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Résumé

L'Artemisia absinthium, également connue sous le nom d'absinthe, est une plante herbacée
vivace de la famille des Astéracées. Elle est largement utilisée en médecine traditionnelle pour

ses propriétés médicinales.

De notre part, nous nous sommes intéressés a I'étude phytochimique, le dosage polyphénols
et flavonoides et évaluation de I’effet hémolytique des extraits bruts hydométhanolique et leurs
fractions acétate d’éthyle préparés par décoction ou macération de la partie aérienne

d’Artemisia absinthium.

Les tests phytochimiques sur les différents extraits bruts hydrométhanoliques de la plante
¢tudiée, ont réveélé la richesse de cette plante en alcaloides, des tepénoides, des tanins, des
saponines et composés réducteurs. Tandis que les anthraquinones, les quinones libres, et les

flavonoides sont notés absents dans I’ensemble des extraits étudiés.

Les teneurs en composés phénoliques ont ¢été déterminées par la méthode
spectrophotométrique en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, pour le dosage des plyphénols
totaux, et le chlorure d'aluminium en milieu alcalin pour le dosage des flavonoides. Les
résultats ont montré que la fraction d’acétate d’éthyle récupérée de I’extrait brut préparé par
décoction est la plus riche en polyphénols et en flavonoides, par rapports aux autres extraits
¢tudiés, avec des teneurs de l'ordre de 215,95ug EAG / mg MS et 243,75ug EC / mg MS,

respectivement.

Les résultats de I'¢tude sur 'effet hémolytique des extraits préparés, sur des érythrocytes isolés
du sang humain, incubés, durant 45min, dans un milieu tampon PBS (pH 7,4) 4 37°C, ont révélé
que la fraction d’acétate d’éthyle récupérée de 1’extrait brut préparé par macération présente 1’
effet hémolytique le plus élevé, par rapport aux autres extraits étudiées, avec un taux

d'hémolyse d’ordre de 32,6% a une concentration de 6 mg/ml, comparé a 1'hémolyse totale.

Mots clés : Artemisia Absinthium, étude phytochimique, polyphenols totaux, flavonoides,

effet hémolytique, toxicité.



Abstract

Artemisia absinthium, also known as wormwood, is a herbaceous perennial plant in the of the
Asteraceae family. It is widely used in traditional medicine for its medicinal properties.

For our part, we were interested in the phytochemical study, polyphenol and flavonoid
determination and flavonoids, and evaluation of the hemolytic effect of hydomethanolic crude
extracts and their ethyl acetate fractions prepared by decoction or maceration of the aerial part
of Artemisia absinthium.

Phytochemical tests on the various hydromethanolic crude extracts of the plant revealed the
plant's high content of alkaloids, tepenoids, tannins, saponins and saponins and reducing
compounds. While anthraquinones, free quinones and flavonoids were flavonoids were absent
in all the extracts studied.

Phenolic compound contents were determined spectrophotometrically spectrophotometric
method, using Folin-Ciocalteu reagent for total plyphenols and and aluminum chloride in
alkaline medium for flavonoids. The results showed that the ethyl acetate fraction recovered
from the crude extract prepared by decoction is the richest in polyphenols and flavonoids,
compared to the other extracts studied, with contents of the order of 215.95ug GAE / mg DW
and 243.75ug CE / mg DW, respectively.

The results of the study on the hemolytic effect of hydromethanolic crude extracts of the aerial
part of aerial; and their ethyl acetate fractions ethyl acetate fractions, on erythrocytes isolated
from human blood, incubated, for 45min, in PBS buffer medium (pH 7.4) at 37°C, revealed
that the ethyl acetate fraction recovered from the crude extract prepared by maceration had the
highest hemolytic effect, compared with the other extracts studied, with a hemolysis rate of

around 32.6% at a concentration of 6 mg/ml, compared with total hemolysis.

Key words: Artemisia Absinthium, phytochemical study, total polyphenols, flavonoids,

hemolytic effect, toxicity.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Depuis des milliers d’années, I’homme a utilisé les plantes trouvées dans la nature pour traiter

et soigner des maladies (Sanago, 2006).

La définition d'une plante médicinale est trés simple. Ce sont des drogues végétales dont au

moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses (Farnsworth et al., 1985)

Le développement des plantes médicinales est un domaine de recherche important dans la
médecine traditionnelle, en particulier dans les pays en développement, car les plantes
médicinales sont souvent utilisées comme traitement primaire pour de nombreuses maladies.
Ces plantes contiennent une grande variété de composés chimiques, tels que des alcaloides, des
terpenes et des flavonoides, qui présentent des propriétés pharmacologiques intéressantes.

(Sarikurkcu, 2019).

D’aprés Ritter (2018), il existe plus de 70 000 especes de plantes médicinales dans le monde.
(Ritter, 2018). L’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS) a estimé que 70 a 80 % de la
population des pays en développement dépendent de la médecine traditionnelle a base d’herbes

médicinales comme soins de santé primaires (OMS, 2002).

La médecine traditionnelle est la pierre angulaire qui dynamise la recherche scientifique pour

explorer de nouvelles approches thérapeutiques.

La flore médicinale algérienne est riche et diversifiée, avec une grande variété de plantes
médicinales utilisées dans la médecine traditionnelle pour traiter diverses affections. Selon une
¢tude menée en 2016, 1'Algérie compte environ 2000 especes de plantes médicinales, dont 500
especes sont endémiques et 700 especes sont utilisées pour des propriétés médicinales.

(Boudjelal et al ,2016).

Une étude a montré que la région de Tlemcen compte plus de 500 especes végétales, dont un

grand nombre ont des propriétés médicinales (Zeghichi et al,2017).

Le genre Artemisia, faisant partie de la famille des Astéracées, comprend environ 500
especes réparties dans le monde entier (Maria et al , 2013). En Algérie, plus d'une dizaine
d'especes ont été identifiées. Certaines d'entre elles sont rares et se trouvent dispersées dans les

hautes montagnes, tandis que d'autres sont abondantes et répandues sur de vastes zones.

Les especes qui appartiennent au genre Artemisia sont utilisées, non seulement, dans la
médicine traditionnelle, mais aussi dans 1’industrie alimentaire et pharmaceutique. Les parties
de la plante les plus utilisées en phytothérapie sont les feuilles et les sommités fleuries.

(Younes, Kawther, 2015).
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L’Artemisia absinthium ou absinthe est l'une des plus anciennes plantes médicinales connue
pour ses propriétés antifongique, antibiotique, insecticides, et ses huiles essentielles qui ont
d'autres activités biologiques (Wright, 2002). Le nom Artemisia est dérivé de la déesse
Artémis qui avait découvert les effets de la plante, alors que le mot" absinthe signifie
imbuvable" a cause du gout trés amer de la centrale. Elle posséde une forte odeur (essence

d'absinthe) et une saveur amere due a 1'absinthine (Figure 1) (Mansour, 2015).

Figure 1 : Partie aérienne d’ Artemisia absinthium (www. gettyimages. Fr, 2022)

L’Absinthe est connue sous plusieurs noms scientifiques : Artemisia absinthium var. Insipida

Stechm. Absinthium officinale; Absinthium vulgare; Artemisia pendula (Tela Botanica, 2019)
Elle est connue localement sous le nom de « Chiba ». Elle porte plusieurs noms :

» Arabe : Chiha coracani , Chaibet el Adjouz , Degnatech Cheik, Chiba, Chadjert
Merieme (Chemour, 2005).

> Francais : Absinthe, grande absinthe, herbe sainte, absinthe suisse, alvine armoise

amere (Ghédira et Goetz,2016) .

» Anglais : Wormwood (Quinlan et al., 2002).

L'Artemisia absinthium appartient a la famille des astéracées, sa classification botanique d est

la suivante (Ansari et al,2019) :
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e Régne:  Plantae.

e Sous-régne : Tracheobionta.

e Super-division : Spermatophyta
e Division: Magnoliophyta

e C(Classe: Magnoliopsida

e Sous-classe: Asteridae.

e Ordre: Asterales.

o Famille: Asteraceae

e Genre: Artemisia

o Espece: Absinthium.

e  Nom binomial : Artemisia absinthium L.

L'Artemisia absinthium une plante aromatique, herbacée et vivace de 40 —100 cm de la

hauteur a tige ligneuse (Tariq et al.,2009).

v" Les feuilles sont trés divisées, ovées, gris-verdatre au-dessus, blanche au-dessous,
soyeuse, pétiolées et profondément découpées en lanieéres obtuses. Les feuilles
inférieures sont tri- pennatiséquées et les supérieures sont moins divisée (Figure 2-
A) (Mansour, 2015).

v" Les racines sont pivotantes avec un diamétre de 5 cm et ramifications s'étend dans
toutes les directions jusqu'a 72 cm (Figure 2-C) (Mubashir et al., 2017).

v Les inflorescences sont de petits capitules floraux jaunes, globuleux, disposés en
grappes composées et ramifiées (Figure 2-D).

v Les fleurs de couleur jaune sont produites de juillet & octobre. Elles sont petites et
globulaires (GoudetSwamy,2015) (Figure 2-B).

v" Le fruit est un akéne de petite taille, lisse et sans aigrette (Belaidi et Boubendira,

2018).
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A : Feuilles B : Fleurs

C : Racines D : Tige

Figure 2 : Différentes parties d’Artemisia absinthium A : Les feuilles ; B : Les fleurs ; C :

Les racines ; D : Les tiges. (Www.gettyimages. Fr,2022)

L’absinthe pousse facilement a une altitude de 600 a 1000 metre sur des terrains propres,
aérés et rocailleux. La plantation exige des endroits bien ensoleillés, une terre souple légere et
des sols riches en azote. Elle peut pousser dans les régions a faible pluviosité et sa culture est

possible également dans les zones arides et seches. ( Skiredj et al ,2002) .

L'Absinthe est une plante qui trouve son origine dans le sud de la Sibérie et le Cachemire.
Elle est cultivée dans plusieurs pays, tels que les Balkans, 1'Angleterre, la France, I'Afrique du
Nord (Algérie et Maroc), ainsi que dans I'est de I'Amérique du Nord, notamment au Canada et

en Turquie. (Swerdlov, 2000).

Elle posséde une longue histoire d'utilisation médicinale, a la fois dans la médecine
traditionnelle et la pharmacologie moderne. Les Grecs et les Romains I'employaient pour lutter

contre les troubles de la ménopause, ainsi que comme vermifuge et fébrifuge (Padosch et al.,
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2006). Elle est mentionnée dans l'histoire européenne comme une plante médicinale
polyvalente utilisée pour traiter de nombreuses affections différentes (Baker,2001).
Traditionnellement, l'infusion des parties aériennes de l'absinthe préparée sous forme de
boisson était utilisée pour soulager les maux d'estomac, les coliques et pour éliminer les

parasites intestinaux (Torres et al., 2019).

L'extrait d'Artemisia absinthium présente plusieurs activités biologiques intéressantes,

notamment.

» Une forte activité antioxydante, ce qui signifie qu'il est capable de protéger les cellules
contre les dommages causés par les radicaux libres. Cette activité est attribuée a la

présence de composés phénoliques, flavonoides et terpénoides dans 1'extrait.

» Une activité antimicrobienne significative contre plusieurs souches bactériennes et
fongiques. Cette activité est due a la présence de composés volatils tels que le thuyone

et I'absinthine, qui ont des propriétés antimicrobiennes.

» Une activité anti-inflammatoire, attribuée a la présence de composés tels que

['artémisinine et les flavonoides dans 1'extrait.

» contre certains parasites tels que Plasmodium falciparum, qui est responsable de la

malaria.

» Une activité cytotoxique, attribuée a la présence de composés tels que l'artémisinine

dans l'extrait (Kumar et al,2018).

La plante d’absinthe (Artemisia absinthium) est constituée d’un grand nombre de composés
chimiques, dont la plupart se retrouvent dans 1’huile essentielle d’absinthe. Les principaux
constituants chimiques d’Artemisia absinthium sont consignés dans le tableau suivant

(Ghédira et al., 2016).
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Tableau 1 : Composition chimique Artemisia absinthium (Belaidi et Boubendira, 2018).

Famille de constituants chimique Constituants chimique

Huile essentielle (0,2 a 1,5%) a et B-thuyone (33,1-59,9% dans le chémotype a f -
thujone), chamazuléne, acétate de trans-sabinéne (18,1—
32,8%), myrcéne, cis-époxy-ocimeéne, acétate de
chrysanthényl, thuyol, linalol, 1,8-cinéole, a-bisabolol, -
pinéne, B-curcumene, spathulénol, trans-sabinéne

Flavonoides myricétine, quercétine, kaempférol, rutine, hespéridine,
naringénine
Acides phénoliques Acides salicylique, cafeique, gallique, pcoumarique,

férulique, vanillique, B-resorcylique et protocatechuique

Ces composés chimiques ne sont pas produits directement lors de la photosynthése, mais
résultent des métabolites secondaires, produits des réactions chimiques ultérieures. (Judd et

al, .2002).

Le métabolisme secondaire est le processus biochimique par lequel une cellule, un tissu ou
un organisme produit des métabolites qui ne sont pas essentiels a la croissance, au
développement ou a la reproduction, mais qui ont des fonctions spécifiques telles que la défense
contre les herbivores, la communication avec d'autres organismes, ou la protection contre les

radiations et les toxines (Joshi et al., 2020).

Ces métabolites comprennent des composés tels que les alcaloides, les flavonoides, les
terpénes, les phénols, les tanins et les anthocyanes, et sont produits par les plantes, les

champignons et les bactéries (Bhat and Fayaz, 2011).

Cependant, il est important de noter que certaines plantes médicinales peuvent étre toxiques
a des doses ¢levées ou lorsqu'elles sont utilisées de maniére inappropriée, soulignant

l'importance d'une utilisation prudente et éclairée de ces plantes.

La plante est considérée toxique lorsqu'elle contient une ou plusieurs substances nuisibles

pour 'homme ou pour les animaux (Lévy et al., 2008).

Des recherches portant sur les effets indésirables de la phytothérapie démontrent que la

majorité des effets néfastes associés aux plantes médicinales sont généralement attribués a une
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erreur d'identification plutdt qu'a la plante elle-méme (Zeggwagh et al., 2013). La toxicité des
plantes médicinales est également influencée par la partie spécifique de la plante utilisée ainsi

que par les quantités consommées (Soumyanath, 2006).

De plus, les plantes contiennent des mélanges complexes de terpenes, alcaloides, saponines
et autres substances chimiques. Ce qui augmente le risque de réactions indésirables par leurs
effets additifs ou synergiques des interactions chimiques (Trevoux et al., 2000 ; Saad et al.,

2006).

Bien que Artemisia absinthium soit appréciée pour ses propriétés médicinales, elle contient
¢galement des composés toxiques tels que la thuyone, qui peut causer des effets néfastes sur la
sant¢ humaine. Des études ont montré que la consommation a long terme de thuyone peut
entrainer des convulsions, des hallucinations, des dommages au foie et au systéme nerveux,
ainsi que d'autres effets indésirables. En outre, la thuyone est un neurotoxique potentiellement

mortel et sa toxicité dépend de la dose et de la durée d’exposition. (smith er al ,2021).

Pour évaluer la toxicité in vitro, divers modeles cellulaires peuvent étre utilisés. Le test
d’hémolyse peut étre étudi¢ comme indicateur de cytotoxicité en vue de la disponibilité des
érythrocytes et la facilit¢ de controler leurs lyses en mesurant la libération d’hémoglobine
(Sébahoun, 2006). De plus, la membrane érythrocytaire est un outil précieux pour I’étude des

transports ioniques transmembranaires (Wajeman, 1992).

Sanguines spécialisées responsables du transport de I'oxygene des poumons vers les tissus du
corps. Les érythrocytes sont des cellules anucléées, ce qui signifie qu'elles ne possédent pas de
noyau, et sont donc incapables de se diviser ou de se répliquer. La forme des globules rouges
est en forme de disque biconcave qui leur permet de se déformer et de passer a travers les

capillaires les plus étroits. (Smith, 2019).

Les globules rouges renferment de I'hémoglobine (Hb), un pigment rouge qui confére leur
teinte caractéristique aux érythrocytes. Elle représente environ un tiers de la masse totale des
globules rouges. L'hémoglobine est le principal composant des globules rouges, assurant le

transport de 1'oxygene et du dioxyde de carbone (Menche et al., 2014).

La membrane plasmatique des érythrocytes est connue par sa perméabilité sélective, sa

résistante et sa flexibilité¢ (Tortora et al., 2014).

Le phénomeéne d’hémolyse, signifie la destruction des érythrocytes avec la libération du leur
contenu intracellulaire dans le liquide extracellulaire (Thomas,2013). C’est est un processus

complexe qui peut avoir de graves conséquences pour la santé¢ (Wang et al., 2019).
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I1 existe plusieurs types d'hémolyse avec des causes et des conséquences différentes :

L'hémolyse intravasculaire qui se produit lorsque les globules rouges sont brisés a l'intérieur
des vaisseaux sanguins, tandis que 1'hémolyse extravasculaire se produit lorsque les globules

rouges sont brisés en dehors des vaisseaux sanguins, généralement dans les tissus (Figure 3).

L'hémolyse physiologique est un processus naturel qui se produit dans le corps lors du
vieillissement des globules rouges du sang. Il s'agit d'un processus normal qui fait partie du
cycle de vie des globules rouges. En effet, les globules rouges ont une durée de vie d'environ
120 jours, apres quoi ils sont détruits et remplacés par de nouveaux globules rouges (Wang et

al., 2019).

L'hémolyse pathologique est une destruction accélérée des érythrocytes qui peut étre causée
par différentes anomalies au niveau de la fabrication des cellules sanguines ou du globule rouge
lui-méme. Elle se caractérise par une libération anormalement ¢élevée de I'hnémoglobine dans le
plasma sanguin et peut entrainer des complications cliniques graves telles que 'anémie, l'ictére
et la formation de calculs biliaires. Les causes de 1'hémolyse pathologique sont variées et
peuvent inclure des anomalies génétiques, des maladies auto-immunes, des infections, des

intoxications, des traumatismes ou des réactions a certains médicaments.

Le diagnostic repose sur la mesure de différents parametres sanguins tels que le taux
d'hémoglobine, la numération des érythrocytes, le taux de bilirubine ou la présence d'anticorps
dirigés contre les érythrocytes. Le traitement dépend de la cause sous-jacente et peut inclure
des médicaments immunosuppresseurs, des transfusions sanguines, ou la chirurgie. (Peyrard

et al., 2016).
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Figure 3 : Mécanisme d’hémolyse intra et extra vasculaire (Kacha,2020)

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a 1'étude phytochimique et évaluation de
I’effet hémolytique des extraits bruts hydométhanolique et leurs fractions acétate d’éthyle

préparés par décoction et macération de la partie aérienne d’Artemisia absinthium.
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Notre partie expérimentale a été réalisée au sein de laboratoire de recherche « Antibiotiques,
antifongiques, physico - chimie, synthése et activité biologique », département de biologie,
faculté des sciences de la nature et de la vie, des sciences de la terre et de 1’univers, université

Abou Bekr Belkaid, Tlemcen.
1. Matériel végétal

La récolte de la partie aérienne d’Artemisia absinthiumia (Feuilles ,Tige)été réalisée au mois
décembre 2022 dans la région de El Bettim, Maghnia (Wilaya de Tlemcen) (figure 4). La partie
aérienne récoltées ont été séchées a I'ombre dans un endroit sec et aéré pendant un mois (Figure
5). Une fois séchées, La partie aérienne ont été découpées a la main en petites morceaux

(Figure 6).

Figure 4 : Artemisia absinthium sur site de récolte (photo personnelle, 2022)
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Figure S : La partie aérienne d’Artemisia Figure 6 : La partie aérienne
absinthium pendant séchage (photo d’Artemisia absinthium séchées et
personnelle, 2023) découpées (photo personnelle, 2023)

2. Préparation des extraits

A partir la partie aérienne d’Artemisia absinthium séchées et découpées, nous avons préparé,
par macération ou décoction, deux extraits bruts hydro-méthanolique et deux extraits obtenus

aprés fractionnement par I’acétate d’éthyle des deux extraits bruts hydro-méthanolique.
2.1. Préparation des extraits bruts hydro-méthanolique
2.1.1. Décoction

- Dans un ballon rodé surmonté d’un réfrigérant, nous avons mélangé 10g de la matiere

végétale avec 150ml du mélange eau-méthanol (30/70 : v/v) (Figure 7).
- L’ensemble est placé sous reflux dans un chauffe ballon .
- Le mélange est filtré .
- Le méthanol du filtrat est évaporé a 1’aide d’un Rotavapor a 60°C.

- L’extrait brut hydro-méthanolique préparé par décoction (EBD) est ainsi récupéré.

12
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Sortie d’eau

Réfrigérant |

Entrée d’eau

Ballon contenant la
maticre végétale et
mélange solvant

La rampe : Chauffe
balan = 4

Ly

Figure 7 : Montage décoction sous-reflux (photo personnelle, 2023)
2.1.2. Macération

- Dans un Erlenmeyer, nous avons mélangé¢ 10g de la matiére végétale avec 150ml du

mélange eau-méthanol (30/70 : v/v).
- Le mélange est laissé macérer a température ambiante pendant 48 heures.
- Le mélange est filtré.
-Le méthanol du filtrat est évaporé a 1’aide d’un Rotavapor a 60°C .
- L’extrait brut hydro-méthanolique préparé par macération (EBM) est ainsi récupéreé.
2.2. Fractionnement de I’extrait brut hydro-méthanolique

Apres évaporation du méthanol des extraits hydro-méthanoliques obtenus par macération ou
décoction, une extraction liquide-liquide, a I’aide d’une ampoule a décanter, a été réalisée, en
présence des solvants : [’hexane, pour éliminer la chlorophylle et la dilapidation, et 1’acétate

d’éthyle.
2.2.1. Extraction liquide par hexane.

- Dans une ampoule a décanter, nous avons mélangg¢ 1’extrait et ’hexane (v/v).

13
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- Le mélange est bien agité, dégazé et laissé décanter.

- Apres décantation, nous avons récupéré la phase aqueuse.

- Le lavage est réalis¢ deux fois.

2.2.2. Fractionnement par ’acétate d’éthyle

-La phase aqueuse récupérée est fractionnée par 1’acétate d’éthyle (v/v) .
- Le mélange est bien agité, dégazé et laissé décanter .

- Apres décantation, nous avons récupéré la phase organique .

- Le fractionnement est réalisé deux fois .

- L’acétate d’éthyle est évaporé a sec Rotavapor a 60°C.

La phase organique présente 1’extrait acétate d’éthyle (FAEM) fractionné de 1’extrait EBM
ou I’extrait acétate d’éthyle (FAED) fractionné de 1’extrait EBD.

Les deux extraits bruts hydrométhanolique obtenus (EBD et EBM) et leurs fractions
respectives (FAED et FAEM) ont été séchés a sec a 35°C dans une étuve. IIs ont été conservés,

par la suite, dans des tubes a 4°C et a I’obscurité.
2.3 Calcul des rendements

Les rendements obtenus a partir des extraits de la partie aérienne d’Artemisia absinthium,
préparés par macération ou décoction et leurs fractions acétate d’éthyle, sont calculés a partir

de I’équation suivante :
R (%) =(M1/MO0) x 100
R (%) : rendement exprimé en pourcentage.
M1 : masse en gramme « g » de I’extrait sec obtenu.
MO : masse en gramme « g » du matériel végétal.

La figure 9 : représente un schéma qui résume les différentes méthodes de préparation des
extraits et des fractions préparés a partir de la partie aérienne séchées et découpées d’Artemisia

absinthium.
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10 g de la partie aérienne d’Artemisia absinthium séchées et découpées
en présence De 150 ml du mélange Eau-Méthanol (30/70)

/
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Décoction (45 min)
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Figure 8 : Schéma récapitulatif pour la préparation des extraits de la partie aérienne

d’Artemisia absinthium.
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3. Tests phytochimiques

Des tests phytochimiques ont été réalisés sur les extraits bruts (EBD et EBM) obtenus, afin
de mettre en évidence les différents métabolites secondaires présents dans la partie aérienne
Artemisia absinthium. La présence ou 1’absence de ces molécules se traduit par des réactions

de coloration, précipitation ou mousse.

Ces tests ont été menés selon les techniques de caractérisation qualitatives décrites par

Trease et Evans, (1989) Harborne (1998).
3.1. Composés azotés
e Les alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5 ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCI (1%) et ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et
0,5ml de réactif de Wagner dans le second tube. L’apparition d’un précipité blanc ou brun,

respectivement, révele la présence d’alcaloides.
3.2. Les composés phénoliques
e Les tanins

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,25 ml d’une solution
aqueuse de FeCl3 (1%). Le mélange est incubé pendant 15 min a température ambiante. La

présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu noiratre.
e Les flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1 ml de HCI concentré et
quelques copeaux de magnésium. L apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune prouve

la présence des flavonoides.
¢ Les quinones libres

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,1 ml d’hydroxyde de
sodium (NaOH a 1%). L'apparition d'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la

présence des quinones libres.
e Anthraquinones

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1ml de NH4OH (10%)

puis agiter. L’apparition d’une coloration violette indique la présence des anthraquinones.

16



MATERIEL ET METHODES

3.3. Composés terpéniques
e Les saponines (test de mousse)

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de I’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes et
laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hauteur supérieure & 1 cm de mousse indique

la présence de saponines.
e Terpénoides

Test de Slakowski: Dans un tube a essai, introduire 1 ml de I’extrait a analyser, ajouter 0,4
ml de chloroforme et 0,6 ml d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et une

couleur marronne a I’interphase indique la présence des terpénoides.
3.4. Les composés réducteurs

Dans un tube a essai, ajouter 1 ml de liqueur de Fehling (0,5 ml réactif A et 0,5 ml réactif B)
a 1 ml d’extrait & analyser et incuber I’ensemble 08 min dans un bain marie bouillant.

L’apparition d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs.
4.Dosage des composés phénoliques

4.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par méthode spectrophotométrique suivant le

protocole décrit par Vermerius et Nicholson (2006).
» Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW1,040) et d’acide phosphomolybdique (H3PMo04,040). 1l est réduit
lors de I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdene
ayant une absorption maximale & 700 nm dont I’intensité est proportionnelle a la quantité de

composés phénoliques présents dans I’échantillon (Vermerius et Nicholson, 2006).
» Mode opératoire

0,1 ml d’extrait(1mg/ml) est mélangé avec 2 ml de la solution de carbonate de sodium
(Na2COs a 2%). L’ensemble est agité et incubé pendant 5 minutes. Puis, 0,1ml du réactif Folin-
Ciocalteu 1N est ajouté. Le mélange final est incubé a une température ambiante et a I’abri de
la lumiere pendant 30 minutes. L’absorbance est mesurée au spectrophotométre a 700 nm

contre un blanc (Tableau 2).
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Dans les mémes conditions opératoires, une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele en
utilisant ’acide gallique comme étalon a un intervalle de concentrations de 100 a 500pg/ml

(Tableau 2).

Les résultats sont exprimés en en microgramme Equivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG/ mg E).
Chaque essai est répété 3 fois.

Tableau 2 : Méthode de dosage des polyphénols totaux.

Extraits (1mg/ml)

La gamme d’étalon (acide gallique) pg/ml
EBD EBM | FAED FAEM

[Acide
gallique] Blanc 30 100 200 | 300 | 400 | 500 | - - - -
pug/ml

Acide
gallique (ml)

Eau distillée
(ml)

Extraits (ml) - - - - - - - 0,1 0,1 0,1 0,1

Na,CO; (2%)
ml)

Agitation et incubation pendant 5 min

Folin-
Ciocalteu 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(IN) (ml)

Incubation a I’abri de la lumiére et a température ambiante pendant 30 min

Mesure de I’absorbance a 700 nm

4.2. Dosage des flavonoides totaux
» Principe

La teneur en flavonoides totaux est déterminée par le test de du trichlorure d‘aluminium

selon la méthode décrite par Zhichene et al., (1999).

Le principe de cette méthode se repose sur 1’oxydation des flavonoides en milieu alcalin par
le nitrite de sodium (NaNO») et le chlorure d’aluminium (AICIl3) en composant un complexe

de couleur rose absorbant a 510 nm.
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» Mode opératoire

250 pl de I’extrait ou fractions (1mg/ml) sont mélangés avec 1ml d’eau distillée et 75 pul d’une
solution de nitrite de sodium (NaNO2) a 15%. Aprés 6 min d’incubation a température
ambiante, 75 pul de chlorure d’aluminium AICI3 a 10% sont ajoutés. Aprés 6 min de repos a
température ambiante 1 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) (4%) est apporté au mélange. Le
volume total est complété a 2,5 ml d’eau distillée. La solution finale est bien mélangée et gardée
a I’obscurité pendant 30 min. L’absorbance est mesurée au spectrophotometre a 510 nm contre

un blanc (Tableau 3).

Une gamme d’étalonnage est préparée dans les mémes conditions avec la catéchine a

différentes concentrations del, 25 a 500ug/ml (Tableau 3).

Les résultats obtenus sont exprimés en microgramme €équivalent catéchine par milligramme

d’extrait sec (ug Eq C /mg ES).

Tableau 3 : Méthodes de dosage des flavonoides.

Extraits (1mg/ml)
La gamme d’étalon (catéchine) pg/ml
EBD | EBM | FAED | FAEM
[Catéchine] | gy o | 125 | 25 25 50 | 100 | 200 | 300 . - -
pg/ml
Caz‘;‘i;““e - 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 | 250 - - .
Extrait (ul) - - - - - - - - 250 | 250 250 250
Ea“(i‘ls)“”ee 1250 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000 1000
NaNO2
(15%) () 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
1% incubation pendant 6 min & température ambiante
0
Alc(lil(l;(“’) 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
2éme incubation pendant 6 min & température ambiante
0
Na(zI:l)(M’) 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000 1000
Ea“(i‘ls)“”ee 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 100 100
3¢me incubation & I’obscurité pendant 30 min
Mesure de I’absorbance a 510 nm
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5. Analyse biologique : recherche d’effet hémolytique d’extraits préparés

Le but de cette partie est la recherche d’effet hémolytique, des extraits bruts
hydrométhanolique préparés par décoction ou macération et leurs fractions acétate d’éthyle
hydrométhanolique de la partie aérienne de Artemisia absinthium séchées et découpées sur une

suspension érythrocytaire du sang humain dans le PBS.
5.1. Préparation du phosphate buffer saline (PBS)

La solution tampon de PBS a pH=7.4 £ 0,2 est préparée suivant un mélange des
concentrations des composés suivants : NaxHPO4 (10Mm) ; KH2PO4 (10Mm); KC1 (2.7mM);
NaCl (137mM) (Mohan, 2006).

5.2.Préparation de la suspension érythrocytaire
v'Le prélévement sanguin est effectué a partir d'un donneur sain, en utilisant un tube héparine.
v’ Le sang est centrifugé a 3000 tours/ min durant 10 min.

v'Aprés élimination du plasma, le culot est lavé deux fois par du PBS (méme volume du
plasma éliminé).

v La suspension érythrocytaire, ainsi obtenu est diluée 20 fois par du PBS (10 mM,
pH=7,4+0,2).

5.3. Préparation des extraits

Les extraits obtenus a partir de la partie aérienne d'Artemisia absinthium, a savoir EBM et
EBD, ont été pesés puis dissous dans du PBS. Quant aux extraits FAED et FAEM, ils ont été

dissous dans un mélange de PBS et de DMSO afin de préparer une série de quatre

concentrations initiales (25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml et 200 mg/ml).
6. Test d’hémolyse

Le test d'effet hémolytique des extraits préparés de la partie aérienne d’Artemisia absinthium

est réalisé selon la méthode de Guo- Xiang Li et Zai-Qun Lui (2007) et OMS (2011).

- Dans des tubes a hémolyse, mélanger 1940 ul de la suspension érythrocytaire préparée
(diluée 20 fois), avec 60ul de I’extrait a différentes concentrations initiales (0,25mg/ml,
50mg/ml, 100mg/ml et 200mg/ml). Les concentrations finales aprés ajout du PBS seraient

(0,75 mg/ml, 1,5mg/ml, 3 mg/ml et 6 mg/ml).

- Incuber les tubes dans 1’incubateur agitateur a 37°C durant 45 min .
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- Prélever 500 pl au temps TO (Omin) et 500 pl au temps final T1 (45 min) .
- Ajouter 1,5 ml de PBS.

- Mélanger les tubes délicatement.

- Centrifuger les tubes a 3000 tour/minute durant 5 min.

- Mesurer 1’absorbance (la fuite d’hémoglobine) de chaque tube a 548 nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre UV- Visible double faisceau (SPECTROD® 200 PLUS, Analytique Jena),

contre un blanc contenant du PBS.
- Un tube témoin négatif est préparé avec 1940 ul de la suspension érythrocytaire ; diluée 20
Fois, et 60ul de PBS, en absence d’extrait.

-Un tube d’hémolyse totale est préparé par 250 ul de la suspension érythrocytaire non diluée

et 4750 ul d’eau distillé, en absence d’extrait.

Le taux d’hémolyse des différents extraits est calculé en pourcentage (%) par rapport a

I’hémolyse totale, apres 45 min d’incubation, selon la formule suivante :

v A (extrait 45min)— A (té i égative 45 mi
Taux d’hemolyse (%) _ (extrai in) (témoin négativ min) % 100

A(hémolyse totale 45min)—(témoin négative 45min)

Les expériences sont répétées 3 fois dans le but de réaliser une analyse statistique (moyenne,

¢écart type).
I1I- Analyse statistique

Les calculs statistiques sont souvent utiles aux biologistes pour la détermination des valeurs

normales ou des valeurs de références plus exactement.

1. La moyenne

1.
n

i=1

2. L’écart- type
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o(x) =V (x)

3. Test de Student

Pour comparer les deux moyennes on applique le teste de Student, a v degrés de liberté qui

dépend de la taille de I’échantillon :

v=dll=n+n,-2

La valeur de « t » nous donne le degré de signification « p » lu sur la table de Student. La
différence entre deux moyennes est :

Significative : P < 0.05 (*).
Tres significative : P <0.01 (**).

Hautement significative : P < 0.001 (***).
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Résultats et interprétation

1. Rendement d’extraction

Les rendements d’extraction des extraits bruts hydrométhanoliques et leurs fraction acétate
d’éthyle préparés a partir de la partie aérienne d’Artemisia absinthium ont été calculés, apres
évaporation a sec, par rapport a la masse végétale initiale seche. Les résultats obtenus sont

représentés dans le tableau 4.

Tableau 5 : Rendement d’extraction des différentes préparations de la partie aérienne

d’Artemisia absinthium.

EBM 10 5,17
EBD 10 5,79
FAEM 10 0,83
FAED 10 1,68

EBD : extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ; EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par
macération ; FAED : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ;

FAEM : Fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération.

D’aprés les résultats indiqués dans le tableau 04, nous avons noté que les extraits bruts
hydrométhanoliques, préparés par macération ou décoction, de la partie aérienne d’Artemisia
absinthium, ont présenté les rendements les plus élevés par rapport aux fractions, avec des
pourcentages d’ordre de 5,17%, et 5,79%, respectivement. Tandis que les deux fractions acétate
d’éthyle (FAEM et FAED) ont enregistré des rendements faibles d’ordre de 0,83% et 1,68%,

respectivement.
2. Caractéristiques des extraits

Les caractéristiques des différents extraits bruts hydrométhanoliques et leurs fractions acétate

d’éthyle préparé de la partie aérienne d’Artemisia absinthium sont résumés dans le tableau 05.
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Tableau 5 : Caractéristiques des différents extraits préparés de la partie aérienne d’ 'Artemisia

absinthium.
Soluble totalement : Méthanol
EBM Pate Marron foncé
Peu soluble : Eau-distillé
Soluble totalement : Méthanol
EBD Pate Marron foncé
Peu soluble : Eau-distillé
FAEM Pate Marron foncé Méthanol, DMSO
FAED Pate Marron foncé Méthanol, DMSO

EBD : extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ; EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par
macération ; FAED : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ;

FAEM : Fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons observé que tous les extraits et les fractions préparés
a partir de la partie aérienne d’ 'Artemisia absinthium ont été récupérés sous forme de pate de

couleur marron foncé et avec une meilleure solubilité dans méthanol.

3. Tests phytochimiques

Afin de déterminer la présence ou I’absence des différentes familles de métabolites
secondaires dans les extraits préparés d’Artemisia absinthium, des tests phytochimiques ont
été réalisés. Ces tests sont en relation avec l'intensité de coloration ou de précipité, qui sont
proportionnelle a la quantité de la substance recherchée. Les résultats obtenus sont représentés

dans le (tableau 06).
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Tableau 06 : Tests phytochimiques de différents extraits de la partie aérienne d'Artemisia

absinthium.
Métabolites secondaires | Réactifs EBM EBD
Mayer - -
Alcaloides
Wagner + +
Tanins FeCls + +
Flavonoides Hcl+Mg*? - -
Quinones libres NaOH (1%) - -
Anthraquinones NH4OH (10%) - -
Saponines Indice de mousse + +
Terpénoides Test de Slakowski + +
Composés réducteurs Liqueur de Fehling + +

EBM : Extrait brut -Macération- ; EBD : Extrait brut -décoction- ;
(+) : présence ; (-) : absence.

Selon les résultats mentionnés dans le tableau 6, nous avons révélé la présence des alcaloides,
des tepénoides, des tanins, des saponines et des composés réducteurs dans les différentes
préparations d’extraits bruts (EBM et EBD) de la partie aérienne d'Artemisia absinthium. Par
contre, les anthraquinones, les quinones libres, et les flavonoides sont notés absents dans

I’ensemble des extraits.
4. Dosage des composés phénoliques

4.1. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué par la méthode spectrophotométriques avec

le réactif de Folin - Ciocalteu.

Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent d'acide gallique par mg de la maticre
séche d'extrait obtenu (ug EAG / mg ES), en utilisant 'équation de la régression linéaire de la

courbe d'étalonnage tracée de l'acide gallique (Figure 10).
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Figure 09 : La courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Les teneurs en polyphénols totaux de la partie aérienne d'Artemisia absinthium sont présentées

dans la (figure 10).
La teneur en polyphénols totaux par (ug
EAG/ mg MS)
250
200
150
100

FAFD FAFM

’ - -
0
EBD EBM

EBD : extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ; EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé
par macération ; FAED : Fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ;
FAEM : Fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération.

Figure 10 : La teneur en polyphénols totaux (ug EAG/ mg MS), dans les différentes

préparations de la partie aérienne d’Artemisia absinthium.
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Le dosage des polyphénols totaux a montré que la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait préparé
par décoction (FAED) renferme la teneur la plus élevée (215 + 0,2435ug EAG/mg ES), suivie
par la fraction acétate d’éthyle de I’extrait préparé par macération (FAEM), I’extrait brut
préparé par macération (EBM) et I’extrait brut préparé par décoction (EBD) avec des teneurs
de 'ordre de 180 £ 0,011pg EAG/mg ES, 60,8 + 0,005ug EAG/mg ES, 47,7 +0,02437 ng
EAG/mg ES, respectivement.

4.2. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été effectué par la méthode spectrophotométrique, basée sur

I’oxydation des flavonoides, en milieu alcalin en présence du trichlorure d'aluminium (AICI3).

Les résultats obtenus sont exprimés en pg équivalent de catéchine par mg de matiére végétale
séche (ug EC/mg MS) en utilisant I'équation de la régression linéaire de la courbe d'étalonnage

tracée de la catéchine (Figure 12).
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de catéchine pour le dosage des flavonoides.

Les teneurs en flavonoides de la partie aérienne d’Artemisia absinthium sont présentées

dans la figure suivante :
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EBD : extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ; EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par
macération ; FAED : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ;
FAEM : Fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération.

Figure 12 : La teneur en flavonoides (ug EC/ mg ES), dans les différentes préparations de la

partie aérienne d’Artemisia absinthium.

L’extrait brut préparé par décoction (EBD) et sa fraction acétate d’éthyle (FEAD) ont
enregistré les teneurs plus élevées en flavonoides totaux de I’ordre de 127 + 0,011 EC/mg ES
et 243,7ug + 0,051 EC/mg ES, respectivement, par rapport aux autres extraits. Par ailleurs,
I’extrait préparé par macération (EBM) a présenté la teneur la plus faible (62,5 ng EC/mg ES).

5. Recherche de I'effet hémolytique des extraits préparés d’Artemisia
absinthium

Les résultats de 1’évolution des pourcentages d’hémolyse des globules rouges humains sont

représentés dans les figures 14, 15, 16 et 17.

Les figures ont présenté I’évolution de I’effet hémolytique, par absorbance, durant 45 min,
dans un milieu tampon PBS (pH 7.4) contenant une suspension érythrocytaire, incubée a 37°C,
en présence des différentes concentrations finales des extraits hydrométhanoliques de la partie

aérienne d’Artemisia absinthium et leurs fractions (0,75mg/ml, 1,5g/ml, 3mg/ml et 6mg/ml).
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Figure 13 : L’¢évolution de I’effet hémolytique (par absorbance) en fonction des différentes
concentrations d’extrait brut hydrométhanolique de la partie aérienne d’Artemisia absinthium
préparé par décoction (EBD), incubé a 37°C durant 45 min avec une suspension

érythrocytaire.
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Figure 14 : L’¢évolution de I’effet hémolytique (par absorbance) en fonction des différentes
concentrations d’extrait brut hydrométhanolique de la partie aérienne d’Artemisia absinthium
préparé par macération (EBM), incubé a 37°C durant 45 min avec une suspension
érythrocytaire.
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Figure 15 : L’évolution de I’effet hémolytique (par absorbance) des différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle récupérés de I’extrait brut préparé par décoction
(FAED) de la partie aérienne d’Artemisia absinthium, incubée a 37°C durant 45 min avec une

suspension érythrocytaire.
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Figure 16 : L’évolution de I’effet hémolytique (par absorbance) des différentes
concentrations de la fraction acétate d’éthyle récupérés de 1’extrait brut préparé par
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macération (FAEM) de la partie aérienne d’Artemisia absinthium, incubée a 37°C durant 45
min avec une suspension érythrocytaire.
D’aprés les résultats présentés dans les figures ci-dessus, nous avons enregistré une
augmentation des absorbances en fonction du temps et en fonction des concentrations des

extraits étudiés d 'Artemisia absinthium.

Au temps 0 (T0), Nous avons enregistré des faibles valeurs en absorbance qui ne dépassent
pas les 0,04 en présence d’une concentration de 6mg/ml de 1’extrait brut préparé décoction
(EBD). Par contre, nous avons noté une augmentation des absorbances pour toutes les
concentrations testées, apres 45 min d’incubation. Cette augmentation est trés significative
(P>0,001), par rapport au temps TO (Omin), pour une concentration d’extraits a 6mg/ml, mais

reste toujours inférieure a celle de I’hémolyse totale (Figure 13).

Pour I’extrait brut préparé par macération (EBM), nous avons noté des absorbances qui n’ont
pas dépassé la valeur de 0,058, pour les différentes concentrations, par rapport a 1’absorbance
du témoin négatif. Ces valeurs sont largement inférieures a celle de I’hémolyse totale (Figure

14).

La fraction acétate éthyle récupéré de l’extrait bruts préparé par décoction (FAED) a
enregistré des absorbances en TO, relativement faible pour toutes les concentrations testées qui
ne dépasse pas 0,3254, Ces absorbances augmente d’une maniére tres significative (P>0,001)
en T1, arrivant une valeur de 2,12 a une concentration 6mg/ml supérieure a celle d’hémolyse

total (1,6mg/ml) (Figure 15).

A l'instant initial (T0), nous avons observé des valeurs d'absorbances faibles qui n'ont pas
dépassé¢ le 0,21 en présence d'une concentration de 6mg/ml de la fraction acétate éthyle
récupéré de 1’extrait bruts préparé par macération (FAEM). En revanche, aprés 45 minutes
d'incubation, nous avons constaté une augmentation des absorbances pour toutes les
concentrations testées. Cette augmentation reste toujours inférieure a celle de I'némolyse totale

(Figure 16).
» Evolution des taux d’hémolyse
La figure 17 représente 1’évolution des taux d'hémolyse (%) en fonction des concentrations
des différents extraits bruts hydroalcooliques préparés par décoction ou macération et leurs

fractions acétate d’éthyle de la partie aérienne d’Artemisia absinthium, en présence d’une

suspension érythrocytaire, aprés 45 min d'incubation.
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EBD : extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ; EBM : Extrait brut hydrométhanolique préparé par
macération ; FAED : Fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par décoction ;
FAEM : Fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération.

Figure 17 : Evolution des taux d'hémolyse (%) en fonction des concentrations des différents
extraits bruts hydrométhanolique préparés par décoction ou macération et leurs fractions

acétate d’éthyle de la partie aérienne d’Artemisia absinthium, aprés 45min d'incubation.

Les résultats obtenus ont montré que les taux d’hémolyses sont proportionnels a
I’augmentation des concentrations des extraits bruts hydrométhanoliques d’Artemisia
absinthium et leurs fractions (Figure 17). Aprés 45 minutes d’incubation et pour toutes les
concentrations testées (0,75 mg/ml et 6mg/ml), les taux sont compris entre 0, 32% et 4% pour
I’extrait préparé par (EBD) et entre 1,32 et 5,30%pour I’extrait (EBM) et ente 1,14% et 32,6%
pour FAEM. La fraction FAED a présent¢ un taux d’hémolyse d’ordre 9,94% a une
concentration de 3mg/ml. Ce taux a dépassé les 100%, par rapport a ’hémolyse totale, a une

concentration de 6 mg/ml.

Il est a noté que I’extrait décoction (EBD) possede le taux d’hémolyse le plus faible avec un
pourcentage de 4%. Tandis que le taux d’hémolyse le plus ¢élevé est enregistré pour la fraction

d’acétate éthyle récupérée de 1’extrait brut préparé par macération (FAEM) de 32,6%.
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Discussion

Les plantes médicinales sont une partie intégrante de la culture et de la médecine traditionnelle

en Algérie.

Les études sur les plantes médicinales en Algérie sont cruciales pour mieux comprendre leurs
potentielles curatives et leurs utilisations traditionnelles dans la médecine locale. Ces études
sont également importantes pour la préservation de la biodiversité locale et pour I'identification
de nouvelles sources de médicaments naturels et de rechercher d'éventuels effets toxiques de

ces plantes.

Dans notre travail, Nous avons entrepris une recherche qui consiste a réaliser des tests
phytochimiques ainsi que des dosages des polyphénols totaux et des flavonoides, tout en
explorant les effets hémolytiques des extraits bruts hydrométhanoliques préparés par décoction

ou macération) et leurs fraction acétate d’éthyle de la partie aérienne d'Artemisia absinthium.

L'Artemisia absinthium, communément appelée absinthe (Chiba), est une plante herbacée
vivace appartenant a la famille des Astéracées. Elle a été utilisée depuis 1'Antiquité pour ses
propriétés médicinales. Cette plante est également connue pour contenir une substance appelée

thuyone, qui peut étre toxique a des doses ¢levées (Www.jardinage.lemonde .fr ,2023).

Les tests phytochimiques ont été réalisé sur différentes préparations d'extraits bruts
hydrométhanoliques obtenus par décoction ou macération de la partie aérienne de /'Artemisia
absinthium, collectées dans la région d'El Bettem (Maghnia-Tlemcen). Ces analyses ont révélé
que cette plante est riche en alcaloides, en terpénoides, en composés réducteurs et contient
¢galement des tanins et des saponines. Tandis que les anthraquinones, quinones libres, et

flavonoides sont notés absent pour les deux préparations étudiées.

Ces résultats sont en accord avec ceux rapporté dans la littérature dans les travaux de Pak et
Pharm (2018) qui ont confirmé la présence des terpénoides, des alcaloides et des sucres
réducteurs en plus d’autres métabolites comme les carbohydrates, les phénols et les stéroides.

Par contre, ils ont marqué la présence des flavonoides qui sont notés absents dans nos extraits.

L’étude de Azzaz et Amara (2022) ont révélé la présence des tanins, flavonoides en plus des

tanins galliques et une faible présence des saponosides.

Dans son étude sur 'Artemisia campestris, Elbedi (2016) a réalisé un criblage phytochimique
qui a révélé la présence des alcaloides, des tanins, des flavonoides, des saponines et des

anthraquinones libres.
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En plus des tests qualitatifs, nous avons également mesuré la quantité de polyphénols totaux
et de flavonoides dans les différents extraits que nous avons préparés. Les résultats ont montré
que la fraction acétate d’éthyle de I’extrait préparé par décoction a renfermé les teneurs les plus
¢levée en polyphénols et en flavonoides de 1’ordre de 215 + 0,024ug EAG/mg ES et 243,7
+ 0,051 pg EC/mg MS, respectivement.

La teneur en polyphénols de I’extrait méthanolique de la partie aérienne de 1’espece Artemisia
absinthium étudiée par Bouchenak et al. (2018) est de I’ordre de 24,8 ug EAG/ g MS. Ce

résultat est inférieur par rapport a ce que nous avons trouvé pour notre travail.

Des résultats similaires de Ye-Ji et al., (2013) sur l'extrait méthanolique préparé par
macération des feuilles d'A. absinthium ont déterminé une teneur en polyphénols totaux de
I’ordre de 131,18 pg EAG /mg MS et une teneur en flavonoides de 1’ordre de 42,21 ug EC/ mg
MS.

Selon I’é¢tude de Boudjouref (2020), réalisée sur I’espéce Artemisia campestris des régions
de Boussadda et Oum El Bouaghi, les teneurs en polyphénols totaux des extraits bruts
méthanolique sont de ’ordre de 88,61 et 82,84 mg EAG/g d’extrait. Ces résultats sont

supérieurs a ceux que nous avons obtenus pour notre travail (60,8 + 47,7ug EAG/g MS).

La variation de ces résultats de recherche réside dans la diversité existant au sein des especes
d'un méme genre. Des facteurs tels que les conditions expérimentales, la période de récolte, le
climat, les circonstances de stockage et les techniques de dosages peuvent étre a I'origine de

cette variation observée dans les niveaux de polyphénols et de flavonoides (Mhiri,2018).

La toxicité d'une substance pour I'organisme est influencée par la nature de la substance, la

composition chimique, la quantité administrée et la durée de 1'exposition (Bachtrazi,2019).

Les plantes médicinales sont aussi reconnues par leurs effets toxiques a des fortes doses, ce

qui nous a amen¢ a I’étude d’effet hémolytique in vitro de cette plante.

Les érythrocytes sont un mod¢le cellulaire de choix dans 1'étude de la cytotoxicité in vitro en
raison de leurs accessibilités, de leurs stabilités et de leurs capacités a fournir des informations
précieuses sur les mécanismes et les effets de substances cytotoxiques sur les membranes
cellulaires. Leurs utilisations continuent de contribuer a I'avancement des connaissances dans
le domaine de la toxicologie et a l'élaboration de stratégies de sécurité et de prévention des

risques liés a I'exposition a des substances potentiellement dangereuses (Godet et all,1993).
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Lorsque la membrane plasmique des globules rouges entre en contact avec un agent
hémolytique, cela entraine une lyse cellulaire qui se manifeste par la libération d'hémoglobine
dans le milieu extracellulaire. Cette hémoglobine libérée présente une absorption a 548 nm
(Braunstein, 2022). Par conséquent, nous avons mesuré¢ les niveaux d'hémoglobine dans le
milieu extracellulaire en présence de différentes concentrations d'extraits bruts
hydrométhanoliques (décoction et macération) et leurs fractions acétate d’éthyle de la partie

aérienne d'Artemisia absinthium.

Dans notre étude, Les taux d’hémolyses les plus élevés sont enregistré pour les fractions
d’acétate éthyle, récupérées des extraits bruts préparés par macération (FAEM) et décoction
(FAED), avec des taux d’ordre de 32,6% a une concentration de 6mg/ml et 9,95%, a une
concentration de 3mg/ml, respectivement, aprés une incubation de 45 minutes des érythrocytes
a 37°C dans un tampon PBS (pH=7,4 £0,2). Par contre, les extraits bruts hydrométhanoliques
(EBM et EBD) ont noté des faibles taux d’hémolyse a 6 mg/ml, dans les mémes conditions,

avec des taux d’ordre de 4%, 5,30%, respectivement.

Ces résultats sont comparables par rapport aux ceux de Chabane (2016) qui a enregistré des
taux d’hémolyses d’ordre de 7,1% et 85,9% pour les extraits hydroalcooliques préparés par
infusion et macération, respectivement, de de la partie aérienne d 'Artemisia absinthium de la
région de Maaziz (Tlemcen) aprés une heure d’incubation des érythrocytes et en présence d’une

concentration de 2mg/ml.

De méme, les résultats de Mansour (2015) a montré que I'administration orale de 1'extrait
aqueux des feuilles d'Artemisia absinthium a des doses de 150 et 300 mg/Kg de poids corporel

aux souris n'a induit aucun signe de toxicité aigué au cours des 24 heures d'observation.

Les résultats obtenus par Kinan, et al. (2021) ont montré un impact hémolytique limité des
especes Sonchuso leraceus et Matricaria chamomilla, membres de la famille des Asteraceae,
en raison de leur faible teneur en saponines. Les extraits de Silybum marianum, qu'ils soient
méthanoliques ou aqueux, contiennent également des saponines. A une concentration de
Img/ml, les pourcentages d'hémolyse observés étaient respectivement de 42,7 + 0,66% et 36,5

+ 0,67%.

Les résultats de Chaouche et al, (2016), ont montré que les extraits de Cym-bopogon

schoenanthus et de Panicum turgidum peuvent étre légérement hémolytiques.

Une étude publiée par (Renouf, 2019) a montré que des concentrations élevées de thuyone,

extraite de 'absinthe, pouvaient avoir des effets néfastes sur le systéme nerveux.
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Discussion

D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté que les fractions acétate d’éthyle, les plus
riche en composés phénolique (FAEM et FAED) ont présenté les taux d’hémolyse les plus

¢élevés de I’ordre de 32,6% et 9,95% et pour une concentration de 6 mg/ml, respectivement.

Des ¢études ont souvent été réalisées in vitro, en utilisant des mod¢les expérimentaux pour
¢valuer les effets des composés phénoliques sur les globules rouges. Les résultats ont montré
que certains composés phénoliques peuvent provoquer une hémolyse, c'est-a-dire la rupture
des globules rouges, a des concentrations ¢élevées. Cependant, il est important de noter que les
effets hémolytiques des composés phénoliques dépendent de leurs structures chimiques

spécifiques et de leurs concentrations (Rezaire, 2012).
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Conclusion

Les plantes médicinales ont été utilisées depuis des millénaires pour leurs propriétés curatives
et thérapeutiques. Artemisia absinthum, également connue sous le nom d'absinthe, est une
plante herbacée vivace de la famille des Astéracées ; largement cultivée pour ses propriétés

médicinales.

Dans ce travail, nous avons mené une étude photochimique et une évaluation de 1’effet
hémolytiques des extraits préparés de la partie aérienne d'Artemisia absinthium, dans le but de

mieux comprendre ses propriétés et d'envisager son utilisation valorisante.

A la lumiére des résultats obtenus, nous avons conclu que la partie aérienne d'Absinthe
(Artemisia absinthium), récoltée dans la région de El Bteem-Maghnia- wilaya de Tlemcen, est

treés riche en alcaloides, tepenoides, composés réducteurs, saponines et des tanins.

L'analyse quantitative des composés phénoliques a montré que la fraction d’acétate d’éthyle
récupérée de ’extrait brut préparé par décoction est la plus riche en polyphénols totaux et en
flavonoides, par rapports aux autres extraits étudiés, avec des teneurs de l'ordre de 270,5 pg

EAG/ mg MS et 148,14 pg EC / mg MS, respectivement.

L’évaluation de I’effet hémolytique des différentes concentrations d’extraits préparés de la
partie aérienne d'Artemisia absinthium, préparés par décoction ou macération, a été réalisée, in
vitro, sur des €rythrocytes isolés du sang humain, incubés a 37°C, pendant 45 min dans un

milieu tampon PBS (pH 7.,4).

A une concentration de 6 mg/ml, les extraits bruts hyrométhanoliques préparés par décoction
ou macération ont présenté des faibles taux d’hémolyse de 1’ordre de 4% et 5,30% par rapport

a I'hémolyse totale, respectivement.

Leurs fractions acétate d’éthyle, a la méme concentration, ont montré des taux d’hémolyse plus

¢levés d’ordre de 9,95% et 32,6% par rapport a 'hémolyse totale, respectivement.

Ce travail, bien qu'il soit préliminaire, ne fournit pas de preuves définitives sur le mécanisme
réel par lequel la plante Artemisia absinthium agit sur les érythrocytes. Des études
complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes d'action des différents

composés présents dans la partie aérienne de /'Artemisia absinthium.
Pour approfondir cette étude, il serait intéressant de mener les actions suivantes :

1. Rechercher les molécules actives responsables de l'effet toxique dans I'extrait préparé

en utilisant des fractions d'acétate d'éthyle.
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2.Identifier et caractériser ces molécules en utilisant des techniques d'analyse telles que

la RMN, le spectrophotometre de masse et les techniques chromatographiques.

3.Etudier la cytotoxicité des autres extraits sur des érythrocytes isolés du sang humain

provenant de cette plante, en examinant 1'impact de ces extraits sur la pompe Na+/K+.

4. Evaluer la toxicité in vivo sur un modéle animal afin de détecter tout effet indésirable

et d'identifier plus précisément les sites d'action des substances actives."

5.Etude de l'activité anti hémolytique de Artemisia asbinthium a des concentrations

différentes pour Evaluer leurs effets protecteurs.
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