol et 13,4% de 1,8-cinéol qui lui,agtmicrobien*>! Néanmoins, la majeure

partie de ces huiles sont des cétones constitudespalement de camphre,odthujone, de

B-thujone, de chrysanthénone et de davanone.

Comme reporté en littérature, le camphre et leptias sont des constituants bioactifs des

huiles essentielle$®**°Le tableau 15 ci-dessous illustre la biactivitégdelques constitunts

importants.

Tableau 15 Bioactivité de quelques constituants des huilesressles

Composés

Bioactivités

bornyl acétate

Antibactérien, antispasmodique tiviaal, saveur, insectifug

myorelaxant, pesticide et sédatif.

expectorant,

€,

D V7 W

if,

—

camphre Allelopathique,  analgésique, anesthésiquanti-acné,  antidiarrhetiqu
antidysenterique, antioxydant, antiseptique, aasisppdique, stimulant-CNS$
cancer-préventif, carminatif, produit de beautéyestorant, fongicide, herbicid
insectifuge, nématicide, pesticide, stimule la mesion.

carvone Antiacétylcholinestérase, antiseptiquejudant-CNS, cancer-préventif, carmina
saveur, insecticide, insectifuge, nématicide, pa€due, pesticide, sedatif,
trichomonicide, vermicide.

a-thujone Antibactérienne, insectifuge, larvicidegsficide, _abortifacient emménagoguys
epileptogenique /convulsant

S-thujone antibactérienne, emménagogue, insectifugsijcide, epileptogenique/convulsar

1,8-cineole Antimicrobien

linalool Antimicrobien, hypnotique, hypothermique.

nerolidol Antimalaria

S-caryophyllene

Aldose-réductase-inhibiteur;  anti@c ;
anticariogenique ; antifeedant;
antistaphylococcique; antistreptococcique; antitume candidicide;

fongicide; insectifuge; irritant; parfumerie; pestie; sédative; termitifuge

antiasthmatique;

flaveur

antibactérien;
anti-inflammatoire; antispasmodiqusg;

o-Phellandrene

Hyperthermique; irritant; spasmogenique; tumeumprtaur

Piperitone

Antiasthmatique; flaveur; herbicide; insectifugarfpmerie ; pesticide

Sabinéne

Parfumerie

S-Sabinyl acetate

Epileptogenique/convulsant

En

comparant

l'effet des composés majoritairesA.ldrba-alba sur les

microorganismes, (tableau 12), il apparait que pe@&aphylococcus aureus et le Fusarium
oxysporum albedinis les essences de Medjedel (M), Ghardaia (G), BBadj Arreridj (BB)

ont une meilleur activité pour des concentrationsvgrient entre [<0,54ig/mL]. Cette effet

peut étre attribué aux composés majoritaires comsnqurelles renferment tels que

le

camphre, le 1,8-cinéole et le bornéol.
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L’huile de Medjedel (M) est tres efficace contreBacillus coagulans (<0,5mg/mL) ;
ceci qui pourrait étre du au pourcentage élevé,&cihéole ou au pinocarvone 5,6% qui est

le composé non commun aux autres essences comieairau 1,8-cinéole.

Sur le Pseudomonas aeruginosa les essences de Medjedel (M), Djelfa (D’), Bordi
Ghdir (BG) sont trés efficaces (<0,5%). Le davandeéher davanique et le 1,8-cinéole sont

majoritaires de BG et D’ alors que le haut poutage en commun avec M et le 1,8-cinéole.

Le Fusarium oxysporum lini quant a luiest tres inhibé par I'huile de Ghardaia (G) ;
ceci serait d0 a la présence du santalina alcae €artémisia alccol pratiguement inexistant

ou a I'état de trace dans les autres essences.

lll. Partie expérimentale

[11.1. Milieu de culture (EIVa)
Agar Nutritive modifié : 10g : Glucose,5g : peptqfhg :extrait de Malt, 2g : extrait de
levure, 5g NaCl, 18g Agar, 100mLE , PH=7,2, nous avons ajouté du tween 80 a 1%dafin

mieux disperser I'huile dans la gélose nutritiveletenir un milieu homogéne.

[11.2. Mode opératoire (EIVb)

La CMI a été déterminée en utilisant la méthode mésos dilutions suivant la
quantité d’huile essentielle disponible, les comdions varient de 0,5 a 7hg/mL). Les
concentrations des micro-organismes sont préalasienalibrées a 3 f@ellules/mL
Nous avons utilisé des boites de pétri en verré dm de diametre stérilisées. Le milieu de

culture, les micropipettes, les microseringuesest tubes a essais destinés a contenir les
suspensions microbiennes sont stérilisés a I'aanech 120°C pendant 20 minutes.

Le comptage des germes s’est effectué sur uneleelu malassez (Hematimére de
Malassez) et sous un microscope optique. Chaque bei pétri contient 3 ml de milieu
gélosé et une concentration connue d’huile esslentiul de chaque microorganisme sont
alors déposés en un point sur la gélose nutriaque expérience est répétée deux fois afin
de confirmer I'effet inhibiteur.

L'incubation est ensuite effectuée a 30°C a l'iigé@r d’'une étuve. Les résultats sont lus 24 h

apres pour les bactéries et les levures et 48dsaqqmur les champignons.
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Ces résultats consistent a noter s’il y a présenoe absence de croissance des
microorganismes. La concentration la plus faibleneite essentielle qui inhibe totalement la

croissance des germes est considérée comme étamtdantration minimale inhibitrice.

IV Conclusion

Les différentes huiles essentielles étudiées damhapitre montrent globalement dans
ce cas une trés bonne activité inhibitrice ; cepandl est difficile de relier cette activité a un
ou deux produits du fait de leur synergie. |l deiatéressant d’étudier cette activité
inhibitrice par rapport a des constituants purs. &leurs, la variabilité de la qualité des
essences en fonction des différents facteurs détlimature du sol, période et méthode
d’extraction, age de la plante, région, etc...) netpgu’entrainer une variabilité dans
I'activité inhibitrice également. Par conséquemt,travail important reste a faire pour cerner

au mieux ces différentes activités biologiques.
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1. Introduction

Un antioxydant est une molécule qui diminue ou eshpél'oxydation d'autres
substances chimiques. Dans les systémes vivaasts, rddicaux libres se forment
constamment. Toutefois, lorsque la production depak capacité antioxydante de
l'organisme, ces espéces radicalaires telles qgge rddicaux hydroxyles, les anions
superoxydes et les peroxydes d’hydrogenes attadgehpides, les protéines et I'ADN. Elles
endommagent l'intégrité structurale et la foncti@s membranes des cellules, les enzymes et
le matériel génétique, et conduisent a certaindadies comme les maladies coronariennes et

le cancef*

Un corpus croissant de preuves montre que diversasditions pathologiques, y
compris les maladies cardio-vasculaires, I'arthdieers cancers et la maladie d'Alzheimer,
sont associés, au moins en partie, avec les efédéstes du non contrdle de la production de

radicaux libre$?®

Bien qu'il existe des composés antioxydants sywiheés, comme le
butylhydroxyanisol (BHA) et le butylhydroxytoluer®HT), qui sont couramment utilisés
dans les aliments, il a été rapporté que ces cofspm des effets secondaitds >
Les antioxydants naturels sont devenus une parbriapte dans I'alimentation humaine en
vue de réduire le risque de maladies. Pour cesmnsjda recherche de nouvelles sources
d’antioxydants naturels potentiellement sdres,caffies et bon marché a suscité un intérét

considérable dans la communauté scientifiquefeidandustrielle et académiqu#.

Le nombre de rapports sur lisolement et l'essas @atioxydants naturels,
principalement d'origine végétale, a beaucoup aaggneu cours de la derniere décennie. Un
grand nombre de différentes épices et herbes aiqumeat ont été testés pour leur activité
antioxydanté>" **® Toutefois, il existe encore de nombreuses plamges, étudiées oul les

connaissances sur leurs propriétés antioxydatveistees rares, commeAherba-alba

Ce chapitre traite de la détermination de I'acf\dantioxydante des huiles essentielles,
des extraits par solvants, de l'isolement et d#enitification des composants actifs présents
dans IA.herba-albapar la méthode “on-line” HPLC-DAD-DPPH de chaquanstituant
individuel *°®?Les composés purs sont par la suite quantifiésipsage de I'inhibiteur vis-
a-vis du radical DPPH.
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[l. Résultats et discussion

[I.1. Etude de I'activité anti-oxydante des huilesessentielles dA.herba-alba:

L’activité antioxydante a été évaluée en ultraeigar le test du piégeage du radical
DPPH?®? stable par les huiles essentielles des écharstiltin IA.herba-albaextraits par
hydrodistillation et par micro-onde ainsi que calleBHT apres quinze minutes de réaction a
A=515nm sur des solutions méthanoliques meres dénilmg
Ce test est largement utilisé par la communautnhstigue dans les cas d’étude comparatifs.
Les résultats qui représentent la moyenne surésgsais sont regroupés dans le tableau 16.
Les pourcentages de capture du radical (&Rt été calculés & partir de la relation ci-

dessous:

%CR=|22:|x100 (1)

ou: Ag est I'absorbance du blanc (t = Omin); Ast 'absorbance de la solution de I'extrait

testé (t = 15min).

Tableau 16. Activité anti-oxydantg(%) évaluée par le radical DPPH des huiles esdlestie
d’A. herba-albaextraites par HD et MD

: Activité de piégeage du DPPH (%CR)
Echantillon oD VD
D 6.33 6.21
D’ 6.85 6.36
LG 8.49 7.88
BA 6.35 6.03
BG 5.65 5.66
BB 13.23 13.06
DC 9.53 9.56
BO 8.32 -
R 9.62 9.33
M 10.29 9.98
G 0.18 0.20
MS 7.81 7.53
BHT 64,72

HD: hydrodistillation; MD: Micro-onde distillation% CR : pourcentage de capture du radical
D: Djelfa; D’: Djelfa; LG: Laghouat; BA: Batna; BLBordj ghdir; BG: Bordj Bou Arreridj; DC: Dra@hih;
BO: Bousséada ; R: Roumana; M: Medjebel; G: Ghardsdi MS: M'sila

Au vu de ces résultats, les huiles essentiellashdrba-albaont manifesté une trés

faible activité antioxydante pour une concentratag 1mg/mL. Généralement, le pouvoir
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antioxydant est associé aux composeés phénoligaeg)i n’a pas été identifié dans nos

essences.

[1.2. Etude préliminaire

Les extraits dA herba-alba(EVa, 111.1.1, p 101)de quatre régions d’Algérie Bouira
(BI), Djelfa (D), Laghouat (LG) et M'sila (MS) olteis (EVb, 111.1.1, p 101) par I'éther de
pétrole et le butanol (figure 17) ont été évaluesdJ¥ pour leur activité antioxydante par le
DPPH®® 41=515 nm en mélangeant dans des cuves une somgtinanolique de DPPH

avec les solutions méthanoliques des extraits.

2q de la partie aérienne
d'A.herba-alba poudre +100mLU
HCL{2N) (40°C, 40min)

Extraction 3x50mL
éther de pétrole

Phase acide Extrait d'éther

gxtraite E s 2
3x50mL n-BuOH evapore a sec

Exrait n-BuOH
évapore a sec

Figure 17.Protocole d’extraction par hydrolyse

Les extraits sont préparés a differentes concémtsat(25-1000pug/mL) dans du
méthanol pour UV. La moyenne sur trois essais dascentages de capture du radical ont été
calculés a partir de (1) pour la concentration mogede 150 ug/mL (Tableau 17).

Les extraits d'éther et de butanol présentent omv@ir antioxydant trés important pour
toutes les régions (81,84-94,04%) a I'exceptionl'dgtrait de Bouira butanolique dont
I'activité est plus faible (51,47%). L'extrait deutanol de Laghouat est moyennement actif
(72,63%) par contre son extrait éthéré est le pletif avec 94,04%. L'extrait de Djelfa
possede une activité Iégérement plus importante Ifgainantillon butanolique.
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Tableau 17.Activité antioxydantg%) évaluée par le radical DPPH des extraifs tierba-

alba des régions d’Algérie

Activité de capture du radical DPPH

Solvant Echantillon %CR
Bl 81,84

D 83,24

Ether MS 88,95
LG 94,04

Bl 51,47

Butanol D 88,49
MS 89.80

LG 72,63

Bl : Bouira ; D : Djelfa ; MS : M’sila ; LG : Laghamat ; % CR : pourcentage de capture du radical

Pour compléter et confirmer le choix de la régi@nla plante ainsi que du solvant
d’extraction, nous avons analysé par HPLC-DAD & 2k (figure 18-21) et 330 nm en
annexe 2 et HPLC-DAD-DPPH a 515nm les différemtfraits a une concentration de
10mg/mL.

Les profils des chromatogrammes (figure 18 et 18)tnent que les extraits d’éther de
M'sila et de Bouira présentent une grande simiét(uics a 18, 25, 27, 28, 29 et 34 min) et ils
sont plus riche comparés a ceux de Djelfa (pic2Z5%t 29 min) et Laghouat (pics 25 et 27
min) (annexe 2, figure a et b). Néanmoins les piesM’sila ont une intensité double par

apport a ceux de Bouira.

Bl
0z

0y

(i

PR W

0o 50 10 ®D 20 Ho I@® IO 40 &£0 20 =

Minutes
Figurel18. Profil chromatographique de I'extrait d’étheAdherba-albade Bl a 254 nm
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Figurel9. Profil chromatographique de I'extrait d’étheiAdherba-albade MS a 254 nm

Les chromatogrammes (annexe 2, figure c, d et & edtraits de butanol montrent
une grande similitude néanmoins I'extrait de Lagiio(LG) présente des pics d’intense
importante mais I'échantillon de M’sila (figure 2@st le plus riche en constituants comparé

aux autres extraits.

MS

ol

L I T O I e T R e e
i 50 10 ®vED 20 =0 LD ID 40 £ 0 =
MMinutes

Figure 20. Profil chromatographique de I'extrait de butandAdiierba-albade MS a 254 nm

Les extraits de M’sila (MS) et Laghouat (LG) on¢ &n outre évalués par HPLC-on
line-DAD-DPPH!®%*%2 Cette méthodologie permet le repérage rapide désxgdants dans
des mélanges complexes par un mélangeur postrelavec des solutions radicalaires. Le
signal de réduction résultant est détecté commeiainégatif par un détecteur d'absorbance
(a 515 nm pour DPPH. Apres cela, il est facile de détecter les corapts actifs présents

dans chaque extrait (Figure 21 et 22).
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Les chromatogrammes on-line de la capacité de apitwuradical DPPH des extraits
d’A.herba-alba(Supérieur a 515nm et inférieur a 330 nm) montrerg activité similaire
pour les deux extraits de Laghouat (LG) et M’'sl&S), mais le chromatogramme est plus

riche pour MS. Ainsi IA.herba-albade la région de M’sila fera I'objet de ce travail.

LG

— T — T T T T
0a 10.00 20.00 3000 40.00 50.00
lMnutes

Figure 21.Chromatogramme « on-line » de la capacité de caypliw radical DPPH de
I'extrait LG de butanol dA.herba-alba(Supérieur 515nm et inférieur 330 nm)

MS

M|

I N D
00 &0 00 ®O A0 HND 00 K00 400 40 0O B

In.tes

Figure 22. Chromatogramme « on-line » de la capacité deucayplu radical DPPH de
I'extrait MS de butanol dd.herba-albaSupérieur 515nm et inférieur 330 nm)

L’'armoise blanche MS étudiée (EVa, Ill.1.1, p 1@Bns cette partie provient du

méme lot et dune méme période de culture que calidiée précédemment. La matiére
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végeétale est extraite par (le chloroforme, le nébhde diéthyl éther et I'éthanol) en utilisant
le soxhlet (EVc, 111.1.1, p 102) qui lui, permet traitement des solides de toutes tailles et
présente I'avantage de ne pas nécessiter beauemgvént:>®

L’évaluation de Il'activité antioxydante des exsaibtenus a été déterminée par le test
DPPH*? & 515nm de la méme maniére que précédemment evsolutions méthanoliques
de l'extrait a différentes concentration (25-200plg/ (annexe 3). Les pourcentages de
capture du radicH#® ont été calculés & partir de (1)

La moyenne des rendements d’extraction et des %dLiR yne concentration de 150 pg/mL
sur trois essais sont illustré dans le tableau 18.
Il apparait que les rendements et la capacité tuaple radical DPPH est mieux observe

pour les extraits polaires en particulier I'éthaa@6,60%.

Tableau 18. Influence de la nature du solvant sur le rendgrae extrait et sur la capture du
radical DPPH

Solvants Masse (Q) R (%) %CR
Chloroforme 8,44 21,10 6,77

Méthanol 12,18 30,45 81,90
Diéthyl éther 2,19 5,48 3,62

Ethanol 12,20 30,51 86,60

% CR : pourcentage de capture du radical ; R%deemnt d’extraction

A priori, nous pouvons dire que le meilleur solvaourrait étre celui qui donne le
plus grand rendement, or suivant la nature de -cgluious n’obtenons pas le méme type
d’extrait. Certains solvants extraient de la matieégétale a la fois le principe odorant, les
pigments (colorants) et les matieres cireuses.t@esas du chloroforme, de I'éthanol et du
méthanol qui, en plus de l'huile essentielle ermtides pigments et des cires. Nous
remarqguons toutefois que le diéthyl éther donnexirait d’aspect pateux de couleur claire et
contenant des matieres cireuses en faible quatdiiél'odeur fraiche et agréable caractérise
la planted’A.herba-alba Ceci est du au facteur de polarité, en effet,cmmposants d’'une
essence sont mieux extraits par des solvants deenp@harité. Nous ne pouvons donc pas
nous baser sur le rendement global en extrait pouvoir affirmer que tel ou tel solvant est

meilleur pour I'extraction.

L’'analyse par HPLC a haute résolution des diffé&yegnttraits permet de faire une

meilleure comparaison afin de mieux choisir le anhadéquat.
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Les profils chromatographiques des extraits a &t et au méthanol (figure 23 et 24) sont
similaires et présentent des pics au méme tempételetion que les extraits précédents (18,
25, 27 et 30 min). Pour les extraits a I'étherwechloroforme (annexe 4), le pic a 25min est

pratiguement le seul obtenu.

Methanol

B B =28

=

0o 20 U w®D 4D 2D 1N XD 400 &0 DO =X
Minutes
Figure 23.Chromatogramme de I'extrait de méthand tierba-albade MS a 254 nm

It Ethanol

0
0
20
o4

iz N
.I,.--J'm__‘_‘_

o e N
N N R
oo &0 N ®wO 20 =20 N0 2O L0 &£OD T0 =TI

Minutes

Figure 24.Chromatogramme de I'extrait de I'éthanoAdierba-albade MS a 254 nm

En effet, les deux solvants employés meénent vess nE€mes conclusions et
pratiguement vers le méme rendement. Par conséqiesht’éthanol qui est recommandé en
utilisant la macération avec une matiere végétalmyde, puisque le soxhlet présente
I'inconvénient d’exposer continuellement la comera une chaleur intense, favorisant ainsi
sa dégradation. De plus, le méme rendement peritotenu au moyen d’'une macération

avec une température ambiante contre une tempeditlyullition de solvant par le soxhlet.
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[1.3. Activité guidée par chromatographie et isolerent des antioxydants

[1.3.1. Extraction et activité antioxydante de constuants d’A. herba-alba

La partie aérienne broyée deé\lherba-albade M'sila (EVd, 1lIl.1.1, p 102)a été
extraite par macération avec de I'éthanol absdl tampérature ambiante (EVe, I1l.1.1, p
102), la solution méthanolique évaporée a secuwsteatempérature inférieure a 40°C donne
I'extrait éthanolique NO (59,939).

a. Activité de capture du radical DPPH

L’évaluation de l'activité antioxydante de I'extr&thanolique a été déterminée pour
I'activité de capture du radical DPPH a 515 nmrpane concentration de 100 pug/mL. Le
pourcentage de capture du radical de I'extrait fd€aa été calculé a partir de (1) et présente
une activité moyenne de 52,21% (annexe 6).

b. Analyse par chromatographie liquide HPLC-DAD

Les chromatogrammes de NO (extrait total) préseértrmprofil total (figure 25 et
annexe 5) sont complexes. Les chromatogrammes &fdide 25) et 280 nm sont trés
similaires. Le chromatogramme a 330 nm présenfaaiil plus clair, néanmoins il nous ne
renseigne pas sur les composeés actifs, pour cels ans procédeé a I'analyse guidée “on-

line* HPLC-DAD-DPPH®*®34fin de repérer les composés actifs.

NO 254nm
0.10-
7
0.05-
0.00]
0.00 10.00 20.00 30,00 40.00 50.00

Minutes
Figure 25.Chromatogramme HPLC de I'extrait éthanol (NO)dherba-albaa 254 nm

C. Technique combinée HPLC-DAD-DPPH

Cette techniqgue de détection dans des mélanges lexasp consiste en la
caractérisation “on-line" de composés actifs parsysteme de réaction en post-colonne en
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utilisant la chromatographie liquide a haute résotu (HPLC), les éluants sont d'abord
détectés par un détecteur de diodes (DAD), puisait mélangés a la sortie de la colonne
avec une solution radicalaire de DPPH. Le sigealédiuction ou de non absorption résultant

est détecté comme un pic négatif par un détectebsarbance UV (a 515 nm pour DPBH

Un systeme légerement différent a été installé ahorhtoire de Chimie Organique de
I'Université de Jaen, sur lequel a été réalisépaie expérimentale. Ce nouveau systeme
consiste a utiliser uniguement un seul détected&D Dans se systéme nous avons placé
une valve de commutation qui permet de diriger élaants vers le détecteur DAD, dans une
premiere injection de I'échantillon ou vers un tw®eréaction dans une seconde injection de
I'échantillon dans lequel les éluants se mélangaeic une solution du radical DPPH. La
figure 44 dans le paragraphe (11l.2.2.e) schéradgjuipement HPLC-DAD-DPPH pour la
détection de composés avec une activité antioxgddrd signal de réduction ou de non
absorption résultant est détecté comme un pic iiggatle méme DAD. En conséquence, la
superposition du chromatogramme de HPLC «invers®e & chromatogramme HPLC de

I’échantillon permet de détecter les pics qui pdeséune activité antioxydante.

Cette méthode a été appliquée a l'extrait total dN8.herba-albaafin de nous
renseigner sur l'activité de ses composés majoegour pouvoir procéder a leur extraction,

leur isolement et leur identification (figure)26

5
2.00 3

1.60] (A) NO

1.201

0.08-
0.04- I_
0.00 -

0.00

-0.014
-0.02

-0.03 [B]
-0.04-

Figure 26. Chromatogramme « on-line » de la capacité de oaypliw radical DPPH de

I'extrait éthanol (NO) dA.herba-alba(supérieur 515 nm, inférieur 330 nm)
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Cette étude montre la présence de 4 pics actifspguvent étre isolés par
fractionnement sur gel de silice en utilisant dedomnes chromatographiques et par
chromatographie préparative apres extraction céréiéd NO par solvants.

[1.3.2. Extraction et activité anti oxydante de |'etrait éthanolique

a. Rendement et activité anti oxydante

La poudre obtenue de NO est extraite par différsolgants (dichlorométhane, acétate
d'éthyle, n-butanol). L’'organigramme de la figure 27 préseldedémarche suivie pour
I'extraction des différentes phases (EVe, 111.721,02).
Les rendements d’extractionsAdherba-albaavec chacun des solvants et leur capacité a
capturer le radical DPPH pour une concentrationl@@ug/mL sont représentés dans le
tableau 19

Tableau 19.Rendement d’extraction et activité antioxydantes éxtraits exprimé en % de
capture du radicale DPPH (%CR).

Extraits R(%) %CR
N1 59,60 -
N2 4,74 93,25
N3 2,35 82,87
N4 8,29 48,54

NO : extrait EtOH ; N1 : exrait DCM ; N2 : extréficOEt; N3 : AcOEt PH3; N4 : BuOH
% CR : pourcentage de capture du radical ; R%dement d’extraction

L'extrait N4 (BuOH) présente une activité de 48fpb4omparable a celle de I'extrait NO
(EtOH) 52,21%. Les extraits de I'acétate d’éthyl2 (4,74%) et de I'acétate d’éthyle aprés
acidification de la phase aqueuse N3 (2,35%) ospeetivement une activité antioxydante
tres importante de 93,25% et 82,87%.

b. Evaluation de I'activité antioxydante de capturedu radical DPPH :

Les cing principales fractions obtenues (NO, N2, éi3\N4) de I'extrait éthanolique
d’A. herba-albaont été évaluées pour leur capacité de piégediealdibre DPPH. Parmi ces
cing fractions, en termes de pourcentages de @piwradical DPPH, les fractions les plus
actives sont N2, N3, N4 et NO, avec 102,60%, 47,88%//5% et 28,67%, respectivement
(Tableau 20).
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1kg de la partie aérienne d'A_herba-alba broye
maceré dans EtOH absolue 200ml/100g (25°C, 24h)

F.ﬂsiduel

Extrait brot évapore a sec
m=5%,53g Extrait NO

10g extrait+200mL NaCl 10%
tr*.rtrait avec CH2ZClZ (200mLx3

Fhase agquense

Phase CH2Cl2 évapore
a sec m=35,72mg extraite par l'acétate
Extrait N1 d'éthyl (200mLx3)

Précipité dvaporé Phase aquense+Hel5% & ths'-" de_l:“'-‘;tﬂt'-‘r_d"-‘?h‘.-'lﬂ
i sec m= 6,64g PH3 extraite par l'acétate evapore a sec m=1,84g
Frrait P d'éthyl (150mLx3) Extrait N2

Exrait FtOAC PH=3 Phase aquense extrait
Evapore d sec m=1,41 par n-butanol
Extrait N3 (200mLx3)

Phaze n-BnOH évapore m
4 sec m= 4,97

Fxtrait N4

Figure 27.Protocole d’extraction et d’'isolementAdherba-albade M’sila
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Comme figurant sur le tableau ci-dessus, I'extfdt possede une capacité de
neutralisation du radical libore DPPH puissantasque il agit a une faible dose. CessgEC
sont déterminés graphiqguement des trois tests &2mhmt I'abscisse la concentration de

I'extrait et I'ordonnée I'activité antioxydante @ourcentage (%CR).

Tableau 20. Activité antioxydante (méthode DPPH) des extraisrinés en pourcentage de

capture du radical (%CR)

Extrait Equation R* CEso+ DS (ug/mL) %CR 50 + DS (%)

NO Y=0,4175x + 7,1434 0,9938 102,65 28,02
Y=0,4081x + 8,2974 0,9912 102,19 101,51+1,37 28,70 28,67+0,64
Y=0,4164x + 8,4843 0,9924 99,70 29,30

N2 Y=1,9306x + 5,8930 0,9920 22,85 102,42
Y=1,9400x + 6,1841 0,9910 22,58 22,76 +0,16 103,18 102,60+0,51
Y=1,9232x + 6,0513 0,9923 22,85 102,21

N3 Y=0,9101x + 2,5559 0,9910 52,13 48,06
Y=0,9089x + 0,5869 0,9967 54,36 52,37+1,87 46,03 47,84+2,41
Y=0,9074x + 4,0553 0,9956 50,63 49,43

N4 Y=0,3446x +15,1370 0,9929 101,17 32,37
Y=10,3345x +18,0120 0,9945 95,63 98,37+ 2,77 34,74  33,75%1,23
Y=0,3281x +17,7460 0,9960 98,30 34,15

NO : extrait EtOH ; N2 : extrait AcOEt ; N3 : A&DPH3 ; N4 : BuOH

% CRy, : pourcentage de capture du radical du radicalHDRRBne concentration de p@/mL

CEso: Concentration Efficace de I'extrait pour rédulee DPPH de 50% ; Y : %CR; x: Concentration de
I'extrait

c. Analyse par chromatographie liquide

Les extraits sont analysés par chromatographieidéqwa haute résolution sous
différentes longueurs d’onde (254, 280 et 330 remgc l'objectif de connaitre les profils
chromatographiques et de pouvoir choisir les estrai soumettre au fractionnement et a
I'isolement des composeés actifs.
L’extrait N1 du DCM concerne les constituants npolaires de faible activité
antioxydanté®® **” Les deux profils & 254 et 280 nm sont compléterdéférents (annexe
7).
Les extraits N2 et N3 les plus actifs par rappoltwa activité de capture du radical DPPH

présentent des profils chromatographiques claissngtaires pour les trois longueurs d’ondes
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(figure 28, 29 et annexe 8, 9). N2 présente dec imiajoritaires a 24,40 et 26,96 min (figure
28) et N3 deux autres pics majoritaires a 14143.€96 min (figure 29).

1401 N2 254nm
12H
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-, 080
<l ]
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UEU@M

0.00] —

00 50 1000 1500 2000 2600 000 ¥ 000 &0 A
Minutes

Figure 28.Chromatogramme HPLC de I'extrait d’AcOEt (N2Adherba-albaa 254 nm

" N3 254nm
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Figure 29.Chromatogramme HPLC de I'extrait d’AcOEt (N3)dherba-albaa 254 nm

Les chromatogrammes du précipité P (figure 30 neege 10) résultant de I'extraction par
'AcOEt montrent trois pics majoritaires a 24,4@7 et 31min. les profils pour les trois

longueurs d’ondes sont d’une grande similitude.
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Figure 30.Chromatogramme HPLC du précipité d’AcOEt (PAdierba-albaa 254 nm

Les chromatogrammes de I'extrait de butanol (figdteet annexe 11) sont complexes

et présentent presque les mémes pics cités daastles extraits.
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Figure 31.Chromatogramme HPLC de I'extrait BUOH(N4Adherba-albaa 254 nm

Ainsi les fractions de I'acétate d’éthyle et decétate d’éthyle apres acidification de la phase
agueuse ainsi que le précipité ont été sélectianpéar mener a bien cette étude, pour cela

nous avons été amenés a identifier et détectesiepits composés actifs délherba-alba

La détection des composés antioxydants a été mi@reritére pour la recherche de
molécules actives dans la plante, un test paclanique “on-line” HPLC-DAD-DPPH!
et la détermination du pouvoir inhibiteur des egdra été un critere de choix (Tableau 20).
Cependant nous verrons qu'un composé ne détrusamtle DDPH a été isolé afin de

compléter la connaissance de la plante étudiée
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d. Technique combinée HPLC-DAD-DPPH

Les extraits actifs obtenus a partir de I'extraitad@oligue NO dA.herba-albaont été
en outre, évalués par HPLC-on line-DAD-DPPR®? Ceci nous a permis de repérer
rapidement les antioxydants présent dans chaqugdn grace a un meélangeur post-colonne
avec la solution radicalaire du DPPH (figure 32-3% signal de réduction résultant est
détecté comme un pic négatif par un détecteur afbhece (a 515 nm pour le radical DPPH).

3

2501 (A) N2
Z.00 1 4

1.50

1.00 1
RV
0.00 T T ¥ e

0.00+~J

0,024
-0.044

0.06-
.0.08{ (B)

Figure 32. Chromatogramme « on-line » de la capacité deucajolu radical DPPH de
I'extrait d’AcOEt (N2) d’A.herba-alba(supérieur 515nm, inférieur 330nm)

100l (A) N3
1.504
2
U.SU- L_MIR
U.UU-—H-"—«—J‘I"-‘
0.00 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
0,02
-0.04
-0.0G4
(B)
-0.084

Figure 33. Chromatogramme « on-line » de la capacité de oayplw radical DPPH de
I'extrait d’AcOEt PH3 (N3) dA.herba-alba(supérieur 515nm, inférieur 330nm)
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Figure 34.Chromatogramme « on-line » de la capacité de oayplw radical DPPH de

précipité (P) dA.herba-albasupérieur 515nm, inférieur 330nm)
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Figure 35.Chromatogramme « on-line » de la capacité de oaypliw radical DPPH de
I'extrait BUOH (N4) dA.herba-albasupérieur 515nm, inférieur 330nm)

Le chromatogramme on-line de I"extrait N2 montreedes composes 1, 3 et 4 possedent une
activité antioxydante, mais les composés 3 et 4illeseent sont en quantité majoritaire.
L’extrait N3 quand a lui présente deux pics 1 aidls seul le composé 1 possede une activité
antioxydante. Le précipité P contient quatre compaxtifs 1, 3, 4 et 5 dont trois d’entre eux

sont en quantité appréciable.
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Le chromatogramme on-line de I'extrait N4 montreaomposé actif déja signalé dans les

autres extraits et deux autres qui ne montrentreaiaativité antioxydante.

Pour cela, dans un premier lieu, I'extrait N2 aféa&tionné par chromatographie sur
colonne ouverte de gel de silice, en utilisant &damge CHCI,: EtOH de polarité croissante.
Le fractionnement de I'extrait N2 est détaillé $arrfigure 36. Les fractions obtenues sont
regroupées en cing fractions (N2a-N2e) suite aalige par CCM et HPLC. Pour connaitre la
fraction contenant les composés actifs a isolenisravons procédé a I'analyse par HPLC et

HPLC on-line des regroupements obtenus.

Extrait N2 (2,84q)
fractionné par chromatographie
sur colonne par CH2CI2:EtOH

N2a N2b N2c Mz2d Nie
356mg 1214mg Jd1mg 309mg 145mg
RP-HPLC RP-HPLC
composé 3 composé 4
15,5mg 7,7img

Figure 36. Fractionnement de I'extrait N2

Les fractions N2c et N2e ont par chromatographi€éparative RP-HPLC conduit
respectivement au composg pur (15.5mg) et au composé pur (7,7 mg). Les

chromatogrammes des figures 37 et 38 ont seris@dment des composeés purs.

AL

1.004

000 k“"}" A e ]
——

L L L L L L L L
000 500 1000 1500 2000 2500 000 3500 4000 4500 &00C
Minutes
Figure 37.Chromatogramme de la fraction N2c de l'isolemantdmposé&
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Figure 38.Chromatogramme de la fraction N2e de I'isolementomposét

L'extrait N3 aprés acidification a PH3 a étéadtrit dans une colonne ouverte de gel

de silice et élué

en utilisant des mélanges, @} EtOH de polarité croissante. Le

fractionnement de I'extrait N3 est détaillé sufiture 39. Les fractions collectées, suivie par

CCM et par HPLC sont regroupées en six fraction8afN3f). Pour connaitre la fraction

contenant les composeés actifs a isoler nous gwartedé a I'analyse par HPLC et HPLC on-

line des regroupements obtenus.

Extrait M3 (1,405g)
fractionné par chromatographie
sur colonne par CH2CI2:EtOH

Figure 39. Fractionnement de I'extrait N3

Nla M3b Mic N3d H3e N3f
166mg 174mg 128mg 291mg 456mg T2mg
RP-HPLC RP-HPLC
compose 2 compose 1
3,1mg B,3mg

Les fractions N3c et N3e ont par chromatographi€pgrative RP-HPLC conduit

respectivement au compos2 pur (5.1mg) et au compos& pur (6,3 mg). Les

chromatogrammes des figures 40 et 41 ont senvisodeiment des composeés purs.
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Figure 40. Chromatogramme de la fraction N3c de I'isolemantdmpos&
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Figure 41.Chromatogramme de la fraction N3e de l'isolementomposé

Précipité extrait P a été fractionné sur gel deestivec CHCI,: EtOH: acide formique
de polarité croissante. Apres analyse par CCM @i Lles fractions sont regroupées en cing
fractions majeures (P1-P5). La fraction P4 a édroatographié sur gel de silice avec
CH.Cl,: EtOH: acide formique de polarité croissante. tactionnement de I'extrait N3 est

deétaillé sur la figure 42

Les fractions collectées suivies par CCM et HPLE donné cinq fractions majeures
(P4a-P4e). La fraction P4b a par chromatographépgative RP-HPLC conduit aux
composés pur8 (70 mg) et 5 (34 mg). Le chromatogramme de la figure 43 a sarvi

I'isolement des composés purs.
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Extrait P (6.64mg)
fractionné par chromatographie sur
colonne par CH2CI2:EtOH:Ac formique
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Figure 42. Fractionnement de I'extrait P

composé 3 (T0mg)
compose 3 (Jdmg)

P1 P2 P3 P4 P5
85mg 757Tmg 391mg 1256mg 1179mg
fractionné par
chromatographie sur
colonne par
CH2CI12:EtOH:Ac formique
Pda Pdb Pdc P4d Pde
133mg 279mg 594mg 156mg 56mg
RP-HPLC

S'UU__ Bmu
- L;' I-. .
2,007 '
7 ]
1.00 -
U.UU- \ fLA
1 1 I 1 1 1 I
0.00 10,00 20,00

1 1 1 1 | 1
30.00

Minutes

1 I 1
40,00

'50.00

Figure 43.Chromatogramme de la fraction P4b de I'isolemestabmposés et5

Les cing antioxydants présents dans les acidesogéniques dA. herba-albaont été isolés
a I'état pur : 39-caféylquinique 1), 3,5-di-O-caféylquinique 8), 3,4-di-O-caféylquinique 4),
3, 4, 5-triO-caffeolquinic ) et E)-2 f3-Glucopyranosyloxy-4-méthoxy- acide cinnamique

2).
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[1.3.3. Elucidation structurale des composes isolés

Les cing composés ont été caractérisés et identifar 'UV, IR, HRMS, RMNH,
RMN *C, RMN 2D et par la mesure du pouvoir rotataife Les données spectrales des
composeés purs 1, 3, 4 et 5 sont en accord aveloreses publiées précédemment.
Les spectres UV obtenus montrent deux bandes diatiimo avec un épaulement sur la bande

I. Ces spectres sont caractéristiques des acidemphues (annexe 12).

Il apparait que touts les composés possedent deukels, la premiere a 203 nm pour
les composés 1-4 a I'exception du composé 5 q@iepté une bande a 216 nm. La deuxieme

bande est a 327-329 nm pour les composés 1,3Rgtiésente une bande a 279 nm.

L’expérience de corrélation scalaire COSY permetiéerminer les positions exactes
des signaux appartenant aux deux éléments de k&coiel Les attributions des signaux en
RMN *3C sont réalisées grace & un HSQC. Les enchainemielets positions relatives des

différents éléments sont confirmées par corrélaitongue distance HMBC.

Les déplacements chimiques en RMiet *C, la nature du signal, les constantes de
couplages, les attributions des signaux observikes eforrélations COSY et HMBC en RMN

2D sont représentés dans les tableaux 20 a 2dxerd3 a 17.

Le composél présente dans son spectre de masse ESI-MS (mgdé&fhdion quasi-
moléculaire a m/z 353 correspondant a [M;Hpans ESI-MS/MS (mode-négatif) I'ion fils a
m/z 191 qui correspond a l'acide quinique et darREBIFT-MS (mode-négatif) I'ion
moléculairem/z 353.0882 [M-HJ (calculé pour GH;70s, 353.0873) ce qui concorde avec
une formule moléculaire H1s09, 354g/mole. Son spectre IR présente des bandes
d’absorptions d’un hydroxyl (334@m?), un C-OH acide carboxylique (2957; 29@6™), un

C=0 ester (1730 c), un esten,B-insaturé (1601 cit), C-C Ar (1457 crit), un hydroxyl

Ar (1377 cn), un C-OH Ar (1271 ci), un C-O ester (1182 ¢ et un C-OH (1124 ci).

Les spectres RMNH et RMN**C du composé 1 réveélent la présence d’un groupe
cafféoyl confirmé par des signaux correspondanpsele couplage observé en HMBC entre
le proton H-3 et le carbone C-9’, Le caractére tiélslindé du proton H-3 montre qu'il s'agit

du site d’acylation par I'acide caféique.
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Le spectre de RMNH se caractérise par deux protons méthyléniquesentre 2,15-2,13
ppm (2H, H-2, m) un autre a 2,06 ppm (H-6ax, de¢mre 2,28-2,25 ppm (H-6eq, m) et un
proton déblindé a 5,35 ppm (H-3, m).

La présence d'un groupement cafféoyl est confirraé Ips déplacements chimiques des
protons aromatiques a 7,03 ppm (H-2’, d), 6,76 @pld’, d) et 6,92 ppm (H-6’,dd) ainsi
que les deux protons trans oléfiniques a 6,26 (8, d, 15,9Hz) et 7,55 ppm (H-7’, d,
15,9Hz).

Dans le spectre de RMNC, le groupement cafféoyl présente quatre carbgnagernaires
dont deux hydroxylés avec des déplacements de 94pm (C-3’) et 149,55 ppm (C-4’) et
un carbone ester avec un déplacement de 168,95@@).

Le spectre HMBC montre une tache de corrélationeedt3 et C-9' qui positionne l'acide
caféique en C-3.

Ces données spectroscopiques, ainsi que la vaggatime du pouvoir rotatoire spécifique
[a] 2 —7.6°, ont suggéré pour le composeé 1, la structiemstifiece comme Acide 3-O-(4,5-
dihydroxycinnamoyl)-L-quinique ou 3-O-caféylquiniuacide, ce qui est confirmé par la
comparaison de leurs données spectroscopiqueseales décrites dans la littérattie'

Les déplacements chimiques en RM# RMN *°C et Les corrélations COSY et HMBC en
RMN 2D sont regroupés dans le tableau 21

HO, ,COOH
2 6
3 5
o. of a7 "OH
' OH
7=~ 8
6 Z
5 OH

OH

Acide 3-O-cafféoylquinique

Tableau 21.Données de RMRH, de RMNC et RMN 2D dans CEDD

Acide 3-O-cafféoylquinique (1),6 (ppm)
13C-,
Cn 1H- COSY (H) HSOC HMBC (C)
1 - - 74,16 -
2 2,15-2,13(2H; m) H-3 38,22 C-7,C-1,C-4,C-3
3 5,35 (1H; m) H-4 72,08 C-9,C-1,C-5
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4 3,73 (1H; d; 7,0Hz) H-3, H-5 74,16 C-3

5 4,21 (1H; m) H-4 72,48 C-1, C-4, C-3
6eq 2,28-2,25 (1H; m) H-6ax, H-5 39,78 C-7,C-4, C-5
6ax | 2,06 (1H; d; 15,1Hz)  H-6eq, H-5

7 - - 175,33 -

1 - - 127,80 -

2’ 7,03 (1H; d; 1,4Hz) H-6' 115,19 C-3, C-4, C-7', C-6’
3 - - 146,79 -

& - - 149,55 -

5’ 6,76 (1H:; d; 8,3Hz) H-6' 116,50 C-3, C-1’

6 6,92 (1H; dd; 1,4; H-2', H-5' 122,96 c-2’

8,3Hz)

7 7,55 (1H; d; 15,9Hz) H-8’ 147,03 C-9, C-6, C-2’
8’ 6,26 (1H; d; 15,9Hz) H-7 115,37 c-1’

o - 168,95 -

Le composé2 présente dans son spectre de masse ESI-MS (mgdé&fhdion quasi
moléculaire & m/z 355 correspondant a [M;ldpns ESI-MS/MS (mode-négatif) les ion fils
am/z 193, 149 et dans HRESIFT-MS I'ion moléc@airm/z355.102qM-H] "~ (calculé pour
C16H1909, 355.1029), ce qui concorde avec une formule nutdée GeH2009, 356g/mole.
Son spectre IR présente des bandes d’absorptiom$igdroxyl (3327cm™), un C-OH acide
carboxylique (2957; 292@8m?), un C=0 acide carboxylique (1632 &nun acidea,p-
insaturé (1632 ci), un éther (1160 cm), un éther pyranique (1006 chhet un CH-OH
(1074 cn?).

Les spectres RMNH et RMN*3C du composé 2 révélent la présence d’un glucoside
confirmé par le couplage observé en HMBC entrgteton du glucose H-1'et le carbone
aromatique C-2. Le caractere tres déblindé du prétd’ suggére la présence d'une liaison
glycosidique.

Dans le spectre RMNC, nous observons seize signaux de carbones, datrteqcarbones
quaternaires C-1, C-3, C-4 et C-9, un méthyl QQhbntré par le DEPT 135 avec un
déplacement de 62,60 ppm (C-6’). Six signaux stmibaés a des carbones glucosidiques
(C-1-C-6").

Dans le spectre RMNH cing signaux attribués au proton glucoside détabservés. La
valeur de la constante de couplage (J = 7,8 Hzg émfproton anomérique de 4,95 ppm (H-1',
d) et 3,56 ppm (H-2’, dd) montre une position 1-pBotons diaxiale qui suggére uife

configuration pour le centre anomérique C-1'.

91



(63 aptlee V

Les trois protons aromatiques 6,64 ppm (H-6, ¢8le? 8,7 Hz), 6.84 ppm (H-3, d, 2,5Hz) et
7.55 ppm (H-5, d, 8,7Hz) ainsi que les deux protiinsystéeme oléfinique (double liaison
éthyléniques) a 6,40 ppm (H-8, d) et 8.02 ppm (Hh7en position trans {Js = 16.2 Hz)
suggerent une fraction d’acide cinnamique.

Sur le spectre HMBC du composé 2 apparait une tdetwrrélation entre le signal du proton
du glucose a (H-1") et le carbone aromatique (Ge2montre une liaison glycosidique sur le
groupe 2-hydroxy de I'acide cinnamique.

En outre l'interaction entre le signal du protontinogyl a 3,82 ppm (OCH3) du carbone et le
carbone C-4 a 164,36 ppm suggere le positionnechergroupe méthoxy en C-4 du cycle
aromatique.

Ces données spectroscopiques, ainsi que la vaégatime du pouvoir rotatoire spécifique
[a] 2 —70.6°, ont suggeré pour le composé 2, la strecilentifiece comme leE)-2-f-
Glucopyranosyloxy-4-méthoxy- acide cinnamidiie

Les déplacements chimiques en RV RMN *°C et Les corrélations COSY et HMBC en
RMN 2D sont regroupés dans le tableau 22

(E)-2 $3-Glucopyranosyloxy-4-méthoxy- acide cinnamique

Tableau 22.Donnés de RMNH, de RMNC et RMN 2D dans CEDD

(E)-2 B-Glucopyranosyloxy-4-méthoxy- acide cinnamique (2% (ppm)
13

1 C-,

Cn H- COSY (H) HSOC HMBC (C)

1 - - 118,08 -

2 - - 159,00

3 6,84 (1H; d; 2,5Hz) H-6 102,60 C-4,C-3,C-1,C-6
4 - - 164,36 -

5 7,55 (1H: d; 8,7Hz) H-6 12998  C-4,C-3, C-7

6 6,64 (1H; dd; 2,5; 8,7Hz) H-2, H-5 109,91 C-1

7 8,02 (1H: d; 16,2Hz) H-8 141,25 C-9, C-3,C-5,C-8
8 6,40 (1H; d; 16,2Hz) H-7 116,83 C-9 C-1

9 - - 171,80 -

T 4,95 (1H; d; 7,8Hz) H-2' 102,55 C-3

2' 3,56 (2H; dd; 7,8; 9,1Hz) H-1’, H-3’, H-4’, H-5’ 74,86 C-1, C-3
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3 3,48 (H; t; 9,1H2) H-2', H-4", H-5' 78,14 C-2, C-4
& 3,38 (H: t; 9,1H2) H-2', H-3', H-5' 71,44 c-3'
5 3,48 (H, ddd; 22,6,0; g Ho W3 Ha' 7844 C-&
9,1Hz)

6 | 3,90 (1H; dd; 12,2; 2,2Hz) H-6', H-5' -
3.68 (1H: dd: 12.2: 6,0Hz) 62,60 C-5
MeO 3,82 (3H; s) i 56,04 C-4

Le compose3 présente dans son spectre de masse ESI-MS (mgdé&fhdion quasi
moléculaire a m/z 515 correspondant a [M;ldans ESI-MS/MS (mode-négatif) les ion fils
m/z 355, 191, 173 et dans HRESIFT-M$z 515.1169[M-H]~ (calculé pour &H230;2,
515.1190), ce qui concorde avec une formule moddeulCsH240,2, 516g/mole. Son spectre
IR présente des bandes d'absorptions d'un hydrq@@73 cm?), un C-OH acide
carboxylique (2916; 2848m™), un C=0 ester (1733 ¢H, un esten,B-insaturé (1600 cm
1), C-C Ar (1469 crit), un hydroxyl Ar (1375 ci), un C-OH Ar (1271 ci), un C-O ester
(1181 cml) et un C-OH (1121 cib).

Les spectres RMRH et RMN*3C du composé 3 révélent la présence d'un deuxiéme
groupe cafféoyl par rapport au composé 1 confirmé e dédoublement des signaux
correspondants et par le couplage observé en HMB@ k proton H-5 et le carbone Ced
le caractere trés déblindé du proton H-5 montrel glagit du site d’acylation par I'acide
caféique.

Le spectre de RMNH se caractérise par deux protons méthyléniquesgentre 2,22-2,17
ppm (2H, H-2, m) l'autre entre 2,17-2,13 ppm (H¢6m) et 2,31 ppm (H-6eq, d) ainsi que
deux protons déblindés a 5,39 ppm (H-3, m) et 2 ppin (H-5, m).

La présence de deux groupements cafféoyl est coddirpar les déplacements des protons
aromatiques a 7,06 ppm (H-2" et H-2", s), 6,7MpfH-5 et H-5", d) et 6,95 ppm (H-6 et
H-6", d) également les protons trans oléfiniqu&s2b; 7,57 ppm (H-8’et H-7°, d, 15,9Hz) et
6,35; 7,61 ppm (H-8"et H-7", d, 15,9Hz).

Dans le spectre de RMNC, les groupements cafféoyl présentent chacun egpi@arbone
quaternaire dont deux hydroxylé avec des déplacensam 146,76 ppm (C-3’'et C-3”) et
149,47; 149,56 ppm (C-4' et C-4”) et deux carboester avec un déplacement de 168,45;
168,90 ppm (C-9’et C-9).

Le spectre HMBC montre une tache de corrélationeedt3 et C-9’ qui positionne l'acide
caféique en C-3. De plus la grande similitude swsplectre RMNH des signaux de H-3 et H-

5 suggere que le second cafféoyl est en positién C-
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Ces données spectroscopiques, ainsi que la vaégatime du pouvoir rotatoire spécifique
[a] 2 —123,2°, ont suggéreé pour le composé 3, la steiadentifice comme Acide 3, 5-di-O-

(4,-hydroxycinnamoyl)-L-quinique ou 3, 5-di-O-calgyinique acide, ce qui est confirmé par

i
Laptlee

la comparaison de leurs données spectroscopiqeescalle décrite dans la littératuf

175

Les déplacements chimiques en RNV RMN *°C et Les corrélations COSY et HMBC en

RMN 2D sont regroupés dans le tableau 23

Acide 3, 5-di-O-caffeoylquinique

Tableau 23.donnés de RMNH, de RMN*C et RMN 2D dans CEDD

Acide 3, 5-di-O-caffeoylquinique (3)6 (ppm)

13C-,

Cn 1H- COSY (H) HSOC HMBC (C)

1 - - 75,01 -

2 2,22-2,17 (2H; m) H-3 37,95 C-1,C-3,C-4, C-7
3 5,39 (1H; m) H-4 72,09 C-4,C-5,C-1, C-9
4 3,96 (1H; dd; 2,9 et 7,6 Hz H-3, H-5 70,94 C-3,C-5

5 5,42 (1H; m) H-4 72,75 C-1
6eq 2,31 (1H; d; 12Hz) H-6ax, H-5 36,17 C-1,C-5,C-4, C-7
6ax 2,17-2,13 (1H; m) H-6eq, H-5

7 - - 177,76 -

1 - - 127,81 -

2 7,06 (1H; s) H-6’ 115,16 c-6’, C-7",C-4
3 - - 146,76 -

4 - - 149,47 .

5 6,77 (1H; d; 8,1Hz) H-6’ 116,48 C-6’, C-1', C-3, C-4
6’ 6,95 (1H; d; 8,1Hz) H-5', H-2> 123,05 C-7,C4

7 7,57 (1H; d; 15,9Hz) H-8 147,24 C-2’, C-8, C-6’, C-9
8 6,25 (1H; d; 15,9Hz) H-7 115,26 C-1, C-9

9 - - 168,45 -

17 - - 127,94 -

2" 7,06 (1H; s) H-6" 115,16 C-6”, C-7", C-4”
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3" . . 146,76 .

4” - - 149,56 -

5" 6,77 (1H; d; 8,1Hz) H-6" 116,48 c-6", C-1", C-37, C-4”
6” 6,95 (1H; d; 8,1Hz) H-5", H-2" 122,99 c-77, C-4”

7 7,61 (1H; d; 15,9Hz) H-8" 147,04 c-2", C-8", C-6", C-9”
8” 6,35 (1H; d; 15,9Hz) H-7" 115,62 c-1°, C-9”

9” - - 168,90 -

Le composé4 présente dans son spectre de masse ESI-MS (mgdé&fhdion quasi
moléculaire a m/z 515 correspondant a [M;ldans ESI-MS/MS les ions moléculaires a m/z
513, 353 et 173 et dans HRESIMIS m/z 515.1207[M-H]~ (calculé pour &H230;2,
515.1190), ce qui concorde avec une formule modd@ulGsH»40:,, 516g/mole. Son spectre
IR présente des bandes d'absorptions d'un hydrd®@73 cm?), un C-OH acide
carboxylique (2916; 2846mY), un C=0 ester (1697 ¢tj, un esten,B-insaturé (1597 cm

1), C-C Ar (1466 crit), un hydroxyl Ar (1375 cif), un C-OH Ar (1268 ci)) et un C-O ester
(1162 cnil).

Le composet est un isomére du compo3&achant que le second cafféoyl se présente
en position 4 au lieu de 5. Les spectres RNMNet RMN *°C le confirment par le
dédoublement des signaux correspondant et paufdage observé en HMBC entre le proton
H-4 et le carbone C-9et le caractére trés déblindé du proton H-4 momr@ s’agit du site
d’acylation par I'acide caféique.

Le spectre HMBC le confirme par la tache H-4 eOBCqui positionne le second cafféoyl en
C-4. De plus la grande similitude sur le spectreNRM des signaux de H-3 et H-4 suggére
gue le second cafféoyl est en position C-4.

Ces données spectroscopiques, ainsi que la vaégatime du pouvoir rotatoire spécifique
[a]  —199,6°, ont suggeré pour le compose 4, la steiadentifiée comme Acide 3, 4-di-O-
(5,-hydroxycinnamoyl)-L-quinique ou 3, 4-di-O-calgyinique acide, ce qui est confirmé par

la comparaison de leurs données spectroscopiqeescalle décrite dans la littératdfé.* ™

173,175, 176

Les déplacements chimiques en RM# RMN *°C et Les corrélations COSY et HMBC en

RMN 2D sont regroupés dans le tableau 24.
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Tableau 24.Donnés de RMNH, de RMNC et RMN 2D dans CEDD

Acide 3, 4-di-O-cafféoylquinique (4),6 (ppm)

Cn 1H- COSY (H) 13C-, HMBC (C)
HSQC

1 - - 75,87 -

2 2,19-2,31 (2H; m) H-3 39,48 C-1,C-3,C-4,C-7
3 5,62 (1H; ddd; 5,0; 9,3 et H-4 69,02 C-1,C-4,C-9

13,8Hz)

4 5,11 (1H; dd; 2,9 et 9,1H2z) H-5, H-3 75,87 C-3,C-5,C-9"

5 4,37 (1H; m) H-4 69,49 C-3,C-4,C-9”
6eq 2,28 (1H; d, 13,8Hz) H-6ax, H-5 38,41 C-5,C4
6ax 2,10(1H; dd; 3,5 et14,0Hz) H-5, H-6eq

7 - - 175,25 -

r - - 127,66 -

2’ 6,99 (1H; d; 1,9Hz) H-6’ 115,17 C-6',C-3,C-7,C-4
3 - - 146,74 -

4 - - 149,66 -

5’ 6,73 (1H; d; 8,0Hz) H-6’ 116,47 C-6',C-1',C-3,C-4
6’ 6,89 (1H; dd; 1,9 et 8,0Hz)  H-2', H-5 123,12 c-2,C-7,C-4

7 7,50 (1H; d; 15,8Hz) H-8’ 147,57 c-8, C-6', C-9

8 6,18 (1H; d; 15,8Hz) H-7' 114,71 C-1,C-9

9’ - - 168,27 -

17 - - 127,72 -

2" 7,01 (1H; d; 1,9Hz) H-6" 115,19 C-6",C-3",C-7", C-4”
3’ - - 146,76 -

4" - - 149,66 -

5” 6,74 (1H; d; 8,0Hz) H-6" 116,47 C-6",C-1",C-3", C-4”
6” 6,91 (1H; dd; 1,9 et 8,0Hz) H-2",H-5" 123,12 Cc-27;, C-7", C-4"
7" 7,59 (1H; d; 15,8Hz) H-8” 147,70 C-87, C-6", C-9”
8” 6,26 (1H; d; 15,8Hz) H-7" 114,75 Cc-17, C-9”

9” - - 168,57 -

96




(63 aptlee V

Le compose5 présente dans son spectre de masse ESI-MS (mgdéfhdion quasi
moléculaire & m/z 677 correspondant a [M;ldans ESI-MS/MS (mode-négatif) les ions fils
a m/z 515, 353, 265 et 160 et dans HRESIFT-M& 677.1507[M-H]~ (calculé pour
C34H29015, 677.15065) ce qui concorde avec une formule mitdée G4H300;5 678g/mole.
Son spectre IR présente des bandes d’absorptiom$igdroxyl (3369cm™), un C-OH acide
carboxylique (295&m™), un C=0 ester (1691 ¢tp, un esten,B-insaturé (1629, 1601 ¢m
1), C-C Ar (1445 cnit), un hydroxyl Ar (1365 cif), un C-OH Ar (1274 c), un C-O ester
(1160 cml) et un C-OH (1115 cif).

Les spectres RMNH et RMN **C  du composé 5 révélent la présence de trois
groupes cafféoyl confirmés par le triplement degaix correspondant et par le couplage
observé en HMBC entre le proton H-3, H-4 et H-Seetarbone C-9’, C-9et C-9” le
caractéere trés déblindé des protons H-3, H-4 etribBtrent qu’il s’agit des sites d’acylation
par I'acide caféique.

Le spectre HMBC le confirme par les taches H-8€9’, H-4 et C- 9” et H-5 et C- 9” qui
places les trois cafféoyl en C-3, C-4 et C-5. s ia grande similitude sur le spectre RMN
'H des signaux de H-3, H-4 et H-5 confirme ce pmsitement.

Ces données spectroscopiques, ainsi que la vadgatine du pouvoir rotatoire spécifiques
[a] 2 —285,1°, ont suggéré pour le compose 4, la steiadentifice comme Acide 3, 4, 5-tri-
O-(hydroxycinnamoyl)-L-quinique ou 3, 4, 5-di-O-égfquinique acide, ce qui est confirmé
par la comparaison de leurs données spectroscapayee celle décrite dans la littérattffe.
Les déplacements chimiques en RNV RMN *°C et Les corrélations COSY et HMBC en
RMN 2D sont regroupés dans le tableau 25.

Acide 3, 4, 5-tri-O-caffeoylquinique
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Tableau 25.donnés de RMNH, de RMN**C et RMN 2D dans CEDD

Acide 3, 4, 5-tri-O-caffeoylquinique (5),6 (ppm)

Cn 1H- COSY (H) 13C-, HMBC (C)
HSQC

1 - - 74,87 -

2 2,39-2,25 (2H; m) H-3 38,73 C-1,C-3,C-4,C-7
3 5,67 (1H; m) H-4 69,15 C-1,C4

4 5,32 (1H; dd; 8,5 et 3,3Hz) H-3,H-5 72,79 C-3,C-5

5 5,67 (1H, m) H-4 70,07 C-1
6eq 2,46 (1H; d; 12,8Hz) H-6ax, H-5 36,71 C-5,C-4
6ax | 2,18 (1H; dd; 12,8 et 4,3Hz H-6eq, H-5

7 - - 177,41 -

1 - - 127,78 -

2 7,06 (1H; 1,6 Hz) H-6’ 115,15 c-6,C-3,C-7,C-4
3 - - 146,71 -

4 - - 149,61 -

5 6,77 (1H; d,; 8,3Hz) H-6’ 116,50 c-6,C-1,C-3,C-4
6’ 6,93 (1H; dd; 1,6 et 8,3Hz) H-2', H-5’ 123,22 c-2,C-7,Cc-4

7 7,60 (1H; d; 15,8Hz) H-8’ 147,57 Cc-8, C-6', C-9

g 6,32 (1H; d; 15,8Hz) H-7' 115,16 C-1,C-9

9 - - 168,51 -

17 - - 127,54 -

2" 7,01 (1H; d; 1,8Hz) H-6" 115,24 c-6", C-3", C-7", C-4"
3’ - - 146,71 -

4" - - 149,66 -

5” 6,74 (1H; d; 8,3Hz) H-6" 116,54 c-6",C-1", C-3", C-4”
6” 6,91 (1H; dd; 1,8et 8,3Hz) H-2", H-5" 123,18 c-27, C-7", C-4"

7" 7,53 (1H; d; 15,9Hz) H-8” 147,71 C-87, C-6", C-9”

8” 6,21 (1H; d;15,9Hz) H-7" 114,61 Cc-17, C-9”

9” - - 168,09 -

1’ - - 127,65 -

2" 6,98 (1H; d; 1,9Hz) H-6’ 115,02 c-6", C-3", C-7", C-4”
3" - - 146,76 -

4" - - 149,71 -

5" 6,70 (1H; d; 8,3Hz) H-6’ 116,54 c-6”, C-1", C-3", C-4”
6" 6,83 (1H; dd; 1,9 et 8,3Hz) H-2’, H-5’ 123,41 c-2m, C-7", C-4”
7" 7,51 (1H; d; 15,9Hz) H-8’ 147,91 c-8", C-6", C-9”
8" 6,20 (1H; d; 15,9Hz) H-7’ 114,34 Cc-17, C-9”

9” - - 168,12 -

Le composé1) a déja été isolé dans cette plafitdes composég) et (4) ont été isolés a

partir d'autres especes Aftémisig

produit naturel dans I'espeéetémisia

177-181

169, 174

mais les composé) et (2) sont des nouveaux
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[1.3.4. Activité radicalaire des antioxydants isoés

L’évaluation de l'activité antioxydante des compossolés de A.herbaalba a été
effectuée en termes de capacité de capture desauwxdiibres, en utilisant le radical DPPH.
Pour chague composé nous avons préparé six coatens differentes, de sorte qu’elles
couvrent la gamme qui comprend a la concentratfodiypsant 50% de la capture du radical.
Le pourcentage de DPPH restant a été calculé caning?

_ [pPPH ]

= x100 OuU
[DPPH |,

%DPPH

[DPPH] est la concentration du radical DPPH mesaré& = 15 min)

[DPPH], est la concentration initiale de la solution métiimue du radical DPPH (t = 0
min). Les deux concentrations sont déterminées lpaterpolation de la valeur de
I'absorbance dans I'équation de régression d'umebeod'étalonnage de calibrage de DPPH
(y = 0.1121x + 0.0055, & 0,9991). Le DPPH% restant est proportionnelke @hcentration

en antioxydants.

Les valeurs des pourcentages de DPPH restant anlfont représentées comme une
fonction de la concentration en antioxydant. Lacenration efficace (Gg)*®° d'un composé
ayant une activité antioxydante est définie comme goncentration d'antioxydant nécessaire

pour que le pourcentage de DPPH se réduise deénidit®o de capture du radical)

Dans le tableau 26 et annexe 23 sont rapportéesliesrs de Cg des composés purs isolés
de I'A.herba-alba dans I'ordre décroissant de I'activité. Parmi cemposés acides, le plus
actif est le 3, 4, 5-tr@-cafféoylquinique %), suivi par le 3, 4-dB@-cafféoylquinique 4), et le

3, 5-di-O-cafféoylquinique 8) avec des valeurs de GE presque égales. L&EX2 3-
Glucopyranosyloxy-4-méthoxy- acide cinnamiq@g [frésente une concentration plus élevée
que 25@g/mL

On constate une faible activité exercée par la cubd® sur le DPPH. Ceci n’est pas vraiment
surprenant dans la mesure ou la structure chima@pida molécule ne comporte aucun
groupement typiquement antioxydant. Les dérivégogfquiniques testés ont, eux, montré
une bonne activité inhibitrice. L’activité antioxydte augmente avec le nombre de

groupement cafféoyl présents dans le compose.

99



%%zgda’ V

Tableau 26. Valeurs des Cg (ug/mL) des composés isolés dans le test de liribibitiu
radical DPPH

Composés CEsp (ug/mL)
3, 4, 5-triO-caffeoylquinique ) 9.96
3, 4-di-O-caffeoylquinique 4), 14.08
3, 5-di-O-caffeoylquinique 3), 14.29
5-O-caffeoylquinique 1), 25.17
(E)-2-B-D-Glucopyranosyloxy-4-méthoxy- acide cinnamiqdg ( >200

[1.4. Intéret biologique

L'acide 3,50-dicaféoylquinique (3, 5-diCQ) et ses différentsiwies ont été identifiés
chez de nombreuses espéces d'intérét agronomigparteqant a difféerentes familles
botaniques (rozases, astéracées, rubiacées et oaacées). Plusieurs centaines de
publications décrivent la présence de ces substarimz ces différentes espéces et mettent en
évidence leurs propriétés chimiques et biologiques.

Ces composés présentent une forte activité antaotgd qui leur confere un grand
intérét d'un point de vue nutritionn&f % lls montrent également de multiples propriétés

médicinales, entre autres en tant qu analgési§lesantihypertenseurs?
hépatoprotecteurd? antiinflammatoire§” et anticancéreux’*

Ces composés sont présents dans des préparatilis&esten médecine traditionnelle, dans
des extraits végeétaux actuellement commercialsésajts a base d'artichaut ou d'échinacée)
et dans la propoli¥® ¥ |Is possédent également d'importantes propriétémfectieuses,
notamment antivirales. Ils constituent une nouveldsse d'antirétrovirus, en particulier pour

le traitement du SIDA, par leur action inhibitriser l'intégrase du HIV®*1%

Le brevet EP 1008344 décrit |'utilisation de ceugm de molécules dans le traitement
de I'hépatite B, la demande internationale WO20@622 encourage leur utilisation dans le
traitement du sida, la demande japonaise JP2008B1@&conise I'utilisation de ce groupe
de molécules dans le traitement de cancers, lamdemBP0577516 décrit des compositions
dermatologiques dépigmentantes qui les contiengielat demande EPI 312373 évoque leurs
effets anti-allergiques.

Les propriétés fongicides de ces molécules ont eégatt été fréguemment
montrées %" En revanche, les propriétés insecticides ont é&udmip plus rarement

étudiées et les résultats sont trés discordanen Bue certains auteurs aient établi une
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corrélation entre la teneur élevée en diCQA deimesale cultivars de laitue et leur résistance
a un aphidé (Pemphigus bursarius), ils n'ont jammaistré I'activité biologique directe de ces
molécules vis & vis de linsedf®. D'autres auteurs ont montré que certains dérivés
présentaient peu ou pas d'activité insecticide ceszinsectes broyeut¥. Certains auteurs

ont méme montré un effet phagostimulant de 3, 39#Gur des insectes broyeurs.

Cependant, le 3, 5-diCQA et ses isomeres, a pdrt BdiCQA (ou cynarine), isolée
de l'artichaut, ne sont pas aisément disponiblaanoercialement. Aussi ces composeés
doivent-ils étre extraits de différents végétauxutr® l'artichaut, on peut citer le café
(EP0299107) et le tournesol chez qui on a décsufaroduction de composés phénoliques et
plus particulierement d'acides dicaféoylquiniques.

Il existe donc un besoin important de développermtecédés d'obtention de 3, 5- diCQA et
de ses dérivés faciles a mettre en ceuvre et paggant fort rendement.

lll. Partie expérimentale

[1l.1. Etude préliminaire et activité antioxydante
[11.1.1. Matiere végétale et conditions d’extractiam

a. Matériel Botanique (EVa)

Les échantillons & herba-albautilisés dans cette étude ont été recueillis dg®né
de M'sila, de Bouira, de Djelfa et de Laghouat sdas hauts plateaux algériens en Juin 2007
au stade de floraison. L’authentification des étlans a été réalisée au Laboratoire de
Biologie Végétale de la Faculté des Sciences Bigles de I'Université Houari
Boumediene. Bab Ezzouar, Alger. Les échantillonsétin séchés a température ambiante

avant de les broyer.

b. Extraction par hydrolyse (EVb)

La matiére végétale (2g) broyée de chaque régibhyelsolysée par 100mL de HCL
2N pendant 40 min a 40°C et extraite par I'étherpé&role a température ambiante, la
solution obtenue est évaporée a sec pour donnextuait éthéré. La phase aqueuse (acide)
est ensuite extraite par le n-BuOH ; apres évajporah sec, on obtient un résidu
buthanolique.
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c. Extraction par soxhlet (EVc)

La matiere végétale (40g) de la région de M'silapgege en menus morceaux de 1 cm
de long est extraite au soxhlet par différents aaiy (méthanol, diéthyl éther, chloroforme et
éthanol). L’extraction continue durant 5heures. reaupération de la concrete du solvant

s’effectue a l'aide d’un évaporateur rotatif soigev

[11.1.2. Etude structurale des composés antioxydast

a. Matériel Botanique (EVd)

L'échantillon dA herba-albautilisé dans cette étude a été recueilli de laorégle
M'sila (400 km au sud-est d'Alger) dans les haldatepux algérien en Juin 2008 au stade de
floraison. L’authentification des échantillons aé étéalisée au Laboratoire de Biologie
végétale de la Faculté des Sciences BiologiquedUtéversité Houari Boumediene. Bab
Ezzouar, Alger. L'échantillon a été stocké un mdans un endroit sec et sombre a
température ambiante. Juste avant de commencératggn, les parties aériennes sont

réduites en poudre.

b. Extraction et isolement (EVe)

La partie aérienne en poudre (1,20 kgh diierba-albaa été extraite par macération
pendant 24h avec de 'EtOH a température ambidanfghase récupérée est évaporée a sec a
pression réduite et a une température inférieud®°&€ pour donner un résidu verdatre NO
(59.939). Le résidu (10g) solubilisé dans 200mLNZ&Cl 10% est extrait par (3x200ml) de
CH.Cl,, évaporé a sec on récupére l'extrait N1 (35.72g).phase aqueuse est ensuite
extraite par (3x200mL) I' EtOAc, deux extraits s@atupéreés aprés évaporation a pression
réduite N2 (2.84q) et le précipité P (6.649). Lagd aqueuse est acidifiée a PH 3 avec du
HCL a 5% et extraite par EtOAc (3x 150mL), on obtien extrait N3 (1.41g). La phase
aqueuse extraite par le n-BuOH (3x 200mL) doneetiait N4 (4.979).

Toutes les fractions ont été évaluées pour leuvigcde capture du radical DPPH par la
mesure spectrophotométrique et par analyse HPLEBRIC on-line par les méthodes citées

Ci dessus.

L'extrait acétate d'éthyle (N2) (2.84g) a été foawié par chromatographie sur colonne
conventionnelle ouverte sur 250g de gel de silitash (0,04-0,06 mm) humecté avec
CH.Cl;:EtOH (90 :10). L’échantillon introduit est adsorkéar 6g de gel de silice (0,04-
0,20mm) et élué en utilisant des mélanges@}i EtOH de polarité croissante (400mL), 22
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fractions de 175 ml ont été collectées (2,365@netlysées par CCM et HPLC, les fractions
qui présentent une méme composition sont rassembtéévaporées a sec a pression réduite
et a une température inférieure a 40°C. Les regmognts ont conduit & cing fractions

majeures (tableau 27).

Tableau27: Fractionnement de I'extrait N2

Extrait N2
Regroupement Fractions Masse (mg)
N2a 2-6 356
N2b 7-12 1,214
N2c 13-15 341
N2d 16-18 309
N2e 19-22 145

Fractions d’élution : DCM-EtOH (90:1, 80:20, 70:30:40, 50:50, 40:60, 30:70, 15:85), EtOH et MeOH.

Une fois les regroupements réunis, ils sont analys CCM et par HPLC a des
concentrations de 10mg/mL dans du méthanol gt 46nt injectés en utilisant un mélange
H.O avec 0,2% de CLOOH (solution A) et MeOH avec 0,2% de £HDOH (solution B)

a un deébit de 0,7mL/min par la méthode d’élutiasigaé dans (I1l.1.2c).

La fraction N2c a par chromatographie préparati?PeHPPLC avec un gradient linéaire de 30
a 70% de solvant A en 30 min conduit au compdg@ir (15.5mg). La fraction N2e a par
chromatographie préparative RP-HPLC avec un gratiregaire de 30 a 70% de solvant A en

30 min, conduit au compogépur (7,7 mg).

Composé 3
Temps de rétention: 25min

[0] 2 —123.2° ¢ 078cg/mL, MeOH) ; UV (MeOH)max (I0g £) 203 (0.76), 328 (0.56) nm.

IR (MeOH)vmax 3373 (O-H), 2916; 2849 (R-COOH), 1733 (C=0 esité&)0 (C=0 estem,3-
insaturé), 1469 (C-C ar) 1375 (O-H ar), 1271 (C-a 1181 (C-O ester) et 1121 (C-OH)
cm’

ESI-MS m/z 515 ([M-H]); ESI-MS/MSm/z353, 191 et 173; HRESIFWIS m/z515.1169

[M-H] ™ (calculé pour gH»301,, 515.1190)

Composé 4
Temps de retention: 27min

[a] 22 —199.6° ¢ 0,39cg/mL, MeOH) ; UV (MeOH)max (Iog €) 203 (0.81), 329 (0.59).
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IR (MeOH) vmax IR (neat)vmax 3373 (O-H), 2916; 2849 (R-COOH), 1697 (C=0 esi&97
(C=0 estem,B-insaturé), 1466 (C-C ar) 1375 (O-H ar), 1268 (C-ary] et 1162 (C-O ester)

cmt

ESI-MS m/z 515 ([M-H]); ESFMS/MS m/z 513, 353 et 173; HRESIFWMS m/z 515.1207
[M-H] ™ (calculé pour gH230;2, 515.1190).

L'extrait d’acétate d'éthyle apres acidificationPBl3 (N3) (1.405g) a été fractionné par
chromatographie sur colonne ouverte sur 150g ddeagsllice Flash (0,04-0,06 mm) humecté
avec 500mL de C¥Cl,:AcOEt (80 ; 20), I'échantillon introduit est amtbé sur 3g de gel de
silice (0,04-0,20 mm) et élué en utilisant desamges CHCI,: EtOH de polarité croissante.
110 fractions de 50 ml ont été collectées avemtal tle masse de 1,415g, les fractions sont
évaporées a sec est analysées par CCM et par HiesQ@ractions similaires sont regroupées

et évaporées pour donner six fractions de massie ti¢ 1,2879 (tableau 28).

Tableau 28. Fractionnement de I'extrait N3

Extrait N3
Regroupement Fractions Masse (mg)

N3a 2-22 166
N3b 23-24 174
N3c 25-27 128
N3d 28-61 291
N3e 62-87 456
N3f 88-98 72

Fractions d’élution : DCM :AcOEt (80:2, 70:30), DCBOH (70:30, 65:35, 60:40, 50:50, 40:60, 35:65,/80
25:75, 10:90), EtOH et MeOH.

Une fois les regroupements réunis, ils sont analys CCM et par HPLC a des
concentrations de 10mg/mL dans du méthanol gt 46nt injectés en utilisant un mélange
H.O avec 0,2% de CLOOH (solution A) et MeOH avec 0,2% de £HDOH (solution B)

a un deébit de 0,7mL/min par la méthode d’élutiasigaé dans (I11.1.2c).

La fraction N3c a, par chromatographie préparaiRRR-HPLC avec un gradient linéaire de 30
a 70% de solvant A en 30 min, conduit au comggeér (5,1 mg). La fraction N2e (150 mg)

a par chromatographie préparative RP-HPLC avegradient linéaire de 20 a 50% de

solvant A en 30 min, conduit au composé p(8,3 mg).

Composé 1
Temps de rétention: 15min
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[0] 2 —7.6° € 0,32cg/mL, MeOH); UV (MeOH)max (log &) 203 (0.75), 327 (0.38) nm.

IR (MeOH)vmax 3342 (O-H), 2957; 2926 (R-COOH), 1730 (C=0 esté&f)1 (C=0 esteu,p-
insaturé), 1457 (C-C ar) 1377 (O-H ar), 1271 (C-a@l 1182 (C-O ester) et 1124, 1072 (C-
OH) cni*

(ArOH); ESI-MSm/z353 ([M-HT); ESEMS/MS m/z191; HRESIFTMS m/z 353.0882 [M-
H]~ (calculé pour gH1709, 353.0873).

Composé 2
Temps de retention: 22min

[0]= —70.6° ¢ 0,26cg/mL, MeOH); UV (MeOH)umax (I0g £) 203 (0.80), 279 (0.30), 309
(0.26) nm.

IR (neat)vmax 3327 cm'(O-H), 1786 cm' (acide carboxylique), 1632 ¢i(C=0 aciden,B-
insaturé), 1160 cm (éther), 1006 cit (éther pyranique) et 1074 &nfCH,-OH).
ESI-MSm/z355 ([M-H[); ESFMS/MS m/z193 et 149; HRESIFMS m/z355.102qM-H]
(calculé pour GH1909, 355.1029).

Le précipité extrait (P) (6,64 g) a été chromatppré@ sur gel de silice Flash (130g) dans
400mL de DCM. L’extrait est absorbé sur 14g dedgekilice (0,04-0,20mm) et élué avec
250mL de CHCI,: EtOH: acide formique (0,2 ml/250 ml de chaqueange CHCI,:EtOH)

de polarité croissante. 13 fractions de 125 mLé&étcollectées de masse de 3,658g, suivies
par CCM et HPLC. Les fractions de méme constitutiegroupées et évaporées ont donné

cing fractions majeures (tableau 29).

Tableau 29. Fractionnement de I'extrait P

Extrait P
Regroupement CHCIl,: EtOH: acide formique Fractions Masse (mg)
P1 CH.Cl, 2-4 85
P2 90:10:0,2 5+6 757
P3 80 :20:0,2 7 391
P4 70:30:0,2 8+9 1256
P5 60 :40 :0,2/50 :50 :0,2/50 :50 :0,2 10-13 1179

Fractions d’élution : DCM :EtOH : Ac formique (9@, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 50 :50)

La fraction P4 (1,2569) a été fractionnée sur &gel de silice Flash humecté dans 300mL
de CHCI,: EtOH: acide formique (70 :30 :0,2). La fractiost @bsorbé sur 3,59 de gel de
silice et élué avec 200mL de gH,: EtOH: acide formique (0,2 ml/200 ml de chaque
mélange CHCI,:EtOH) de polarité croissante. 30 fractions derdOont été collectés avec

une masse totale de 1,244q, les fractions s@yatges a sec est analysées par CCM et par
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HPLC. Les fractions de mémes compositions sonbrgrges et évaporées pour donner cing

fractions majoritaires de masse totale de 1,218lgau30).

Une fois les regroupements réunis, ils sont analysér CCM et par HPLC a des
concentrations de 10mg/mL dans du méthanol gt 46nt injectés en utilisant un mélange
H.O avec 0,2% de CLOOH (solution A) et MeOH avec 0,2% de £HDOH (solution B)

a un deébit de 0,7mL/min par la méthode d’élutiatiguée dans (lIl.1.2c).

Tableau 30. Fractionnement de la fraction P4

Fraction P4
Regroupement Fractions Masse (mg)
P4a 1-7 133
P4b 8+9 279
P4c 10-15 594
P4d 16-19 156
P4e 20-23 56

Fractions d'élution : DCM :EtOH : Ac formique (9@ ; 87,5:12,5; 85:15; 82,5:17,5; 80:20; 7255;
75:25;72,5:27,5)

La fraction P4b (279 mg) a par chromatographie gnaive RP-HPLC avec un gradient
linéaire de 40 a 70% de solvant A en 20 min conduitomposés pufs (70 mg) et 5 (34
mgQ).

Composeé 5

Temps de rétention: 31min

[a] 2 —285.1°¢ 1,15cg/mL, MeOH) ; UV (MeOH)max (log €) 216 (0.84), 329 (0.84) nm.

IR (MeOH) vinax 3369 (O-H), 2959 (R-COOH), 1691 (C=0 ester), 162801 (C=0 ester
a,B-insaturé), 1445 (C-C ar) 1365 (O-H ar), 1274 (C-ar) 1179, 1160 (C-O ester) et 1115
(C-OH) cm*

ESI-MS m/z 677 ([M-HT); ESI-MS/MS m/z 515, 353, 265 et 160; HRESIFT-M®/z
677.1507M-H] ™ (calculé pour gH24015, 677.15065).

c. Evaluation de I'activité antioxydante des compa@s isolés et identifiés dansA.herba-
albapar DPPH

L’évaluation de l'activité antioxydante des compop@rs isolés a été mesurée comme la
capacité de capture du radical DPPH des solutiogthanoliques des composés (111.1.4.b).
Pour chaque composé nous avons préparé six coatensr différentes. Les concentrations
utilisées ont été préparées dans la fourchette-8@n®)/mL excepté le compogedont les

concentrations sont dans l'intervalle 15-500 mg/mL.
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[11.2. Techniques générales et instrumentation
[11.2.1. Réactifs et solvants

Les réactifs utilisés sont: le radical 2,2-diphéiypicrylhydrazyl, DPPH (95%, Sigma
Aldrich), le 2,6-di-tert-butyl-4-méthyl phénol, IBHT (99%, Aldrich), le dichlorométhane
(99%, Panreac), le chlorure de sodium, NaCl (99&6y&ac),
Les solvants utilisés dans la partie expérimend&lece travail sont purifiés, avant de les
utiliser, suivant les procédures décrites par Aegaret Chai, 2003°. Le méthanol utilisé
pour la chromatographie liquide a haute résoluébpour les tests de l'activité antioxydante
est de qualité HPLC.

L'acétate d'éthyle : Séché sur BCO; (10% p/v) pendant la nuit, distillé et stocké tamis
moléculaire (environ 4 A).

Le dichlorométhane : Séché sur Cagl(5% p/v) pendant la nuit et distillé et stocké €aiCh
anhydre.

L’éthanol : Tout d'abord, on prépare I'éthanolate de magnésiyrartir de I'éthanol absolu
(75 mL), du magnésium (5g) et de liode (0,5g). Rasuite on ajoute de I'éthanol a sécher
(1L), on maintient a reflux pendant 2-3 h et ostile, puis stocké sur tamis moléculaire (4
A).

Le méthanol: méme procédure décrite que pour I'éthanol.

[11.2.2. Techniques chromatographique

a. Chromatographie sur colonne (CC)

Nous avons utilisé du gel de silice Flash (Me&B)avec la taille des particules 0.04-
0.06 mm, en utilisant 40-100 g de silice par gramiiéehantillon & chromatographier. La
colonne est remplie avec une solution composéectidgysilice et I'hydratant indiqué dans
chaque cas.
L'échantillon introduit est adsorbé sur gel decsi60 de taille de particule 0,04-0,20mm, en
utilisant le double de celui-ci en quantité. Le dieat d'élution a été effectué en polarité
croissante, suivi de la séparation par chromatdigasgur CCM et la pesé des fractions.

b. Chromatographie sur couche mince (CCM)
Nous avons utilisé essentiellement des plaquesilda gel 60 F254 0,25 mm
d'épaisseur préte a I'emploi a support en aluminMerck. Comme éluant nous avons

normalement utilisé des systémes de solvant les ghuramment employés @El,/EtOH
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dans des proportions variables adaptées aux bespécifiques d’une analyse. La révélation
des taches est réalisée en visualisant les tackissla lumiere ultraviolette a 254 et 366 nm,
et en imprégnant avec une solution éthanoliquaddégahosphomolybdique a 7% la plague

permettant ainsi une meilleure visibilité des malés, suivie du réchauffement

c. Chromatographie liquide (HPLC)

L’'analyse et la séparation par HPLC ont été réadissur un chromatographe 2996
Area Water photodiode équipé d'un module de cand@lta 600, d’un injecteur automatique
SIL-10AP et manuel Reodyne 7725 , de deux pompaires LC-10ADvp, un systéme de
dégazage a I'hélium (30mL/min), d'un détecteur adies de photodiodes SPD-M10Ap
(DAD) et d'un collecteur d’échantillon FRC-10A. lteut est piloté via le logiciel LC
solutions. Le systeme a été équipé d’'une colonmgytigue a phase inverse Spherisorb S5
ODS2 (3,0 x 250 mm, bm) et d’'une colonne préparative Spherisorb S5 D8 x 250
mm, 5um) a des débits de 0,7mL / min et 5 mL / min, reipement.
Les deux solvants d’analyse sont une solution Aid& acétique (AcOH) a 0,2% dans le
MeOH (99,8:0,2 :v / v) d’'une part et une solutiondB\cOH dans HO ( 99,8:0,2: v / v)
d’'une autre part a une température de 30°C. Leigradtilisé dans la HPLC analytique est
détaillé dans le tableau ci-dessous.
Les solutions méthanolique des extraits et degidras ont été préparées a une concentration
de 10mg/mL et le volume d'injection était deilLO

Tableau 31.Gradient utilisé pour I'analyse par CLHP

Gradient
Temps Phase A(%) Phase B(%)
0 10 90
35 70 30
40 100 0
45 100 0
50 10 90
60 10 90

(A) MeOH:CH;,COOH; 99.8:0.2 (v/v) et (B) ¥D:CH;COOH; 99.8:0.2 (V/V).

La chromatographie préparative RP-HPLC a étés@alavec un gradient linéaire indiqué
dans chaque cas.
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e. Chromatographie liquide : On-line HPLC-DAD-DPPH

L’appareil de HPLC décrit ci-dessus est combinécaua systéme de réaction
postérieur a la colonne (post-colonne) (figure 44)
A la sortie de la colonne (débit 0.7 mL/min) existee valve de commutation de 6 ports
Waters Switching Valvgqui permet de diriger I'éluant directement au dier DAD, dans
une premiere injection de I'échantillon, ou dedeéiger vers le tube de réaction, de 3 m de
longueur et 0.5 mm de diametre interne, dans ugense injection, ou les éluants se
mélangent avec une solution du radical DPPH (7.09°3) dans le méthanol avec un débit
de 0.7 mL/min par une pomWaters Reagent ManageA la sortie du tube de réaction, le
détecteur DAD mesure la diminution dans I'absorlegoaur le radical libre DPPH a 515 nm.
Les extraits et les fractions isolées a sépamtrm@parés dans des solutions méthanoliques a
une concentration de 10mg/mL et injectés a urantifé de 1L en utilisant un gradient
linéaire de 10 a 70% de solvant A en 35 min, mainten isocratique a 100% de solvant A
pendant 5 minutes. Le gradient linéaire de 100 %% H@ solvant A en 5min et maintenu
pendant 10 minutes en isocratique a 10% de solamtservi pour le rééquilibrage de la
colonne.
Les deux phases sont : (A) MeOH:AcOH; 99.8:0.2)(wt (B) HO:AcOH; 99.8:0.2 (v/v).

Injecteur

H s—
Riiind
Valves de
QE¢__ l i ‘ (s) Colonne Comutation
g
;°E Détecteur
DAD

Q‘ Tube de réaction
Solution é .

- H
de DPPH Pompe Conection T

du radical

Solvants
Pompe
HPLC

i

“'W?‘W’-

515nm

Déché

A

330nm

Figure 44.Schéma de I'équipement de HPLC-DAD-DPPH pour lacté&n de composés

avec une activité antioxydante
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[11.2.3. Techniques analytiques et spectroscopiques

a. Pouvoir rotatoire ([a]p) :
Il est déterminé a I'aide d’un polarimetre Perkilmer 241, en utilisant une cellule de
10 cm de longueur (2mL) et en utilisant du méthanodu chloroforme comme solvant. La

concentration est exprimée en cg/mL.

Ou ap : le pouvoir rotatoire spécifique
a : la moyenne des trois mesures de la rotatiomoeti
c : la concentration de I'échantillon gn' enl

| - longueur de la cellule en décimetre

b. Spectroscopie UV/VIS
Les spectres UV sont obtenus dans du méthanolirsigpectrophotometre Varian
Cary 4000 UV/VI en utilisant une cuve 1 cm dedagu optique.

L’absorbance ou la densité optique se définiaroe:
I
A = log |—° = &cl

Ou b : l'intensité de la lumiere incidente
| : I'intensité de la lumiére transmise
¢ . le coefficient d’extinction
| - faisceau optique de la cuve en cm

c : la concentration en mole/L.

Les solutions de composés isolés sont préparéasddaméthanol a des concentrations de 40

ppm et diluées en cas de nécessité.

c. Spectroscopie infrarouge (IR)

Les spectres IR ont été réalisés sur un speetreninfrarouge FTIR Bruker
TENSOR 27 ATR System, en pellicule liquide. La piosi des bandes est indiqguée en
nombre d’ondes (cm), signalant uniquement les plus significatives.
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d. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaffRMN)

Les spectres de RMMH (400Hz), RMN*®C (100Hz) et RMN-2D (400Hz) ont été
réalisés sur un spectrometre Bruker Avance eisaii comme solvant le GDD et le
tétramétylsilane (TMS, 0.00 ppm) comme référencerie en RMNH, I'échelle en RMN-
13C est ajustée au pic central septuplé du@D (49.00 ppm). Le degré de substitution des
carbones s’établi avec l'aide de la séquence DERIlti Nulse-135. Les déplacements
chimique §) sont donnés en parties par million (ppm) et msstantes d’accouplement (J) en
hertz (Hz). La multiplicité des signaux s’exprimesa les abréviations habituelles.
L’échantillon a été préparé pour des petits volulf®s L) en le solubilisant dans un tube

conventionnel de RMN.

e. Spectromérie de masse (MS)

Les spectres de masse ont été réalisés sur unr@pette Esquire 6000 Bruker
Daltonics qui dispose de deux fentes d'ionisatiopr@ssion atmosphérique : electrospray
(ESI) et ionisation chimique (APCI) et avec unenipe d’'ions comme analyseur. La fente
d’ionisation ESI a été utilisée en mode négatifiiyl-a El (70eV).

Cette technique est particulierement utile posrrelécules de masse moléculaire élevée,
notamment les polyphénols. Cet appareil permebwre d'utiliser le mode SM-SM (ou
SM?), qui consiste en la défragmentation de fragmeétsctionnés, pour une analyse plus

fine.

f. Spectrométrie de masse TOF-HPLC

Les spectres ont été réalisés sur un équipemenpas#md'un chromatographe en
phase liquide, a haute résolution, Waters Allia@€85 couplé a un spectrometre de masse
avec un analyseur a temps de vol d’accélératidroganale de haute résolution, Micromass
LCT Premier de waters avec trois fentes d’'ionisatigpression atmosphérique : electrospray
(ESI), ionisation chimique (APCI) et photoionisati@t avec une trompe d’ions comme
analyseur. La source d’ionisation est double pesrrhesures de masse exacte. La source
d’ionisation ESI a été utilisée en mode négatif. ldgiciel qui permet le controle et
I'acquisition de données HPLC et HPLC/MS, ainsi tpiraitement des résultats.
Cette technique est utilisée pour la déterminatenla masse moléculaire exacte, donc la

formule moléculaire, lidentification de la structu moléculaire, I'analyse qualitative et
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quantitative des mélanges complexes grace a laat&pachromatographique et les spectres
de masses individuels engendrés.
Les échantillons ont été analysés en mode ionis&®l a des concentrations de 1ppm dans

du méthanol et avec un débit deullOnin. La quantité injectée est deyl0

[11.2.4. Evaluation de I'activité antioxydante

a. Evaluation de l'activité antioxydante par la ca@cité de capturer des radicaux libres:
L'évaluation de l'activité antioxydante des exsrades fractions chromatographiées,
des produits isolés et des références est mesaréda gapacité a capturer le radical DPPH, en

utilisant la méthode légérement modifié déctite®*

b. Evaluation quantitative

Une solution méthanolique (2,4 ml) du radical DPE09 x 10° M) est mélangée
directement dans une cuve UV en plastigue avecsohgion méthanolique (1,2 mL) de
I'échantillon a évaluer, préparée en trois essgjgee et maintenue a température ambiante
et dans l'obscurité avant de prendre la mesut@bigorbance dans un spectrophotométre a
515 nm. Les mesures sont prises apres 15 minuesolution méthanolique du radical DPPH
a été préparée en dissolvant 2,9 mg de DPPH dénsL@le MeOH et dilué avec du MeOH
jusqu’a ajuster la valeur de I'absorbance a 0,80®30 (515 nm). La concentration exacte de
la solution est calculée par interpolation de ldewa de l'absorbance dans la courbe
d'étalonnage du radical DPPH (y = 0.1121x + 0.0685; 0,999). Le blanc a été préparé a
partir de 2,4 ml de la solution méthanolique ducaldDPPH et 1,2 mL de MeOH.

VI. Conclusion.

Les acides chlorogéniques sont des acides progdaitdes plantes. Chez certaines
d’entre elles ils sont le précurseur de l'acidaaffé@oylquinique, un composé polyphénolique
qui est un antioxydant réputé avoir des propriétésressantes pour le foie et la vésicule
biliaire. Le terme acides chlorogéniques désignesiaune famille des acides de structure
chimique similaire a l'acide chlorogénique avec gespriétés bactéricides, fongicides et

antivirales.

Les résultats de cette étude montrent que lesepaaériennes deA'herba-alba
contiennent des dérivés de l'acide caféoylquiniduelogiquement actifs (propriétés
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antioxydantes et antimutagenes), ce qui pourrag@ épréventif contre certaines maladies
comme le cancer et les maladies cardio-vasculaires.

Nous avons isolé 4 dérivés de l'acide caféiquesidia 3-mono-cafféylquinique (acide
chlorogénique; CHA); l'acide 3, 4-d)-cafféylquinique (3, 4-diCQA), acide 3, 5-G-
cafféylquinique (3, 5-diCQA) et I'acide 3,4, 5-tBi-cafféylquinique (3, 4, 5-triCQAJ®

Le 3-O-acide cafféoylquinique, 1I'3,4-dB-acide cafféoylquiniqgue et le 3, 5-@Hacide
cafféoylquinique sont les inhibiteurs les pluscsfties pour des tumeurs de la pRaulLe 3,

4, 5-triCQA montre une inhibition sélective de éplication du VIH alors que I'acide 4, 5-di-

O-caféoylquinique avait seulement une légére aétiamti \/IH2%2

Ces polyphénols ont montré différents types detfons physiologiques, une activité
antiradicalaire, une activité antimutagene, antieaguse, antidiabetique, et antibactérienne in
vitro ou in vivo, qui peuvent étre utiles pour leaimtien de la santé. La fonction
physiologique de Il'acide cafféoylquinique est paffscace avec des polycafféoyl qu'avec un

monocafféoyf®®
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CONCLUSION GENERALE

BN

Ce travail est d’abord une contribution a I'étudealgtique des essences
d’Artemisia herba-albgoussant en Algérie obtenues par hydrodistill@omicro-onde.
Le choix des échantillons étudiés a mis en évidemee différence remarquable dans la
composition chimique et les rendements d’extractielon les régions et les techniques
d’extraction utilisées. L’extraction par micro-orsda donné des rendements relativement
faibles comparés a I'hydrodistillation: [0,15-0,5p%our la micro-onde contre [0,31-
1,00%] pour I'hydrodistillation.

Les indices physiques des huiles essentiellesldasep provenant des onze régions
montrent quelque similitude. Leurs densités vararite 0,918 et 0,949 et sont comprises
dans la norme Afnorainsi que dans celles rapportées par la littératies indices de
réfraction sont pratiquement identiques aux valérogevées pour les huiles essentielles
d’A.herba-albad’Algérie rapportées par la bibliographie et auleuas Afnor. Le pouvoir
rotatoire des 7 échantillons des 11 régions smauighfres et les 5 autres huiles essentielles

sont dextrogyres.

L’analyse des essences par GC et par GC/MS, a éndesr différences importantes
dans leur composition du point de vu qualitatifeantitatif. Les composés cétoniques tels
que : la-thujone, laB-thujone, le camphre, la chrysanthénone et la mawa en

constituent la majeure partie.

La combinaison de la GC et de la GC/MS, nous anged’identifier 164
constituants, représentant entre 65,2 et 98,3%a d®rhposition totale pour les essences
extraites par hydrodisillation et entre 61,4 e69b, pour celles obtenues par micro-onde.
La composition en pourcentage des principales etage familles de ces huiles révele
gu’elles sont riches en cétones : leurs proporticaréent entre (37.8 et 84.5%) et sont
relativement identiques pour les échantillons alepar hydrodistillation ou par micro

ondes.
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Cette étude nous a permis ainsi, de confirmer ye®théses annoncées par des travaux
antérieurs;**® notamment sur la diversité des chémotypes d@xistence serait

étroitement liée a des variations de patrimoinegtigues.

L’étude de I'activité anti microbienne des huilessentielles a été testée sur 14
souches : 4 bactéries a Gram +, 3 a Gram -, 5 digaons et 2 levures.
La détermination de la CMI (ne dépassant pas 10mgdes différentes essences montre
un tres bon pouvoir inhibiteur contre toutes lesiches bactériennes. Parmi tous les
échantillons testés, I'huile essentielle de Medjd# est la plus active sur toutes les
bactéries et les levures comparées aux autrescessemexcepté le Fusarium oxysporum
lini qui lui est mieux inhibé par I'essence de Glaaa (CMI<0,5mg/mL) contre 1mg/mL
pour Medjedel.
Par contre, I'étude de l'activité antioxydante tieges essentielles Aitemisia herba-alba

vis-a-vis du radical DPPH est tres faible comparéelle du BHT.

Cette méme étude a révelé que les extraits d'acdté@thyle présentent un pouvoir
antioxydant trés important. Le repérage des congpeséifs dans les extraits par la
méthode on-line HPLC-DAD-DPPH nous a permis de ¢dec a lisolement et a
I'identification de 5 composés des extraits d’amEtiéthyle de IArtemisia herba-albale

la région de M'sila.

Cing de ces composés présentent tous des struadppeEsentées a celles déja
isolées dans d’autres espéeesin d’entre eux dans I'espesgemisia herba-alba
L’isolement des antioxydants a été réalisé paorolatographie sur colonne de gel de
silice et par HPLC semi-préparative en phase imvetdes structures de ces composes ont
été déterminées par RMM, RMN °C, RMN 2D, UV, IR, HRESI-SM. Les données
spectrales des compogds, (3), (4) et(5) sont en accord avec les données publiées: du 3-
O-caféylquinique acide (1), du 3, 5-diO-caféylquinique acideg3), du 3, 4-diO-
caféylquinique acideg@l) et du 3, 4, 5-tri2-caffeolquinic acidegb).

Le composdl) a déja été isolé danflherba-albaalors que(3) et (4) I'ont déja

été a partir d'autres espece®demisia mais les composé®) et (5) sont de nouveaux

produits dans I'espéd&rtemisia
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La détermination de l'activité anti radicalaire desmposés purs sur le DPPH
révele une faible activité anti radicalaire exerpée la moléculg?) sur la DPPH, Ceci
n'est pas vraiment surprenant dans la mesure gtrdature chimique de la molécule ne
comporte aucun groupement typiquement antioxydaet dérivés cafféoylquiniques
testés on, eux, montré une bonne activité inhdatren rapport avec le nombre de

groupements cafféoylquiniques.

Enfin, ce travail s’est voulu un complément et pprafondissement de ce qui a été

reporté auparavant suArtémisia herba-albal’Algérie.

Per spectives

- Elargir I'étude des huiles essentielleAdemisia herba-albaa d’autres régions
d’Algérie.

- Suivre la variation de la composition des huileseaesielles en fonction des
périodes d’extraction : étude antibactériennefa@amgique et antioxydantes.

- Faire appel a la chimiométrie pour des meilleutades.

- Approfondir I'étude des produits lourds extraits palvants.
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Annexe 1
Chromatogrammes en phase gazeuse des huiles elisgmltA.herba-alba
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Annexe 2
Chromatogramme HPLC des extraits de différentei®@négpbtenus par hydrolyse a 254 nm
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Annexe 3
Capacité de capture du radical DPPH sur les extaaitsohxlet

Capacité de capture du DPPH

Echantillon Concentration (ug/mL) Absorbance %CR
25 0,4064 22,90
50 0,3382 35,84
Méthanol 100 0,1852 64,86
150 0,0703 86,60
200 0,0263 95,01
100 0,5518 -4,69
L . 150 0,3366 3,62
Diéthyl éther 200 04807 880
500 0,4211 20,11
100 0,5311 -0,76
chloroforme 150 0,0954 6,77
200 0,4545 13,77
500 0,3803 27,85
25 0,4478 15,05
50 0,3646 30,83
Ethanol 100 0,2301 56,35
150 0,4914 81,90
200 0,0353 93,30

Annexe 4
Chromatogramme HPLC des extraitadiierba-alba de MS obtenus par soxhlet a 254nm
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Annexe 5
Chromatogramme HPLC de I'extrait d’'EtOH (NO) d&.Herba-alba a 280 et 330nm
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Annexe 6
Activité antioxydante des extraip®ur la capture du radical DPRHdifférentes concentrations

Activité de piégeage ((% moyenne +SD) du radical OFH par les extraits
Extrait | C(pg/mL) Equation SD R %CR
200 90,43
160 72,60
120 58,11
100 y = 0,4175x + 7,1434 09938 o146
80 40,98
60 29.87
200 90,28
NO 160 7153
o y = 0,4081x + 8,2974 0,64 0,9912 g?:gg
80 42,88
60 29.96
200 91,09
160 73.79
1o y = 0,4164x + 8,4843 09924 gﬁé
80 42,45
60 30,92
50 99,84
40 83,55
30 y = 1,9306x + 5,8930 65,57
20 0,9920 48,71
15 34,63
6 13,89
50 99,56
N2 40 85,53
o y = 1,9400x + 6,1841 0,51 0,9910 gg:gg
15 35,72
6 13,97
50 99,38
40 85,14
30 y = 1,9232x + 6,0513 63.48
20 09923 47,75
15 36,25
6 13.94
100 90,68
80 77.14
e y = 0,9101x + 2,5559 0,9956 009
20 21.29
10 9,56
100 89,20
80 74,53
N3 P y = 0,0089x + 0,5869 2,41 0,9967 gé:‘;g
20 19,69
10 7,68
100 90,75
80 78,84
P y = 0,9074x + 4,0553 09914 21:2;
20 22,31
10 10,15
200 82,85
160 7133
1o y = 0,3446x + 15,1370 09929 ig:gg
80 42,61
60 35,58
200 84,38
160 7150
N4 o y = 0,3345x + 18,0120 1,23 0,9945 59,99
80 45,96
60 37,05
200 82,58
160 70,54
120 y = 0,3281x + 17,7460 58,65
100 0,9960 49,87
80 44,91
60 36,19
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Annexe 7

Chromatogramme HPLC de I'extrait DCM (N1) dA.herba-alba & 254 et 280nm
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Annexe 8
Chromatogramme HPLC de I'extrait AcOEt (N2) d&tierba-alba a 254 et 280nm
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Annexe 9

Chromatogramme HPLC de I'extrait AcCOEt PH3 (N3)'deherba-alba a 254 et 280nm
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Annexe 10
Chromatogramme HPLC du précipité (P) deHerba-alba a 254 et 280nm
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Annexe 11
Chromatogramme HPLC de I'extrait BUOH (N4) d&.ferba-alba a 254 et 280nm
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Annexe 13
Spectres RMN du composé pur 1 isolé

Composé RMN H
Methanol d4
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146,50 Composé 1 DEPT 9.9
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Annexe 14
Spectres RMN du composé pur 2 isolé

Methane
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Annexe 15
Spectres RMN du composé pur 3 isolé
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Annexe 16
Spectres RMN du composé pur 4 isolé
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Composé 5RMNH
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Annexe 17
Spectres RMN du composé pur 5 isolé
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Annexe 18
Spectres de masse ESI-MS, ESIASIRESI-MS et IR du composé pur 1 isolé

Compound Mass Spectrum List Report (stct)

Analysis Infe Apquisition Date 24072008
13:25:44

Anahsis Mame  CoDocuments snd Sstings'Superlbsuwig Esonitoric TH1 7202072401 4

hMetod ontrd t.m Cperator joms o
Semole Name NE1E Ins trument ==quir=f 300
Comment ESF. Full5can

Acquisition Parameter
lon Source Type ESl lon Poiaity
Std/Normal Scan Begin

Aiernging lon Polaity

Scan End

Skam Trap Drive
Avrsges Suto MSM S
# ™,
A S - z P Fa
— AT F abl \ [ [ S ALY
] TR WL = ) ...-“' = N r s 5 . lr" Y
A e o e 7 W oty A g
¥ it e X L ¥
w' i

0.25 050 oS 100 125 1.50 1.5 200 2325 Tie [min]

TIC: -All S |

# FAT[min] Ames
a T

i n

-8, 0.0-2.5min #{2-126}

Er'dEl‘ls'E_ 08072401 d; M35, 0.0=2 Grmin #[2:126)
#1077

2.07 293

t.57 253

1.0
0.5
1 17 a1
a0 e ——— - . .
200 400 600 EOO e

# miz

2

3

4

;

18 3

11 3

12 2Es

3 28

4 283

[T L

£ 283

18 233

i7T 254

18 =7

15 308

(=]

orintsd 02022008 11252 Fage 1of 1
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Compound Mass Spectrum List Report (stct)

Analysis Info
13:32:14
Anzhsis Nams
hMetod
Semole Name
Comment

Acauisition Date
CiDocurmnents: and Setfings 'Superls v ictEs oritor ip TH1 7808072402 d
ontrd t.m Cperator
NE1E Ins trument

ESk. MS/MS, smplitud=0.9

24072008

jceEto
==quir=f 300

Acquisition Parameter

lon 5 ESl lon Poiaity Megative Aiernging lon Polaity
Scan Begin B3 i Scan End
Slamt -10.4 Vot Trap Drive
AvErsgEs 0 Sp=chs Buto MSMS a
0z 0 05 o8 10 12 14 16 1.8 Tirna [min]
TIC: -All M1Sn |
£ AT [min] 3
-521352.7), 0.1-1.9min #{3-48}
Irﬂenfg 08072402 PASZ(352.7], 0. 1=1 Drnin #3458
#1074
181
1.0
0.5 383
oo . T ¥ T T
200 400 G000 EQD Mz
#
Z
3
4
Bruker Daltonics DetsAnahsis 2.2 orinted 03082008 113703 Fag=1of 1
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Elemental Composition Report

Single Nass Analysis
Telerance = 20.0 PPH
Element prediction: Of

DBE: min =

-1

Mumber ofizetope peaks uzed for i-FIT =

Meonagisotopic Mas s,

Even Electr

on lons

Lo omax=50.0

T formula] valusted with 2 results within limits (up to 50 clossstresuls foreschmass )
Elemant L,;—\.
C:0-500 H:0-1000 O:0-200
MtR15 Juan
000206 28
1: TOF M5 ES-
=
o 3530832
335, 2014
997 2057 1402043 S
BT gz ez | 32128 155035 ) 3771602
I R 57734z g ' .
L""""'L""""'L"'"""L""""'L""' "'l:""""'L"""" L""""'L'""""_l:""" ¥z
MIinitnuem - -1.5
laximum: 50 20.0 50.0
hilass Colc. Miass mlia eI DEE i-FIT Formula
353 0882 353 0873 0.9 2.5 8.5 Q3.5 Cls H17 Qg
3530031 -4.0 -132 .9 -0.5 1577.0 Co H21 Ol4
353 0814 5.8 193 17.5 150093 C23 H13 O4
Spectre IR du composé 1
g -
2- fm i
_ fi
: N
= _
8 L
|
ol -
= 0-H '.r
28 - O-Had |/
& (R o
= [
| C=0 ‘ l
E Sxlar |
C=Qester | C-0H
3 - o B-inzaturg C.OH ar
R-COOH
b @Hn A g 3 ¥ 38 ¢ 938 £ 1 B
g 2 5 o ek T H3d pr L L
# Eg # E £ T8 & -tg BefnRiiy
T T T ] T
3500 EDCICI 200 2000 1500 1000
‘Wavenumber cm-1
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Annexe 19
Spectres de masse ESI-MS, ESIAVISRESI-MS et IR du composé pur 2 isolé

Compound Mass Spectrum List Report (stct)

Analysis Info Aoguisition Dele 23072009
112828
Anahsis Mame  CoDocumnents and Setings'Superlbsuerig Esonitoric TH1 72080072201 .4

hetod ochP12-.m Cperstor jcastro
Semole Name Nir22 Ins trurnemt ssguirsfl00
Comment ESk. FullScan

lon Poisity Aiernging lon Polxity of
Scan Begin Scsn End Q00 iz
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- i o e =

o o2 43 a4 0s 0B Tirne froin]

[ TIC -All 1AS |
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3
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o 148 | atlie il ; : .
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# miz |
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5 X5 3
& HB5 4
Fil -
§ 21 2
10 233 1
L =
P T T
'3
20
21
2z
Bruker Daltonics Detsfnalheis 3.2 orinted 03082008 11:2254 Fag=1of 1
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Compound Mass Spectrum List Report (stct)

Analysis Infe Apguisition Date 23072008
11:48:53
Anahsis Mame  CoDecumnents snd Sstiings'Superlbsuw ig Esonitoric TH1 7802072202 4

hMetod ochPH2-.m Cperator jcastro
Semole Name Nir22 Ins trument ==quir=f 300
Comment ESE. MS/MS amplitud=0.35V

Acquisition Parameter
lon 5 i ESl

lon Poiaity Megative Aiernging lon Polaity
= Lrn Ee
3 Scan End

Trap Crive

Auto MM S

[
REn o oo

Scan Begin

Slamt

X 0.2 oY 04 05 ok &7 Tirne [min]

TIC: -All M1Sn |
£ AT [min]

wa n

5213548}, 0.0-0.8min #/2-22}

Intens, 08072202 . MSZ(35d4. 8], 0.0u0.Bmin #2271
#1039
ﬁ.
] 193
4.
< 145 355
| i
200 400 G000 EQD Mz
#
2
3
4
Bruker Daltonics DetsAnahsis 2.2 orinted 03082008  11:23:30 Fag=1of 1
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Elemental Composition Heport

Single Mass Analysis
Tolerance = 20.0 PPN
Element prediction; OF
Number ofizotope peaks used fori-FIT =

(=

DBE: min=-1.5 max=50.0

Meongoisotopic Mas s, BEven Electren lons
T4 formulale)
Element Used:
C:0-500 H:O0-1000

Q: 0-200

valuated with 2 results within limits (up to 50 closestresuls for each mass)

NZ2 Juan
0=0T
1: TOF MS ES-
245003
- 3551020
3551063
o e e m e mmmE e mmm S 4E AAAe AT 1054 gps 1740
) ::,:.'-1-1-1 237 2157 :::'4_:--,::-1 1288 34500300 ESE..E'EE F- 387 2244 3734755 37T aE3
L I L L L L I L L AL L L B L I LR IR T I
33040 3350 34000 3450 350.0 355.0 380.0 3550 AM.0 3750
Mlinditmuamn -1.5
Mlaximum : 5.0 20.0 50.0
Niass Calc. Miazs mlra EELL DEE i-FIT Formula
355.1020 355.1029 -0.9 -2.3 7.5 412.2 Cls H1g O
3533.0970 5.0 14.1 165 32011.4 23 H1s O4
3551088 -5 .2 -18.1 -1.3 35286.6 Co HII Ol4

Spectre IR du composé 2

5485

\

23.0
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% = o B-inzatu 3{(
5 & _ I|
E‘ . 0-H |I
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=] g |5 13
5] 5 f B
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gther

F w“‘“,nlﬂ'

L éther pyranique
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17412

L T T T T
3500 1500
Wanenumber -1
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Annexe 20
Spectres de masse ESI-MS, ESIAVISRESI-MS et IR du composé pur 3 isolé

Compound Mass Spectrum List Report (stct)

Analysis Infe Apauisition Date 27072008
13:12:21

Anahsis Mame  CoDecumnents and Sstlings'Superlbsus ig Esonitoric TH1 7802072701 .4

hMetod orntr25.m Cperator joms o
Semole Name Nir2E Ins trument ==quir=f 300
Comment ESFE. FullScan

Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lan Paisrty

Aiernging lon Polaity

Scan End
Trap Drive

Scan Begin

Acocurmua afion Time Suto MSM S
Iabans. |
107 |

it

&

.-

; A
A (o " VRN Ly F i

321 il ! ? ; = ; 1 1
o1 o2 0.3 04 0.5 il ar a8 Tirne [min]
[——Tic Alls |
£ AT [min] 3
-MS, 0.0-0.9min #{3-45}
Er'dEl‘lsE;. 03072701 . 4: M3, 0.0:0.8min #(3=45)
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193
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33 0 =
o J 3‘53
1 3
I:l: i Ju I.. l-l-I ' LLL - . B
200 400 00 EDD Mz
# |
2 233
3 24155
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8 Elaj s
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& 4342
14
17 Z
24
34
23
Briks orinted 03082009 112858 Fag=1of 1

153



Compound Mass Spectrum List Report (stct)

Analysis Infe Apauisition Date 27072008
1315827

Anahsis Mame  CoDecumnents and Sstiings'Superlbsus ig Esonitoric TH1 7802072702 4

hMetod orntr25.m Cperator joms o
Semole Name Nir2E Ins trument ==quir=f 300

Sk. MSMS, smplitud=0.9

m

Comment

Acquisition Parameter

lon Bowrce Type ESl lon Paisity Megative Aiernzing lon Polzity o

ScanBegn T Sosn End
Skmi -4T.0valt Trap Crive
Avrsges 10 Spectrs Suto MSM S a

03 ) ) a6 a7 o8 L&  Tine [min]

TIC: -All M1Sn |
£ AT [min]

i n

-52{514.8), 0.0-1.0min #2-27}

IMEI‘I:’E 08072702 . MSZ(514.8), 0.0=1.0min #2237
#1072

353

200 400 500 EO0 e

400 En b g0 ko] o

]
s R
1
i

7
1

. E
1L

e b On F -

§oed 03 EEY L0

160 N ke 00

Bruker Daltonics Detsfnahsis 2.2 orinted 03082009  11:30.06 Fag=1of 1
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Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Tolerance =200 PPM ¢/ DOBE:min=-1.5 max=50.0
Element prediction: OF
Mumber cfizetope peaks used fori-FIT= 2

Mes s, Even Electron lons
evalusted with 5 ras ults within limits (up to 53 clos est results for 2ach mass)

Moneisotopic
139 formula

Element Us=d:
C:0-500 H:O0-1000 OQ:0-200
NtRZE Juan
1 TOF WS E5-
2 Efet ODB
o B 118
A6, 1215
a7 in4E EI7.1030
----- 514, 1218 - £23, 1243 =38 1071
e sz TORIIE G w FE123 O srmqeay BILAEET -
dleqler'l'llil;qulll'llI:l_' III|III=I_|LI_|III|III=I_LI_|III|III=I_ I_|III|IIIILIIII|IIIILIIII|II III|III=I:LI_|III|III=ILI_|"|Z
Mlinditmnuan: -1.=5
iaximuim: 5.0 20.0 0.0
nilass Calc. Miazs mla EPLI DEE i-FIT Formula
315.11609 213.1190 -2.1 -1 14.5 1522 23 H23I OOl
F135.1131 3.8 7.4 3.5 10034 .6 C32 H1S OF
13,1006 7.3 142 1.5 6511653 Cl4 H27 O20
515.1248 -7.8 -15.3 5.5 25111.7 138 HI7T O17
21351072 7 12.8 iz.= 700417 CIg H13Z O
Spectre IR du composé 3
i |
e [y A
i J,,“,“'I
M L"w A
= L _ 0-H ar ll;ﬂJ
Em B C=0 . . C-0H
o 0-H azf=r C.0H ar
Eg_ C=0 ecter
@ o f-insaturs
=
=
- -
o
i
& .
R-COOH
SN N T |1
= 88Y & o gz 8 3 ®E8 5 8§ 3¢ B yngsh
ZERE F 0 2% i3 & B OERIE FEE z Fomsy
T T T T ] T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wanenumber em-1
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Annexe 21

Spectres de masse ESI-MS, ESIAVISRESI-MS et IR du composé pur 4 isolé

Compound Mass Spectrum List Report (stct)

Analysis Infe Apauisition Date 27072008
13:52:20

Anahsis Mame  CoDecumnents and Sstiings'Superlbsuw ig Esonitoric TH1 78020727024

hMetod ontr27.m Cperator joms o
Semole Name N 27 Ins trument ==quir=f 300

Comment ESFE. FullScan

Acquisition Parameter
lor Source Type ESI lan Paisrty

Aiernaing lon Polarity
Scan End
Trap Crive

Accumid aion Time AvErsgEs Buto MSMS a
Iabans.
aor
2.2:|= = xk_‘- __,fm_..-/ﬁ‘- P p— h"‘x ;
e ! & o~ 5 P s . 3 -
2.0 "\ et \\_ =7 = “\z' i, ™, o
:I i = 5 f
Y] 0z a3 o4 0% a6 .7 0.8 Tirne [min]
[ TIC: -All S |
£ AT [min] 3
-MS, 0.0-0.9min #{3-45}
Er'dEI‘lf-E; 0307 2703.4: M3, 0.0:0.8min #(3=45)
#1079
515
4.
> 193 353
b | 575
o ida ; -.l“].l... i [ ’ ]
200 400 00 EDD Mz
&
2. 181
T
4 =t
s zr
7 =
& 253
g 285
16 285
12
14
20 354
Z1 3
2z 514
24 5te
25 517
b 3
= £
28 5
et 5
Briks orinted 03082008 11:3120 Fag=1of 1
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Compound Mass Spectrum List Report (stct)

Analy sis Info Acouisiticn Dete 27072009
13:62:03

Anahsis Mame  CoDocuments snd Sstings'Supsrlbsuw ig BEsoritoric TH1 7202072704 4
hMetod o, 1 Cperator joms o
Semole Name N 27 Ins trument ==quir=f 300

Comment ESk. MS/MS, smplitud=0.9

Acquisition Parameter
ESl lon Poiaity

lon Source Type Aiernging lon Polaity

ScanBegn Sosn End
Slamt Trap Drive
Avrsges Suto MSM S a

B4 0z s a4 L5 0E oy as Tirne [min]
TIC: -All M1Sn |
£ AT [min] 3

-l152{514.8), 0.0-0.9min #|2- 25}

Inlens | 08072704 ¢ MASZ[514.8), 0,00 Brmin #{Z-25)

4 253

1
173 '5?3
o diy N

200 400 &0 EOD e

E

R oy
¥

400 En b g0 ko] o

3
=

[T

Bruker Daltonics DetsAnahsis 2.2 orinted 03082009  11:22:14 Fag=1of 1
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Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Telerance = 20.0 PPN DBE: min = -1.5,
Element prediction: Of
Mumber ofizetope peaks uzed fori-FIT =2

Maonaoisotopic Mass, Even Electron lons

max =50.0

138 formulale) evelusted with 4 ras ults within limits [up to 50 clos est results for 2sch mass)
Element Used:
C:0-500 H:0-1000 0O:0-200
NtRZT Juan
1 TOF MS ES-
B Toe+ 005
s 5151207
Fi6, 1245
=
EiT 1281 e Bar. 1082
. 22327 5. 1167 CRE- S AP =
S8 NS C = NP ) N NP SN NP sl I AP
“agh.0 4350 _.':. b 5100 R z2h0 sz 23h0 =350 b0
MIlindsmven -1.5
Dlaximuim: 5.0 20.0 50.0
Moz Calc. MIass mila EEMI DEE i-FIT Formula
515.1207 515.11%90 1.7 33 14.5 2551 C25 H23 Ol12
515.1248 -4.1 -8.0 5.5 7204 7 Cls H27 O17
5151283 -7.8 -14 8 275 lagos e C30 HI19 O4
5151131 7.4 14 8 235 796209 C32 H19 O7F

Spectre IR du composé 4

: W’\
= e | o OI‘aill"'l C-OHE
=8 o C-OH ar
g ! . !’ C= D.,zm
= R-COOH o F-inzaturs
£ W
5
=
=
5
L3
.
NN
28 8 #& EF FR= ER R q2 " ¥ 2 % & @ ® IR
228 % & REZ B2 f 3 BE E B P oz & gy
I I I I I I
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wenenumbear o1
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Annexe 22
Spectres de masse ESI-MS, ESIAVISBRESI-MS et IR du composé pur 5 isolé

Compound Mass Spectrum List Report (stct)

Analysis Info

Acauksition Dete Z2¥072008

132427
Anahsis Mame  CoDecumnents and Sstings'Superlbsus ig Esonitoric TH1 78020722024
hMetod ontrd t.m Cperator joms o
Semole Name MNir31 Ins trument ==quir=f 300
Comment ESI. FullScsn
Acquisition Parameter
T ESl Aiernaing lon Polarity of
Scan End
Trap Crive 0.
Accumid aion Time Buto MSMS off
Iabens_J
1073
3N
359 - ' . " . -
i - . e, —
- 5 e = J 8 - ==
3 L T e 5 F o s
307 - =S Mo,
3 O e
1 =4 T T T
o1 &2 43 a4 a5 a5 or 0.z Tirne frin]
TIC: -All S |

£ RT [min]_

-5, 0.0-0.9min #{3-44)

n

Indens ] 09072203, 4: M3, 0.0:0.8min #(3=d4 )
x108

3] 67T

27

173

515
160 265 353 |
200 400 600 EDO iz

# miz |

7 180

3 173

4 18

7 5

5 279

-

4

15

)

=

22

23

4

25

s

=7

28

el
Bruker Daltonics Detsfnahsis 2.2 orinted
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Compound Mass Spectrum List Report (stct)

Analysis Info Acouisition Dete  2¥072009

132703

Anahsis Mame  CoDocuments snd Sstings'Supsrlbuwig Esoritoric TH1 7202072204 4

hMetod ontrd t.m Cperator joms o
Semole Name MNir31 Ins trument ==quir=f 300
Comment ESE. MS/MS, Amplitud=0.5Y

Acquisition Parameter

lon 5 ESl lon Poiaity Aiernging lon Polaity
Scan Begn Scan End
Skmt Trap Crive
AvErsgEs Buto MSMS off
I1han5T.'!
x0T
1.2
'I,IJ']
0.8+
0.1 0.2 0.3 0.4 05 0.E or 08 0.9 Tirne [min]
[ TIC: -All M1Sn |

£ AT [min]_

i n

-M52{676.8), 0.0-1.0min #|2-24}

infens, 090722080 MSE616 ), 0.0:7.0min #[2-24]
#1083
515
1.0
0.5 677
353 &
0.0 : - ! —l r
200 400 &0 BOD iz
#
z
3
4

[T

Bruker Daltonics DetsAnahsis 2.2 orinted 03082008 112440 Fag=1of 1
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Elemental Composition Report

Single Mass Analysis

Telerance = 20.0 PPM ! DBE: min=-1.5 max=50.0
Element prediction: OF
Mumber ofizotope peaks uzed fori-FIT=2

Maonoisotopic Mas s, Even Electron lons
215 formula] valusted with 2 res ults within limits [up to 50 clos st results for 2sch mass)
Element Usad:

C:0-500 H:0-1000 Q:0-200
NtR21

LS

nTOF NS ES

E32.1437
) T 1483
g | "
Fr T e
Mdlindimmumn: -1.=5
Dlaximum: 5.0 20.0 0.0
Q== Calc. Miass mloa PELI DEE i-FIT Formula
577.1507 G77.1506 0.1 0.1 20.5 G50 C34 H29 O13
G77.1542 -33 -5 2 2.5 3 C32 H21 O2
G77.1471 ig 5.3 -1.3 : Cl6 H3I7 O2
577.1565 -3.3 -3 .8 11.5 58463 C27 H3I3 020
14438 5.0 2.7 295 G396.7 C41 H2S Olo
5 -o 3 137 33.5 147195 C435 H25 OF
= 130 7.5 178853 ©C23 H3I3 O3
-11.7  -173 2.5 202737  C20 H3IT O23
112 17.4 igs 231582 C43 H21 O35
Spectre IR du composé 5
ety g
4 Fﬂ]'r \ 1 N
'||' r/,/‘ Ill |, I'| |ﬁ ) o '|||."M‘1,I,*
% 1 N AN
\  A£eoon I |
_ \ /RcooE WA R AV .
£ ) | ] || Vi |
g N C-OF ar
m = - | |'|| 1
= I:I I__ .I-! |I Il
E I|i || | I|I 'I‘
= ' [
F g c=0 | i k1|
zater L
C=0 sster || C-0H
2 - w.B-inzaturs U
C-H a1
| L L e
Y | | S | (Gt
SecaEiis & ReENE 2 B2 08 2 BENERYesseuysueegnys
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Annexe 23

Valeurs des CE(ug/mL) des composeés isolés dans le test de l'inbibidu radical DPPH

Concentration efficace: CEkg (ug/mL)

Composé| Concentrations [DPRH] %DPPH Equations R CEk

3 4498 97,783
6 4216 91652
10 3666 78,696  y=-26281x+10599 oo 2130
15 2064 64435 :
20 2488  54.087
30 1266 27,522
3 4606 100,130
6 4197 91,239

1 10 3929 85348  y=-20108x+10458 ... 2714
15 3085 71413 :
20 2819 61283
30 2084 45304
3 4690 101,956
6 4319 88,156
v SO B2y = 2.0311x+ 104.97 09920 27,06
20 2067 64500
30 2066  44.913
3 4204 93,348
6 3620 78,891
v S o1l y=-3.3351x+100.92 09972 1527
20 1527 33196
30 0.068 1,478
3 4278 93,000
6 3614 78565

5 o B y=-3.3527x+99.978 09920 1491
20 1201 29,109
30 0.204 1,435
3 4061 88,283
6 3342 72652
v LS Ol y=-3.0210x + 88.360 09912 12,70
20 0,420 22,13
30 0.357 1,76
3 4121 89,587
6 3374 73348
v S S y=-31673x+93168 09909 13,63
20 1014 22,043
30 0.071 1,543
3 4338 94,304
6 3488 75826

4 v SO0 oAl y=32673x+96.186 09904 14,14
20 1104 24,000
30 0.069 1,500
3 4158 90391
6 3692  80.261
o 2028 S10%  y=32794x+97496 09904 1448
20 1165 25326
30 0,095 2,065
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Valeurs des Cf(ug/mL) des composeés isolés dans le test de I'inbibdu radical DPPH (suite

3 3,780 82,239
6 3070 66,739
o igif jg:?gg y = -4.4421x + 93.742 0.9935 9,85
15 1206 28174
20 0,218 4,739
3 3,704 80,522
6 3212 69,826
5 2 e oeless  y=-44188x+93925 09924 994
15 1130 24565
20 0,387 8,413
3 3,604 80,304
6 3177 69,065
192 ggég ijﬁé? y = -4.4503x + 94.850 0.9924 10,08
15 0,930 20,217
20 0,306 6,652
15 4665 98,607
50 4351 94587
2 100 3504 76174 y= -0,2375x + 102,44 0.9897 220,80
200 2103 55717
500 0,244 5,304
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