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Résumé

Résumé

L’objectif de cette étude est I’investigation phytochimique et I’évaluation in vitro
du pouvoir antioxydant des fractions organiques de I’extrait méthanolique brut d’une
plante médicinale de la pharmacopée traditionnelle, récoltée de la région de Khenchela
(Artemisia campestris L).

Le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de notre plante en
métabolites secondaires dont nous avons constaté la présence des flavonoides, des
saponines, des tanins, des alcaloides, des composeés réducteurs et les coumarines.

Ainsi, I’étude qualitative par CCM des extraits organiques a révélée une diversité
remarquable des composés flavonoiques susceptibles d’exprimer 1’activité recherchée.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides par le réactif du
Folin-Ciocaleu et par la méthode du trichlorure d’aluminium respectivement, a dévoilé la
richesse de la fraction n-butanolique par rapport a celles d’acétate d’éthyle et d’éther de
pétrole en polyphénols et flavonoides avec des teneurs égaux a 468.737+83.049 ug EAG
/mg et 74,915 +£16,323ug EQ/mg d’extrait respectivement.

L’activité antioxydante obtenue a été évaluée in vitro via deux méthodes: la
méthode de réduction de radical libre DPPH et le test de piégeage de peroxyde
d’hydrogeéne; Cependant, 1’oxydation du DPPH est efficacement inhibée par 1’extrait n-
butanolique avec une IC50 égale a 2.239 +0,32mg/ml qui est comparable a celle du
contr6le positif : acide ascorbique (1,824 0,097mg/ml). Méme ces résultats sont
remarqués avec la neutralisation de peroxyde d'hydrogéne dont I’extrait butanolique
exprime la concentration 1C50% la plus basse par rapport aux autres fractions a savoir
8.782+0.94mg/ml, notons que I’activité antiradicalaire obtenue est dépendante de la teneur
en polyphénols totaux et celle en flavonoides.

En conclusion; L’Artimisia campestris L est doué d’une activité antioxydante
remarquable. De ce fait, il peut constituer une ressource naturelle afin d’atténuer les
complications du stress oxydant associé¢ ou déclenchant d’autres maladies.

Mots clés: Activité antioxydante, Artemisia campestris, CCM, DPPH, flavonoides,
peroxyde d’hydrogene.



Abstract

Abstract

The objective of this study is the phytochemical investigation, in vitro evaluation of
the antioxidant power of organic fractions of raw methanolic extract of a medicinal plant of
traditional pharmacopoeia harvested from Khenchela region (Artemisia campestris).

The phytochemical screening carried out revealed the richness of our plant in
secondary metabolites of which we have found the presence of flavonoids, saponins,
tannins, alkaloids, reducing compounds and coumarins.

Thus, the qualitative study by TLC of the organic extracts revealed a remarkable
diversity of flavonoic compounds capable of expressing the desired activity.

Quantitative analysis of total polyphenols and flavonoids by Folin-Ciocaleu reagent
and aluminum trichloride method respectively, revealed the richness of n-butanol fraction
compared to those of ethyl acetate and petroleum ether in polyphenols and flavonoids with
contents equal to 468.737+£83.049 ug EAG / mg and 74.91+£16.32 ug EQ / mg extract
respectively.

The antioxidant activity obtained was evaluated in vitro using two methods: the free
radical reduction method DPPH and the hydrogen peroxide trapping test; However, the
oxidation of DPPH is effectively inhibited by n-butanol extract with an 1C50 equal to
2.239+0.32 mg/ml which is comparable to that of positive control: ascorbic acid (1.824+
0.097mg/ml). Even these results are noticed with the neutralization of hydrogen peroxide
whose butanolic extract expresses the lowest 1C50% concentration compared to other
fractions, namely 8.503 £ 0.94mg/ml, that the antiradical activity obtained is dependent on
content of total polyphenols and that of flavonoids.

In conclusion; Artimisia campestris has a remarkable antioxidant activity.
Therefore, it can constitute a natural resource in order to alleviate the complications of
oxidative stress associated or triggering other diseases.

Key words: Antioxidant activity, Artemisia campestris, TLC, DPPH, flavonoids, hydrogen

peroxide.
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

ng EAG/mg: Microgrammes équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait

A. campestris: Artemisia campestris
Abs: Absorbance

ABTS: 2,2-azinobis 3-ethyl-benzothyazoline 6 sulphonate
Ac As: Acide ascorbique

ADN: Acide Désoxyribonucléique.
AHDP: Acide hexaydroxydiphénique
AICI3: Chlorure d'aluminium

BHA: Butylhydroxyanisole

BHT: Butylhydroxytoluéne

CCM: Chromatographie sur couche mince
CM: Chloroforme / Méthanol

CO: Monoxyde de carbone

DPPH: Diphénylpicryl-hydrazyl.

DPPH": 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
EAE: Extrait acétate d’éthyle

EAEAC: Extrait acétate d’éthyle d'Artemisia campestris
EBAC: Extrait butanolique d'Artemisia campestris
EEP: Extrait éther de pétrole

EEPAC: Extrait éther de pétrole d'Artemisia campestris
EMAC: Extrait méthanolique d' Artemisia campestris
EMB: Extrait méthanolique brut

En-Bu: Extrait n-butanolique

EOA: Espéces Oxygénées Activées
ERO: Espéces réactives d’oxygéene.
FeCls: Trichlorure de fer

FRAP: Ferric reducing antioxidant power
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Liste des abréviations

GABA: Acide o aminobutyrique

GPX: Glutathion peroxydase

GS: Radical thiyle

GSH: Glutathion.

GSHPX: Glutathion peroxydase et réductase

GSSG: Glutathion Disulfure

H,0,: Peroxyde d’hydrogéne

HCI: Acide chlorique

HPLC: Chromatographie en phase liquide & haute performance
1%: Inhibition des radicaux libres en pourcentage

IC 50: Concentration inhibitrice a 50 %

LDL: Low-density lipoprotein ou lipoprotéine de basse densité
MeOH: Méthanol

Na,COj; : Carbonate de sodium

Na,HPO,: Hydrogénophosphate de sodium.

NADPH oxydase: Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase.
NaH,PQO4: Dihydrogénophosphate de sodium.

NaPO,: Phosphate trisodique

ND: Non déterminé
NH40OH: Ammoniaque.
NO : Monoxyde d’azote
NO°: Oxyde nitrique

NO2: Nitrique dioxyde

O ,: Radical superoxyde
O,: Oxygeéne singulet

O,°: Radical anion superoxyde
OH: Groupement hydroxyle
OH: Radical hydroxyle
ONOO™: Peroxynitrite

ORAC: oxygen radical absorbance capacity
P4so: Cytochrome Pys
PBS: Phosphate buffered saline
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PG: Gallate propylée
PH: Potentiel d'hydrogene

Pp: Poids de la poudre en gramme (g)
Ps: Poids de I'extrait sec en gramme (g)

Rf: Rapport frontal.

RMN: Résonance magnétique nucléaire
RNS: Radicaux libres azotés

RO°: Alcoxyles

ROOQO°: Peroxyle

ROOH: Hydroperoxydes

ROS: Radicaux libres oxygénés

SD: Standard Déviation

SH: Groupement thiol

SOD: Superoxyde dismutase

TAM: Toluene / Acide acétique / Méthanol
TBHQ: Tétrabutylhydroquinone

TEAC: Trolox équivalent antioxidant capacity
TLC: Thin-layer chromotography

TRx: Thiorédoxines

TRXR: Tiorédoxine réductase-

UV: Rayonement ultrat violet

ng EQ/mg: Microgramme Equivalent Quercétine par milligramme
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Introduction

Introduction

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi
par un nouveau concept, celui du « stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la
cellule ne controle plus la présence excessive des radicaux oxygénés toxiques.
Actuellement, il est bien admis que méme si un stress oxydant n’est pas une maladie en
soi, il est potentiellement impliqué dans de nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé a des complications lors de leur évolution (Bonnefont-Rousselot
etal., 2003).

En Algérie, les plantes sont utilisées depuis longtemps et leur utilisation s’inspire
d’expériences des populations ainsi que de la médecine arabe classique. Ce pendant, cette
utilisation ne suit pas des regles précises et ne tient pas compte des nouvelles nécessitées
de la thérapeutique actuelle. Beaucoup d’études se sont intéressées a 1’étude des plantes

utilisées en médecine traditionnelle.

Actuellement, la recherche des nouvelles substances a partir des plantes attire tous
les flashes et constitue une étape substantielle dans le développement des nouveaux
médicaments. Plus de 400 plantes traditionnelles utilisées pour le traitement du diabéte
sucré ont ¢été¢ enregistrées, mais seulement un petit nombre d’entre elles ont subi un
enregistrement scientifique et une évaluation médicale afin de confirmer leurs efficacités.
De ce fait, plusieurs phytothérapeutes a travers le monde s’intéressent a la recherche des
nouvelles substances d’origine végétale pouvant avoir ce secret (Bérubé-Gagnon, 2006).

En s’appuyant sur cette vision, Il devient indispensable d’intensifier 1’effort de
recherche pour développer de nouveaux médicaments accessibles a tous, obtenus a partir

des plantes locales, de formulations aisées et peu colteuses.

C’est pourquoi nous nous sommes intéressé a entreprendre ce travail qui est
subdivisé en deux parties essentielles; initié par une synthése bibliographique ou nous
apportons dans le premier chapitre des généralités sur le stress oxydant, le deuxiéme
chapitre montre I’histoire de la phytothérapie et les utilisations des plantes médicinales et
le dernier chapitre expose la plante médicinale choisie «Artimisia campestris» et élucide sa

composition en principes actifs et leurs activités biologiques.
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La deuxieme partie est expérimentale dans laquelle sont abordés deux chapitres; le
premier présente le matériel et les méthodes analytiques utilisées pour I’extraction des
flavonoides, leur identification par CCM, étude de leurs teneurs en polyphénols ainsi qu’en
flavonoides et 1’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits organiques de la plante
médicinale via I’effet scavenger du DPPH, et le deuxiéme chapitre expose les résultats

obtenus suivis de la discussion.
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I. Stress oxydatif et les antioxydants

L’oxygene est un ¢lément essentiel pour les organismes multicellulaires parce qu’il
permet de produire de 1’énergie en oxydant la matiére organique (Meziti, 2007).
L’oxygene est susceptible d’entrainer des effets dommageables dans 1’organisme via la
formation de radicaux libres et d’espéces oxygénées activées (EOA). Ces notions ne sont
toutefois pas nouvelles puisque, vers le milieu des années 50, Gerschman et Hartman
avaient déja évoqué la toxicité de 1’oxygene et la «free radical theory» pour expliquer le
processus de vieillissement. En 1969, les Américains Mc Cord et Fridovich isolent & partir
de globules rouges humains, un systéme enzymatique antioxydant, le superoxyde
dismutase (SOD), capable d’éliminer I’anion superoxyde, démontrant ainsi pour la
premiére fois, que notre organisme produit des EOA. Cette découverte sera le point de
départ, dans le monde entier, de nombreuses recherches sur le stress oxydant et les
antioxydants (Delattre, 2005).

I.1- Définition de stress oxydant

Dans les systemes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d'un
désequilibre entre la production de radicaux libres et leur destruction par des systemes de
défenses antioxydants. Les radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants
sur la structure et le métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles: protéines,
lipides et acides nucléiques (Wolin, 1996 ; Angelos et al., 2005 ; Wolin et al., 2005).

1.2- Un radical libre

Par définition, un radical libre est défini comme toute molécule ou atome possédant
un ou plusieurs électrons non appariés, capables d’exister sous forme indépendante,
contenant au moins un électron libre sur sa couche externe; Cela qui augmente
considérablement sa réactivité par nécessité de se combiner avec un autre électron pour
atteindre la stabilité selon un phénomeéne d’oxydation (Mac-Laren, 2007), Sa durée de vie
est trés courte (quelques millisecondes voir quelques nanosecondes) et il est symbolisé par
un point qui indique ou I’¢électron libre se situe (exemple : ‘OH) (Sayre et al., 2008). Les
principales espéces réactives de 1’oxygeéne sont: le radical superoxyde (O,), le radical
hydroxyle (OH), le monoxyde d’azote (NO), mais aussi certains dérivés 0xygénés réactifs
non radicalaires dont la toxicité est importante tel que le peroxyde d’hydrogéne (H,O,)
(Roberts et al., 2010).
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1.2.1- Différentes formes des radicaux libres
1.2.1.1- Radicaux libres oxygénés (ROS)

Le passage d’une molécule d’oxygene a deux molécules d’eau nécessite 1’action de

quatre électrons selon I’équation :

O, +4é +4H" ———= 2H,0
Cependant, et jusqu’a 5 % des cas, on peut assister a une réduction incompléte de
I’oxygeéne en eau. Cette réduction incompléte aboutit a la production de 1’oxygéne singulet
(1°0,) mais surtout de 1’anion superoxyde (O,’) La dismutation de O,  va donner naissance
au peroxyde d'hydrogene (H,O,) puis indirectement au radical hydroxyle (OH°)
(Pincemail et al., 2002 ; Valko et al., 2006).

e Le radical anion superoxyde (O,°)

Est la forme réduite de I'oxygene moléculaire par la réception d'un électron, c'est le
premier radical formé lors du transport des électrons au niveau de la chaine respiratoire
(Harman, 2000). La principale source est I'explosion oxydative des cellules phagocytaires
entrées en contact avec des antigénes ou des immun-complexes Les cellules phagocytaires
connues pour produire le radical superoxyde sont les polynucléaires neutrophiles, les

polynucléaires éosinophiles, les monocytes et les macrophages.

Cytochrome oxydase

02 +e L >02°

L'anion superoxyde O,° joue un rdle tres important dans la génération de d'autre
radicaux libres tels que Le peroxyde d'hydrogene H,0,, le radical hydroxyle OH°®, et
I'oxygene singulet O, (Stief, 2003).

L'anion superoxide capable de réagir avec l'oxyde nitrique pour former le
peroxynitrite (ONOQO) qui est capable de donner par la suite des composes tres toxiques

comme le radical hydroxyle et le dioxyde nitrique (Halliwell, 1997).

ONOO™ + H" ——— OH° + NO,
e Le peroxyde d'hydrogene H,O,

Il n'a pas d'électrons non appariés et n'est donc pas un radical. A PH physiologique, tout

ion peroxyde formé va se protoner pour donner immeédiatement du peroxyde d'hydrogéne.

4
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Au bilan, le peroxyde d'hydrogéne est produit a partir du radical superoxyde en
solution aqueuse. Cet ion provoque la dismutation de I'eau pour former du peroxyde
d'’hydrogéne. Cet ion provoque la dismutation de l'eau pour former du peroxyde
d'hydrogene et du dioxygene (Halliwell et al., 1984). Cette réaction est catalysée par le

superoxyde dismutase.

20%+2H"  « —  H,0,+0,

Le peroxyde d'hydrogéne est un produit plus stable que les produits qui lui donnent
naissance, ainsi sa réactivité est moins importante. La nature non ionique de cette molécule
lui permet de traverser facilement les membranes cellulaires et ainsi de diffuser tres
facilement d'ou une possibilité d'action a distance (Halliwell, 1996). Malgré une réactivité
moins importante, le peroxyde d'hydrogéne est un oxydant tres puissant. Grace a la
myeloperoxydase des polynucléaires neutrophiles, le peroxyde d’hydrogéne est couplé a un

ion chlorure pour donner I'hypochlorite, un agent bactéricide (Stief, 2003).

. Le radical hydroxyle OH°
Est le radical le plus dangereux dans I'organisme, il est formé de la réaction de I'anion

superoxide avec I'ndrogene peroxide.

H,O, + 0%, ' ——— 0, + OH + OH°

Ainsi la fission homolytique de la liaison O-O du peroxyde d'hydrogene donne
deux radicaux hydroxyles. Cette fission peut étre causee par la chaleur ou par des
radiations ionisantes. Cependant, une solution de peroxyde d'hydrogéne avec des ions
ferreux suffit a fournir des radicaux hydroxyles. Cette réaction fut observée pour la
premiere fois par Fenton en 1894 (Halliwell et Gutteridge, 1984 ; Vergely et al., 2003).

H,0, + Fe*" ¢ ———O0H"° + Fe’’ + OH

Le radical hydroxyle réagit avec les lipides, polypeptides, protéines, et ADN,

spécifiguement la thiamine et la guanosine (Ashok et Ali, 1999)
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Tableau 01: Les principales especes oxygenées réactives (Bartosz, 2003).

Radical Formule

Peroxyde d’hydrogéne H,0O,
Anion superoxydes 0,
Hydroxyle OH°
Peroxyle ROQO°
Hydroperoxydes ROOH
Alcoxyles RO*®
Oxygen singulet 0,
Oxyde nitrique NO°

1.2.1.2- Radicaux libres azotés (RNS)
e Oxyde nitrique

Est un radical avec un électron non apparié, il est formé par I'action du NO synthétase
sur L-arginine (Fang et al., 2002). L'oxyde nitrique lui-méme moins réactif que les autre
radicaux libres, mais sa sur production dans des conditions spécifique capable de
provoquer la déplétion des principaux antioxydants au niveau du plasma, tels que l'acide
ascorbique et l'acide urique et capable d'entamer le lipide peroxidation (Halliwell et
Wiseman, 1996).

e Nitrique dioxyde NO2

Formé a partir de la réaction du radical pyroxyle avec NO. Le nitrique dioxide est un
puissant déclencheur du lipide peroxidation par sa capacité darracher un atome

d'hydrogene d'une double liaison au niveau des acides gras polyinsaturés.

e Peroxynitrite

La réaction du NO avec anion superoxide donne naissance au peroxynitrite
(Wiernsperger, 2003).

Ozo+ N()+ [ e—— OONO
Le peroxynitrite est un dérivés d'oxygene tres toxique provoque des lésions
tissulaires tres graves en plus de l'oxydation des LDL (Halliwell, 1997). Peroxynitrite
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apparait comme I'espéce le plus toxique pour les tissus au niveau des sites de

I'inflammation et participe dans plusieurs désordres neurodégenératif et des Iésions rénales.

Le peroxynitrite (OONQ) est capable d'oxyder les protéines et les bases azotiques

des brins d'’ADN par une grande similarité de I'oxydation par le radical hydroxyle (Knight,

2001).

1.2.1.3- Radicaux libres soufrés

Ils ont comme origine 1’oxydoréduction a un électron du couple disulfure/dithiol de

protéines ou de petits peptides. Le principal disulfure cellulaire est le glutathion, qui est un

tri peptide. Dans le milieu intracellulaire

(GSH). Lors d’une attaque oxydante, il se dimérise pour donner GSSG, tout en passant par

le radical thiyle (GS®) qui est un oxydant fort, puis un disulfure (GSSG°-) (House et al.,

Stress oxydatif et les antioxydants
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1.2.2- Principales sources d’espéces réactives (ROS)

Les principales sources des radicaux libres sont soit endogénes ou exogenes, elles
sont résumées dans la (Figure 2).

Peroxysome radiation

I~ Mitochondrie cugarette
Auto oxydatlon drogue
Sources
L
Endogénes Phagocyte chaleur
Oxyhemoglobme pestacvde

— Detoxification pollution

Sources

Exogenes

Figure 02 : Les principales sources des ERO (Humblet et Godeau, 2005).
1.2.2.1- Sources exogénes de ROS

A. Les radiations ionisantes de la lumiere: les rayons X et o ionisants sont
capable de geénérer des ERO en scindant la molécule d’eau. Lorsqu’il s’agit des rayons

ultraviolets, ils forment des ERO en activant des molécules photo-sensibilisantes.
B. Le stress: les facteurs personnels et émotionnels, les traumatismes physiques...

C. L’age: avec 1’age les cellules sont moins actives et produisent ainsi beaucoup
plus d’ERO.

D. Les substances chimiques: les herbicides, insecticides. ..

E. L’alcool, le tabac: ils s’oxydent au niveau du cytochrome Py4so. La fumée de la

cigarette contient du fer et du cuivre qui stimule la production des radicaux OH°.

F. Les meédicaments: ceux contenant du fer administrés en grande quantité peuvent
conduire a la formation d'OH° trés toxique pour I’organisme. Les antibiotiques
anticanceéreux, tels que les anthracyclines, sont également capables de générer des radicaux
libres. La formation d’espéces radicalaires serait responsable de leur mode d’action

anticancereux et de leur toxicité (Hadi, 2004).
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G. Les particules inhalées: I’amiante, la silice... sont susceptibles d'exacerber la
phagocytose (Adly, 2010).

1.2.2.2- Sources endogénes de ROS
A/ La mitochondrie

C’est la source de production majeure d’O,° dans la cellule intacte. Dans les conditions
physiologiques, la formation de ce radical est liée a ’activité physique et par la méme a
I’intensité  d’oxygénation.  Cette  production peut ¢également  s’intensifier
lorsqu'interviennent des désordres mitochondriaux génétiques, inflammatoires ou

nutritionnels (carence en ubiquinone) (Favier, 2003).
B/ Les NADPH oxydases

Il s’agit d’un complexe multimérique regroupant sept enzymes, présent dans de
nombreux types cellulaires tels que les phagocytes, les cellules endothéliales, les cellules

épithéliales, les cellules musculaires lisses. (Jungbluth et al., 2008).
C/ Le Réticulum endoplasmique

Le Réticulum endoplasmique lisse contient des enzymes qui catalysent une série de
réactions pour détoxifier les molécules liposolubles et dautres produits métaboliques
toxiques (Turrens, 2003). La plus connue de ces enzymes est le cytochrome P4so qui
oxyde les acides gras insaturés et les xénobiotiques, produisent ainsi des ROS (Morel et
Barouki, 1999).

D/ La xanthine-oxydase

Elle joue un réle important dans la production des ROS (particulierement O2° et
H,0,), lors de I’ischémie/reperfusion. (Valko et al., 2006).

E/ Les peroxysomes

Les peroxysomes sont importante source de production H,O, cellulaire (Boveris et
al., 1972). Toutefois, I'H,O Est utilisé comme substrat de la catalase peroxysomale
(enzyme antioxydante) afin de réaliser des réactions de peroxydation d'autres substrats
(Balaban et al., 2005).
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I.3- Principales cibles des ERO

Les causes essentielles du stress oxydatif sont d'origine (Deshmukh, 2013):

1.3.1- Nutritionnelle: la rupture d'équilibre peut provenir dune défaillance
nutritionnelle ou de la carence en un ou plusieurs des antioxydants apportés par la nutrition
comme les vitamines ou les oligo-éléments, présents en quantité limitée dans

l'alimentation.

1.3.2- Accidentelle: la surcharge en facteurs pro-oxydants (fer, acides gras) par

exemple dans le cas d’inflammation ou l'exposition a des xénobiotiques pro-oxydants...

1.3.3- Génétique: des anomalies génétiques peuvent étre responsables d'un
mauvais codage d'une protéine enzymatique antioxydant, synthétisant un antioxydant ou
régénérant un antioxydant...La production excessive de ERO provoque des Iésions directes
de molécules biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides),
mais aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des
métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides. L'organisme peut réagir
contre ces composés anormaux par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent
aussi étre des auto-anticorps créant une troisieme vague d‘attaque chimique (Therond,
2006 ; Adly, 2010 ; Deshmukh, 2013).

I.4- Roles biologiques des radicaux libres

Les ERO remplissent en effet de tres nombreuses fonctions utiles qui a part la
phagocytose, ont été découvertes récemment. Les radicaux libres participent au
fonctionnement de certaines enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la défense
immunitaire contre les agents pathogénes, a la destruction par apoptose des cellules
tumorales, a la régulation de la dilatation capillaire, au fonctionnement de certains
neurones et notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de I'ovule, a la régulation des
génes (Favier, 2003), a la production énergétique, au réglement de la croissance des

cellules et a la signalisation intracellulaire. (Ardestani et al., 2011).
I.5- Les antioxydants

L’¢équilibre entre les effets positifs et négatifs des EOR est particulicrement fragile.
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Le maintien d’un niveau non cytotoxique de ces derniers est assuré par des systémes

d’antioxydants. (Boyd et al., 2003 ; Berger, 2006).
1.5.1- Définition

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de reduire les
dommages causés par les radicaux libres dans 1’organisme et permettent de maintenir au
niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques d’ERO (Vansant et al., 2004).
Notre organisme réagit donc de fagon constante a cette production permanente de radicaux
libres et on distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes
pour détoxifier la cellule. (Favier, 2003).

1.5.2- Les sources d’antioxydants

En plus des substances propres a 1’organisme représentées par les enzymes
antioxydants telles que le superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase et la catalase
(Pastre, 2005), les médicaments, 1’alimentation et les plantes sont également des sources

d’antioxydants.
1.5.2.1- Antioxydants synthétiques

Dans [D’industrie alimentaire, les antioxydants synthetiques, tel que le
butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne (BHT) gallate propylée (PG) et le
tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et
moins chers que les antioxydants naturels. (Lisu et al., 2003). Cependant, il a été montré
que ces antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques (Yu et al., 2000). En effet, le
BHA convertirait certains produits ingérés en substances toxiques ou cancérogéenes en
augmentant la sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organes extra-hépatiques
(Barlow, 1990).

TEEOQ s

Figure 03:Structures chimiques des antioxydants synthétiques (Amrani, 2012)
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1.5.2.2- Antioxydants naturels
L’organisme possede des systemes de défense tres efficaces, de deux types :

Les antioxydants enzymatiques et les antioxydants non enzymatiques. Ces antioxydants
sont d’autant plus importants que certains peuvent étre utilisés en thérapeutique pour tenter

de prévenir le stress oxydatif (Diplock, 1991).
1.5.2.2.1- Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont considérés comme la premiére ligne de défense de

notre organisme contre les EROs (Hamadi, 2010).
a) Les superoxydes dismutases (SOD)

La famille des superoxyde dismutases comporte trois isoformes (SOD;, SOD,, SOD;)
dont le réle est la dismutation de deux anions superoxyde en especes oxygenées moins

réactives que sont H,O, et O, (Antwerpe, 2006).
b) Les catalases

La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les
peroxysomes. Elle catalyse la réaction de detoxification du H,O, (généralement produit par
la SOD). Elle est surtout présente au niveau des globules rouges et du foie ( Soulere et al.,
2002).

c) La glutathion peroxydase et réductase (GSHPX)

Les enzymes de cette famille sont Selenium (Se)-dépendante. La glutathion peroxydase
(GPX) est présente dans le cytoplasme ou elle joue un réle majeur dans la régulation de
I’état redox physiologique intracellulaire des cellules vasculaires. Elle catalyse la réduction
des hydroperoxydes (H,0,), et des peroxydes lipidiques en utilisant le glutathion réduit

(GSH) comme donneur d’hydrogéne.
2 GSH + H,0, — GSSG + 2 H,0
d) L’héme oxygénase
L’héme oxygénase dégrade 1’héme (pro-oxydant) en biliverdine, puis en bilirubine qui

est un antioxydant, en CO et en fer, et peut prévenir I’oxydation des LDLs. On distingue
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I’héme oxygénase constitutive et inductible. Cette derniére est induite par le stress oxydant

et les oxLDLs, et posséde un effet antiathérogéene chez la souris.
e) Les thiorédoxines (TRXx) et la thiorédoxine réductase (TRxR)

Les thiorédoxines sont des enzymes a activité antioxydante intrinseque comme toutes
les protéines a groupement thiol (-SH). Elles jouent aussi un réle important dans la
régulation du systeme immunitaire. Une fois oxydée, la thiorédoxine est réduite par la
thiorédoxine réductase (TRxR) qui est une enzyme possédant un groupement
sélénocystéine dans son site actif. La TRxR intervient aussi dans la dégradation des
peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogéne et dans la régénération du radical
ascorbyl en acide ascorbique (Souza, 2010)

1.5.2.2.2- Les antioxydants non enzymatiques

Certaines substances ingérées sont utilisées par 1’organisme comme antioxydants. Ce

sont principalement :
a) Vitamine C

L’acide ascorbique et ses dérivés; Il peut étre d’origine naturelle (fruits et légumes) ou
synthétique. L’acide L-ascorbique (vitamine C) et son dérivé le palmitate d’ascorbyle, ils
sont des antioxydants utilisés en synergie. Il posséde un caractere acide et intervient dans
les échanges d’oxydoréduction grace a sa fonction €ne-diol. L’acide ascorbique s’oxyde en
acide déshydroascorbique, prévenant ainsi I’oxydation d’autres substances moins réactives

(Portes et Fernandez-Kelly, 2008)
b) Vitamine E

Elle prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les
radicaux peroxyles. Elle est présente dans les huiles végétales, les noix, les amandes, les

graines, le lait, les ceufs et les 1égumes a feuilles vertes (Ahmet, 2003)
c) Glutathion

Le glutathion joue un réle majeur dans la protection des lipides, des protéines et des
acides nucléiques contre I'oxydation en situation de stress oxydant, son rdle protecteur et
détoxifiant résulte principalement de sa fonction de coenzyme des GSHPX. (Stamler et
Slivka, 1996)
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d) Les oligoéléments

Le cuivre, le zinc, le manganese, le sélénium et le fer sont des métaux essentiels dans
la défense contre le stress oxydant. Ces oligoéléments jouent le role de cofacteur pour

maintenir 1’activité catalytique des enzymes antioxydantes (Garait et al., 2007).
e) Les caroténoides

Se sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont regroupés en deux
grandes familles : les caroténes et les xantophylles. L’activité antioxydante de ceux-Ci est
liée a leur longue chaine polyénique qui leur permet de réagir avec les radicaux ROO°®,
HO°, O,%, R° par simple addition électrophile et transfert d’électron. Ils permettent, en

particulier, de neutraliser I’oxygene singulet (Valko et al., 2006).
f) Acide Urique

L’acide urique est un piégeur de 1°O,, des radicaux peroxyles et hydroxyles (RO,°et
HO®), La réaction de 1’acide urique avec ces ROS géneére des radicaux moins réactifs que

HO° (Powers et Jackson, 2008).
g) Les composes phénoliques

La propriété antioxydante des flavonoides la mieux décrite est leur capacité a piéger
les radicaux libres : radical hydroxyle, I’anion superoxyde et les radicaux peroxyles. Les
flavonoides inactivent et stabilisent les radicaux libres grace a” leur groupement hydroxyle
(C50H) fortement réactif .l1ls peuvent également protéger les membranes cellulaires par
leur action a différents niveaux sur la peroxydation lipidique. (Chekir-Ghedira et al.,
2005). Elle contribue aussi a I’inhibition de 1’oxydation des lipoprotéines de faible densité

(LDL) qui sont impliquées dans 1’atherogénése (Rehab et al., 2012).
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Chapitre 11 La phytothérapie

Il. La phytothérapie

Le terme phytothérapie vient du grec : (phytos) : la plante et (therapiae) : la
thérapie, elle signifie le traitement ou la prévention des maladies par 1’usage des plantes.

(Kasmi et Saadaoui, 2014).

La Phytothérapie utilise des plantes médicinales dans leur totalité ou certaines
parties de la plante dans des buts thérapeutiques, elle compte parmi les premiéres et les

plus anciennes méthodes curatives depuis 1’aube de I’humanité.

Historiquement, la médecine classique n’existerait pas sans la phytothérapie.
C’est avec le développement ultra-rapide des sciences naturelles au XIXe siécle, et
particulicrement avec les avancées de la chimie, que I’on a pu isoler des composants
purifiés des plantes et produire leurs dérivés partiellement synthétiques, puis fabriquer de
nouvelles molécules synthetisées chimiquement, pour finalement les introduire comme
elles le sont actuellement dans 1’arsenal de la médecine classique. Un grand nombre
proviennent de la nature du moins en ce qui concerne leur structure de base.
11.1- Définition des plantes médicinales
Les plantes meédicinales sont des plantes possédant des molécules a 1’intérieur de
leur organe (feuil, fleures....etc.) et pouvant selon des technique chimique (extraction,
distillation...) permettent a I’isolation des principes éléments actifs (huiles, alcool...) pour
des buts thérapeutiques. (Benkiki, 2006).
Les plantes médicinales sont essentiellement utilisées sous deux formes :
» Comme un mélange complexe contenant un large spectre de constituants
(infusion, des huiles essentielles et des extraits des teintures)
» Pure, chimiguement définie comme des principes actifs
Les composés purs sont généralement utilisés quand les principes actifs des plantes
produisent un forte et spécifique activité ou bien avaient un faible indice thérapeutique.
(Nadia, 2009).
11.2- Les substances naturelles des plantes et leurs activités biologiques
Les produits naturels des plantes peuvent étres classés en deux catégories, les

métabolites primaires et les métabolites secondaires (Figure 4).
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Figure 04 : Les principales familles de principes actifs utilisées en phytothérapie :
Certains Principes actifs sont des métabolites primaires, d’autres sont des métabolites
secondaires (Bruneton, 1999)
I1.1.1- Les métabolites primaires

Les plantes utilisent I'énergie du rayonnement solaire, le dioxyde de carbone
présent dans lI'atmosphére, I'eau et les éléments inorganiques du sol qu'elles absorbent par
les racines (eau, éléments inorganiques) et par les feuilles (dioxyde de carbone).

Le processus de base est la photosynthese qui fixe le carbone contenu dans le
dioxyde de carbone atmosphérique, en le combinant aux atomes d’hydrogéne contenus
dans Les molécules d'eau. Les premiers produits formés par la photosynthese sont des
hydrates de carbones, de faible masse moléculaire (oses). C'est a partir de Ces oses (ou
sucres) que sont ensuite formés tous les métabolites primaires nécessaires.

A la survie de la plante : glucides complexes (polyméres comme la cellulose,
L’amidon ou les pectines), acides aminés (constitutifs des protéines), acides Gras
(constitutifs des lipides), etc. (Bruneton, 2009)
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11.1.2- Les métabolites secondaires

Les plantes produisent un grand nombre de substances appelées métabolites
secondaires. Ces meétabolites secondaires végétaux peuvent étre définis comme des
molécules indirectement essentielles a la vie des plantes. lls participent de maniere tres
efficace, a la tolérance des végétaux a des stress variés (attaques de pathogénes, prédations
d’insectes, sécheresse, lumiere UV, etc.) (Tirichine, 2010).

Ils sont divisés principalement en trois grandes familles : Les polyphénols, les
terpénes, les alcaloides. (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél, 2007).
11.1.2.1- Les différents types des métabolites secondaires

Chez les végétaux, les composes secondaires regroupent plusieurs dizaines de
milliers de molécules différentes, généralement rassemblés en superfamilles chimiques tel
que les polyphénols, les terpenes, les stérols et les alcaloides, etc.
11.1.2.1.1- Les polyphenoles

Les polyphénols sont des composés phénoliques hydrosolubles et ayant outre les
propriétés habituelles des phénols (Dangles et Brouillard, 1994), ils sont produits par les
plantes afin d’accomplir des fonctions précises, les plus notoires étant : Défense contre les
moisissures et les bactéries phytopathogénes, la résistance a 1’attaque des insectes et
I’attraction des pollinisateurs. (Bahorun, 1997).

Les polyphénols sont répartit en plusieurs classes: Les flavonoides, Les acides
phénoliques de types benzoiques ou cinnamiques les tanins, les hydrolysables, les
stilbenes, les lignines et les subérines, Ces classes montrent une extréme variété d’activités
biologiques (Queiroz-Monici et al., 2005), tel que; des activités anti-carcinogénes, anti-
inflammatoires, antiathérogénes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens,
antiviraux, (Babar et al., 2007), anti-allergenes, vasodilatateurs (Falleh et al., 2008), et
antioxydants. (Gomez-Caravaca et al., 2006).
11.1.2.1.1.1- Biosynthése

L’origine biosynthétique des composés phénoliques des végétaux est proche, tous
dérivant de la ’acide shikimique. Cette voie shikimate conduit a la formation des oses aux
acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis par désamination de ces
derniers, aux acides cinnamiques et a leurs tres nombreux dérives : acide benzoiques,

acétophénones, lignanes et lignines, coumarines (Bruneton, 1993).
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11.1.2.1.1.2- Classes des polyphénols

Les polyphénols forment un trés vaste ensemble de substances chimiques, ils
peuvent étre classifiés selon le nombre et ’arrangement de leurs atomes de carbones
(Tableau 2). Ces molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides
organiques.

Tableau 02: Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 1997).

Nombre de Squelette Classification Exemple Structure de
Carbones Base
7 Ce-Cl Acides phénols Acide gallique Q COOH o
B Coe-C2 Acétophénones Gallacetophénone D ,%_;;:1 "
8 C6-C2 Acide Acide p- T ey H |
phénylacétique hydroxyphényl
acétique

9 Co-C3 Acides Acide @J-EOUI |
hydroxycinamiques | Coumarique

9 C6-C3 Coumarines Esculitine : 00
10 Co-C4 Naphthoquinones | Juglone 9]
i E
13 Ce-Cl1-Cé Xanthones Mangiferine S\:ﬁ
(8]
14 C6-C2-C6 Stilbénes Resveratrol » ]
15 Co-C3-Co Flavonoides Maringénine o ]

11.1.2.1.2- Les Flavonoides

Les flavonoides au sens large sont des pigments quasiment universels des végétaux
(Rice-Evans et Miller, 1996). Structuralement, les flavonoides se répartissent en plusieurs
classes de molécules, dont les plus importantes sont les flavones, les flavonols, les
flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les isoflavanones, les chalcones, les
aurones et les anthocyanes. Ces diverses structures se rencontrent a la fois sous forme libre

(aglycone) ou sous forme de glycosides.
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11.1.2.1.2.1- Structure et classification

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne (Skerget et al., 2005).
Leur structure de base est celle d’un diphényl propane a 15 atomes de carbone (C6 C3-C6),
constitué de deux noyaux aromatiques qui designent les lettres A et B, reliés par un

hétérocycle oxygéné, qui désigne la lettre C (Dacosta, 2003).

Y 4
A B ,
5 g
- 9 ‘; I A
' ’
bl “ ; ) 4 3
g K

Figure 05 : Squelette de base des flavonoides (Chebrouk, 2009).

De fagon générale les flavonoides se trouvent soit a 1’état libre, dans ce cas ils sont
dits aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des
sucres tels que le glucose, le rhamnose, 1’arabinose, ils peuvent en outre étre des
monomeres ou des oligomeres (Dacosta, 2003). Les flavonoides peuvent étre subdivisés
en plusieurs classes dont les plus importantes sont : flavones, isoflavandiols, flavanols,
flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins (Effendi et Yajun, 2008).
11.1.2.1.2.2- Intéréts et effets biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs :
racines, tiges, feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines, bois... (Grotewold, 2006).Certains
flavonoides sont plus spécifiques de certains tissus. Les anthocyanes sont plut6t localisés
dans les parties externes des fruits, fleurs et feuilles.

Les chalcones se retrouvent plus fréquemment dans les pétales des fleurs. Ce sont
des pigments naturels au méme titre que les chlorophylles (couleur verte) et les
caroténoides (nuances jaunes et orangées). Leur fonction principale est la pigmentation des
plantes (aspect esthétique). Quand ils ne sont pas directement visibles, ils contribuent a la
coloration par leur réle de Co-pigments (certaines flavones et flavonols) (Grace et al.,
1996).
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Les flavonoides, en particulier les anthocyanes, sont les seules molécules du régne
végétal capables de produire une vaste gamme de couleurs, susceptibles de donner des
teintes allant du jaune-orangé au bleu, en passant par le pourpre et le rouge (Luigia et
Giuseppe, 2006) .

Les flavones, aurones et chalcones donnent plutdt des couleurs jaune, beiges voire
blanche, ou participent aux nuances produites par les anthocyanes et les caroténoides
(Grotewold, 2006).

Un des roéles de la couleur chez les plantes est d'attirer les insectes et les oiseaux,
qui Jouent un role majeur dans la pollinisation et la dispersion assurant ainsi la
reproduction de I’espéce (Jaime et al., 2007).

Les flavonoides, dissous dans les vacuoles a 1'état d'hétérosides, s’accumulent dans
les cellules épidermiques, assurant la protection des tissus contre les rayonnements solaires
nocifs. On préte a certains flavonoides (phytoalexines), un réle de défense contre les
prédateurs et les pathogénes (Stobiecki et al., 2006).
11.1.2.1.3- Les tanins

Les tanins sont des métabolites secondaires polyphénoliques tres répandus dans le
regne végétal, (Ghestem et al., 2001 ; Khanbabae et Ree, 2001), hydrosolubles de masse
molaire entre 500-2000D. A la base de leur caractéristique structurale, il est possible de
diviser les tanins en 2groupes : Tanins condensés (pro-anthocyanidines) qui sont des
polymeres ou oligomeres flavanique avec un degré de polymérisation entre deux et plus de
50 unités et les tanins hydrolysables qui sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un
nombre variable d’acide phénolique. Tous les organes végétaux peuvent en renfermer
(I’écorce, le bois, les feuilles, les fruits, les racines, les graines) (Khanbabae et Ree,
2001). Les tanins sont présents dans une variété de plantes utilisées dans 1’alimentation
notamment les céréales et légumineuses et les fruits comme (Peronny, 2005). Le role
biologique des tanins dans la plante est lié a sa propre protection contre les infections, les
insectes et les animaux herbivores (Khanbabae et Ree, 2001), en plus de la protection
contre les attaques fongiques et bactériennes. (Peronny, 2005).

Les tanins montrent plusieurs activités biologiques ils ont un effet anti-diarrhéique,
vasoconstricteurs, antiseptique, (Okuda et al., 1983), antioxydantes antiparasitaires,
antimicrobienne (Hatano et Mesbahi, 2005). Les tanins ont aussi des propriétés proches
de celles des flavonoides : augmentation de la résistance capillaire, diminution de la

perméabilité capillaire et stabilisation du collagéne. (Bruneton, 1999).
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11.1.2.1.3.1- Structure chimique et classification

A la base de leur caracteéristique structurale, il est possible de diviser les tanins en 2
groupes:
11.1.2.1.3.1.1- Tanins hydrolysables

Ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre (ou d’un polyol apparenté) et d’un
nombre variable d’acide phénolique. Le sucre est trés généralement le glucose .L’acide
phénolique est soit 1’acide gallique dans le cas des tanins galliques, soit I’acide
hexaydroxydiphénique (AHDP) et ses dérivés dans le cas tanins éllagiques (Bruneton,
1999).

» Tanins galliques (Gallo tanins): Ils donnent par I'hydrolyse des oses et de l'acide
gallique.
» Tanins ellagiques (Ellagitanins) : lls sont scindés par les enzymes en oses et en

acide ellagique (Paris et al., 1986).

» Tanins condensés: Les tanins condensés sont des polymeres flavanolique constitués
d'unités flavan-3-ols, le plus souvent épicatéchine et catéchine (Khanbabae et Ree,

2001). Les tanins condensés sont des molécules hydrolysables, leur structure

voisine de celle des flavonoides est caractérisée par I’absence de sucre (Paris et al.,

1986).
11.1.2.1.3.1.2- Tanins condenseés (proanthocyanidines)

Ce sont des polyméres ou oligoméres flavanique, constitués d’unités flavan-3-ols,
le plus souvent épicatéchine et catéchine, avec un degré de polymérisation entre deux et
plus de 50 unités (Khanbabae et Ree, 2001). Ces unités liées entre elles par une seule
liaison carbone carbone C4-C8 ou C4-C dans le type B des pro-anthocyanidines ; ou par
une liaison interflavanique double (C4-C68 ou C4-C6) et (C2-O-C) dans le type A
(Bruneton, 1999 ; Xie et Dixon, 2005 ; Vivas et al., 2006).
11.1.2.1.4- Les terpenes et stéroides

Les terpénoides sont une vaste famille de composes naturels prés de 15000 de
molécules différentes et de caractére généralement lipophiles, leurs grandes diversités due
au nombre de base qui constituent la chaine principal de formule (C5H8) n selon la
variation de nombre n, dont les composés monoterpénes, sesquiterpenes, diterpénes,
triterpenes, ( Wichtl et Anton, 2009). Ces molécules présentent en forme des huiles
essentielles ; parfums et go(t des plants, pigments (carotene), hormones (acide
abscissique), des stérols (cholestérol). Les stéroides sont des triterpénes tétracycliques,
possédent moins de 30 atomes de carbone, synthétisés a partir d'un triterpéne acyclique.
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Chez toutes les plantes on trouve ces composés liées avec un groupement alcool qu'ils
nommes les stérols ; prenant une forme plane, glycosylée, analogues du cholestérol qui ne
different de celui-ci que par leur chaine latérale comme : B-Sitostérol, Stigmastérol
(Hopkins, 2003).

11.1.2.1.5- Les alcaloides

Les alcaloides sont des métabolites décrivent des matieres protéiques. (Bouloux,
2000), On les trouve principalement chez les végétaux, mais aussi chez les animaux et chez
certains micro-organismes.

Leur structure chimique de base est un hétérocycle azoté sauf pour quelques
substances dans lesquelles I'azote est extra cyclique (c'est le cas de la colchicine et de
I'éphédrine par exemple). Il existe plus de six mille alcaloides mais ce chiffre est en
constante augmentation (Judd et al., 2002).

Les alcaloides sont utilisés dans plusieurs médicaments, ils affectent chez 1’étre
humain le systéme nerveux particulicrement les transmetteurs chimiques tels 1’acétyl
choline, norepinephrine, acide o aminobutyrique (GABA), dopamine et la serotonine
d’autres effets pharmacologiques sont attribués également aux alcaloides telles que 1’effet
analgésique  (cocaine), anticholinergique  (atropine), anti-malaria  (quinine),
antihypertensive (réserpine), antitussive (codéine), stimulant centrale (caféine), dépréssant
cardiaque et diurétique narcotique (morphine), anti-tumeur et sympathomimétique
(éphédrine). (Badiaga et al., 2011).

On distingue:

» Les alcaloides vrais qui sont des substances d’origine naturelle et de distribution
restreinte, de structure souvent complexe, azotée (atome d’azote inclus dans un
hétérocycle) et de caractére basique

> Les pseudo-alcaloides qui sont des métabolites présentant les caractéristiques des
alcaloides vrais, excepté leur origine biosynthétique

» Les proto-alcaloides qui sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans
un systeme hétérocyclique, ont une réaction basique et sont élaboré in vivo a partir
d’acides aminés (Bruneton, 2009).

11.1.2.1.6- Les Coumarines

Les coumarines sont des substances naturelles connues, Il s’agit de composés a
neuf atomes de carbone possédant le noyau benzo (2 H) -1 pyrannone-2. (Hamimed,
2009).
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Les coumarines se localisent dans toutes les parties de la plante et notamment dans
les fruits et les huiles essentielles des graines, elles sont fréquemment a 1’origine des
hétérosides. (Benkiki, 2006).

Ils sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter
les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles. (Belfadel, 2013).

Les coumarines sont des composés aromatiques dérivant de 1’acide O-hydroxy
Zcinnamique, de méme que la coumarine elle-méme dérive de I’acide orthocoumarinique.
(Mansour et al., 2009)
11.1.2.1.7- Les Saponosides

Mot latin « sapon », I’herbe a savon. Ils sont des métabolites secondaires
hétérosidiques présents dans de nombreuses plantes et quelques organismes marins. Ces
molécules sont connues pour leur propriété tensio-active ou encore leur capacité a lyser les
globules rouges (hémolyse). (Belfadel, 2013).

L’hydrolyse d’une saponine, par I’action d’un acide ou d’enzyme, produit un sucre
ou plusieurs (dont souvent le glucose) et un aglycone nommé sapogénine selon que cette
derniére étant, soit un triterpene, soit un stéroide. On distingue les saponines triterpenes et
les saponines stéroidiques, certains auteurs distinguent une troisiéme catégorie de
saponines ; celles des amines stéroidiques qui sont traitées par d’autres comme des

alcaloides stéroidiques. (Saihi R, 2011).
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Chapitre 111 La plante médicinale sélectionnée

I11. Artemisia campestris L
I11.1- Généralités

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracées: c’est 1’'un des genres le
plus répandu et le plus étudié de cette famille; il contient un nombre variable d’espéces
allant jusqu’a 400 especes (Mucciarelli et Maffei, 2002).

Il a été rapporté que le genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que les
flavonoides, les acides cafféoylquinic, les coumarines, les huiles essentielles, les stérols et
les acétylenes (Kundan et Anupam, 2010).

Les espéces qui appartiennent au genre Artemisia posseédent des propriétés thérapeutiques,
elles sont non seulement utilisées dans la médicine traditionnelle, mais aussi dans
I’industrie alimentaire et pharmaceutique (Mirjalili et al., 2007).

111.2- Description botanique

Artemisia campestris est un arbuste aromatique a tiges robustes, d’une hauteur de
30 a 80 cm. cette plante posséde des capitules trés petits, étroits (1 a 1,5 mm) ovoides ou
coniques, a involucre scarieux, ne contient que 3 & 8 fleurs de couleur jaunatre bordées de
rouge, et a pédoncule muni de poils blanchatres a brunatre. Les feuilles d'Artemisia
campestris sont glabres de couleur verte foncée, les inférieures dipinnatiséquées, les
supérieures pinnatiséquées, les basales pétiolées et auriculées, les tiges sont ligneuses a la
base striee (Quezel et Santa, 1962 ; Ozenda, 1983 ; David, 1994).

Figure 06: photo d'A.compestris
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111.3- Systématique de la plante

Selon Caratini (1971), la plante Artemisia campestris est classée dans:

Régne: Plantae Ordre: Asterales
Sous régne: Tracheobionta Famille: Asteraceae
Embranchement: Spermatophyta Sous famille: Asteroideae

Sous embranchement: Magnoliophyta Tribu: Anthemideae

Classe: Magnoliopsida Sous Tribu: Artemisiinae

Sous classe: Asteridae Genre: Artemisia

Espéce: Artemisia campestris L.

Figure 07: Classification d'Artemisia campestris L (Caratini, 1971).

I11.4- Origine et distribution

Les espéces qui appartiennent au genre Artemisia sont des arbustes aromatiques,
qui poussent de fagon spontanée dans plusieurs régions de 1’hémisphére nord de la terre,
surtout dans les zones semi arides et le bassin méditerranéen, et s’étendent jusqu’a
I’Himalaya (Vernin et al, 1995), dans I’hémisphére sud elles sont trouvées en Afrique du
sud, 1’ Australie et I’Amérique du sud, d’aprés Kyeong et al (2007), Artemisia campestris

est originaire de I’ Asie.
111.5- Composition chimique

L’utilisation des solvants a polarité¢ différente, suivie par des étapes de
fractionnements et I’emploi de différentes techniques de chromatographie permettent
d’extraire, séparer et identifier les différents composes présents dans les extraits de plantes.
De nombreuses études chimiques ont révele que la partie aérienne d’Artemisia campestris
est riche en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les
huiles essentielles (Joao et al., 1998 ; Juteau et al., 2002).

La composition chimique de I’huile essentielle varie selon le chimio type considére
(Bruneton, 1999), elle varie également selon les conditions géographiques et climatiques
(température, altitude, précipitation, hauteur, direction du vent, heures de soleil, etc.), et

selon la phase de développement de la plante (Jerkovic et al., 2003).
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Plusieurs études (Akrout et al., 2001 ; Juteau et al., 2002) ont rapporté la
composition des huiles essentielles d’Artemisia campestris, 1’huile essentielle est analysée
par la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CG-MS),
(Juteau et al., 2002) ont identifié dans une espece de Camargue (Marseille, France) 51
composés caractérisés, les plus abondants sont : y-terpinéne, capillene, 1-phenyl-2,4-
pentadiyne, spathulenol, methyleugenol, p-cymene et B-pinene.

D’apres Akrout et al (2001) les constituants les plus abondants d'une espéce de Tunisie
sont : B-pinéne (24,2-27,9 %), p-cyméne (17.4-22.3%) et o-pinéne (4.1-11.0%), ces
constituants représentent plus de 45 % de 1’huile totale.
Le contenu phénolique total, les flavonoides, les dérivés hydroxycinnamiques, les dérivés
hydrox benzoiques de D’extrait éthanolique (80%) de la partie aérienne d’Artemesia
campestris ont été déterminés par des méthodes spectrophotométriques.
Les flavonoides identifies chez Artemisia campestris sont: flavone (apéginie), flavonol
(kaempférol 7-méthyle), flavanone (naringénine), dihydroflavonols (taxifoline-7-méthyle)
(Tableau 4) (Valant et al., 2003).
Les feuilles d’Artemisia campestris contiennent aussi des alcaloides, des saponines. (Naili
et al., 2010).

Tableau 03: Teneur en polyphénols, de la partie aérienne d’Artemisia campestris

(Djeridane et al., 2007).

Plante Phénols totaux a | Flavonoides b | Dérivés hydrox | Dérivés hydrox

cinnamiques ¢ benzoiques d
Artemisia 103.4 5 95 0
Campestris

a: mg EAG/g ps, b : EQ (m/m), ¢c : EAC (m/m), d : EAG (m/m).

Tableau 04: Principaux flavonoides rencontrés chez Artemisia campestris

Flavonoides Références

- Flavanone: 5, 8, 4’-trihydroxyflavanone. - Rauter et al., 1989.
-Acétophénone:3-acetyl-4 - Hurabielle et al., 1982.
hydroxyacétophénone. - Ferchichi et al., 2006.
-Flavones:5,7-dihydroxy-3, 4’- | -Valant-V et al., 2003.
dimethoxyflavone. - Hurabielle et al., 1982.
- Flavonol: Kaempferol-7méthyl.

- Dihydroflavonol: 7-methyl aromadendrin.
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I111.6- Utilisation traditionnelle

Artemisia campestris est une plante utilisée depuis longtemps dans la médecine

traditionnelle pour traiter plusieurs maladies:

En usage local Artemisia campestris est utilisée pour traiter les troubles digestives, les
ulceres et les douleurs menstruelles (Dob et al., 2005). Elle est également utilisée dans le
traitement de diabéte (Sefi et al., 2010).

La partie aérienne est utilisée dans le traitement de bralures, de la diarrhée, les morsures de
serpents, les piqires de scorpions, I’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie, le rhumatisme,
elle est utilisée également pour traiter les infections urinaires, la fiévre et la toux (Ben
Sassi et al., 2007).

Selon (Saoudi et al., 2010) la consommation journaliére d'une décoction préparée a partir

des tiges et feuilles d'A. campestris permet de réduire les symptdmes digestifs.
I11.7- Activités biologiques

En plus de leurs utilisations traditionnelles, Artemisia campestris posséde de

nombreuses propriétés biologiques, parmi lesquelles on cite les plus importantes :
111.7.1- Activité antioxydante

La partie aérienne d’Artemisia campestris possede des activités antioxydantes
significatives. En effet cette plante est riche en composés doués d’activité antioxydante tels
que: les flavonoides, les polyphénols et les tanins, ces différents constituants exercent ses
actions antioxydantes en inhibant la production de I’anion superoxyde, I’hydroxyle,

comme ils inhibent la peroxydation lipidique au niveau des microsomes (Bruneton, 1999).

Dans une étude faite par Aniya et ses collaborateurs (2000), 1’activité antioxydante de
I’extrait aqueux d’Artemisa campestris a été testée par la méthode de DPPH (2,2-diphenyl-
I-1-picrylhydrazyl), les résultats obtenus ont montré que l’extrait aqueux posséde une

activité antioxydante élevee.

De leurs coté Akrout et al (2011) ont étudié 1’activité antioxydante de trois extraits de la
partie aérienne d’Artemisia campestris (huile essentielle, extrait aqueux, extrait
éthanolique50%) en utilisant trois méthodes différentes: la méthode de DPPH, la technique
de décoloration du B-caroténe et la méthode d’ABTS (2,2 azinobis-3-ethyl benzthiazoline-

27



Chapitre 111 La plante médicinale sélectionnée

6-sulphonicacid), ils ont trouvé que I’huile d’Artemisia campestris possede une faible
activité antioxydante, alors que les extraits aqueux et organique montrent une activité

antioxydante importante en comparaison a celle de I’huile essentielle.
111.7.2- Activité antimicrobienne et antiviral

Artemisia campestris est une plante médicinale utilisée dans le traitement de
nombreuses infections telles que les infections urinaire. Naili et al (2010) ont testé
I’activité antibactérienne de 1’extrait méthanolique des feuilles d’Artemisia campestris, ils
ont trouvé que ’activité de cet extrait a été plus efficace contre les bactéries gram positif

(Staphylococcus aureus) que les bactéries gram négatif (Escherichia coli).

Ben-Sassi et al (2007) ont étudié I’activité antibactérienne de quatre extraits organiques
(méthanol, acétate éthyle, acétone, chloroforme) de 23 plantes médicinales dont Artemisia
campestris contre 14 bactéries gram positif et gram négatif. Les résultats ont montré que
I’extrait d’acétone est le seul qui montre une action inhibitrice contre trois types de

bactéries: S. epidermidis, S. saprophiticus et S. aureus.

En outre Artemisia campestris posséde des propriétés antifongiques, Kyeong et ses
collaborateurs (2007) ont étudié¢ I’effet antifongique de I’extrait aqueux des racines
d’Artemisia campestris sur des champignons de mycorhize, les résultats obtenus montrent

que I’extrait aqueux posséde un potentiel antifongique.

Les plantes du genre Artemisia contiennent un sesquiterpene lactone appelé:
Artemisinine, ce composant constitue le métabolite secondaire le plus important chez
toutes les espéces Artemisia, il est considéré comme une drogue antimalariale tres efficace
contre le parasite qui cause la malaria: le Plasmodium falciparum (Donrop et Day, 2007).
L’artemisinine posséde également plusieurs activités, il est efficace contre les maladies

infectieuses telle que I’hépatite B (Rmoero et al., 2005).
111.7.3- Effet insecticide

Une étude récente a été réalisée par Pavela (2009), ou I’extrait méthanolique de la
partie aérienne d’Artemisia campestris a été testé pour son activité contre les femelles
adultes d’une espece de moustique Culex quinquefasciatus, cet extrait a montré un degré
de répulsion tres intéressant contre ces parasites vecteurs de plusieurs maladies comme la

malaria.

28



Chapitre 111 La plante médicinale sélectionnée

111.7.4- Propriétés allélopathiques

Les plantes du genre Artemisia posseédent des propriétés allélopathiques par
inhibition de la croissance et la germination de certaines plantes de I’entourage, Ces
propriétés sont dues probablement a la présence d’acide phénolique, et d’autres

composants polaires (Kyeong et al., 2007).
111.7.5- Activité hypoglycémiante

Sefi et ses collaborateurs (2010) ont trouvé que I’extrait aqueux des feuilles
d’Artemisia campestris, diminue le taux de glucose dans le plasma des rats chez lesquels le
diabete est induit par 1’alloxane monohydrate, ils ont trouvé également que la diminution
de la concentration de glucose s’accompagne d’une part d’une diminution des taux de
triglycérides et des lipoprotéines de faibles densité (LDL), et d’autre part d’une

augmentation du niveau de ’insuline, ce qui peut prévenir les complications du diabéte.
111.7.6- Effet antipoison

Les extraits d’acétate d’éthyle, éthanol, méthanol et de dichlorométhane, des
feuilles d’Artemisia campestris ont été testés pour ses capacités de neutralisation de venin
de scorpion et de vipére, les résultats obtenus ont montré que ’extrait éthanolique, inhibe
I’activit¢ de degradation des globules rouges contre le venin du scorpion Androctonus
australis garzonii,des résultats similaire ont été obtenus pour I’extrait de dichlorométhane

pour la neutralisation de venin de la vipere Macroviper alebetina (Memmi et al., 2007).
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Matériel et Méthodes

Notre travail ayant pour objet 1’investigation phytochimique et 1’étude in vitro du
pouvoir antioxydant des extraits organiques d’une plante médicinale Artemisia campestris.
L’¢tude expérimentale a été effectuée au sein du laboratoire de Biochimie, Université
Abbés Laghrour - Khenchela.

I.1- Matériel biologique
I.1.1- Matériel végétal

Il est constitué des feuilles et des tiges de la plante Artemisia campestris, récoltée
au cours de mois de mars en 2017 de la région d’Ouled Rechache (Zoui), Wilaya de
Khenchela (Figure 8). La plante fraichement récoltée est séchée a 1’ombre dans un endroit
sec et aéré, apres son séchage, la plante a été broyée a 1’aide d’un broyeur électrique pour
I’obtention d’une poudre, cette derniére est conservée dans un flacon en verre bien

hermétique jusqu’a son utilisation.
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Figure 08 : Vue générale de la plante d’Artemisia campestris prise a partir du site d’étude

(Boumaarafi et Ouannes, 2017).
I.1.2-Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences, parmi ces

produits: Eau distillée, Folin-Ciocalteu, Trichlorure de fer, peroxyde d'hydrogéne,
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Diphénylpicryl-hydrazyl, Carbonate de sodium, Toluene, Trichlorure daluminium,
méthanol, n-butanol, Ether de pétrole, acétate d'éthyle, chloroforme, Acide sulfurique,
Ammoniaque, Tampon phosphate, Acide ascorbique, Acide acétique, Acide chlorique,
Wagner (29 de lodure de potassium et 1,27g d’1, solubilisé dans 100 ml d’eau distillée).et
des plaques CCM.

Parmi I’appareillage utilisé : Rota vapeur (HAHNVAPOR), spectrophotométre UV

Vis a double faisceau 1200 avec accessoires (UNICO 1200 UV/VIS), Chambre
d’observation UV (VILBER COURMAT), Etuve universelle de 5 a 220°C avec
Ventilation (MEMMERT), vortex avec plateau et Balance (OHAUS), pH métres (Hanna),
Congélateur (LIEBHERR), Balance analytique avec chambre de pesée (Aventurer), la
Hote (KIT LAB) et réfrigérateur inox ventilé (LIEBHERR).

I.2- Méthodes
1.2.1- Préparation de I’extrait méthanolique brut

300g de la poudre de la partie aérienne d’Artemisia campestris sont mises a
macérer dans un mélange méthanol/eau distillée (7:3) pendant 24heures. L’extrait
hydro alcoolique est récupéré dans un premier temps apres filtration du mélange. Cette
opération est répétée trois fois avec renouvélement du solvant. Le méthanol est ensuite
éliminé du filtrat par évaporation sous pression réduite via un rotavapeur a une
température de 50°C (Tadeg et al., 2005). L'extrait obtenu a été conservé a -4°C

jusqu’a son utilisation.

Figure 09: Photo du Rotavapeur utilisé pour sécher 1’extrait méthanolique brut.
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1.2.2- Fractionnement de I’extrait méthanolique brut

L’extrait méthanolique brut est mélangé avec de I’eau distillée bouillante et laissé a
température ambiante pendant 24 heures. Aprés filtration, 1’extrait brut est épuisé par des
extractions liquide-liquide successives par 3 solvants organiques de polarité croissante
(éther de pétrole, acétate d’éthyle et n-butanol) (Figure 10). Les différentes étapes de cette

extraction sont résumées dans la (Figure 11).

Figure 10: Photos montrant ’extraction liquide-liquide (Ouannes et Boumaarafi, 2017).
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300g du matériel végétal sec et broyé

Trois macérations successives (24h chacune)
dans MeOH/H20 (7:3) puis filtration
Filtrat total
| Evaporation a 50 °C

Extrait méthanolique brut

Macération 24 h dans 1’cau distillée
bouillante puis filtration

Phase aqueuse

Trois affrontements successifs par éther de
pétrole

Phase aqueuse | Phase éther de pétrole

Trois affrontements successifs par
I’acétate d’¢éthyle
Phase aqueuse ‘ Phase acétate
d’éthyle
Trois affrontements
successifs par n-butanol
r Evaporation a
Phase ‘ Phase 40°c
aqueuse butanolique Evaporation a 40°c
Evaporation & 70°c
Extrait n-butanolique Extrait acétate d’éthyle Extrait éther de pétrole

Figure 11 : Protocole expérimental résumant les différentes étapes de fractionnement des flavonoides
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1.2.3- Détermination du rendement d’extraction

Le résidu ou la poudre obtenus des extraits d’éther du pétrole, d’acétate d’éthyle et

de n-butanol sont pesés pour la détermination du rendement selon la formule suivante :

Rendement d'extraction (%) = Ps/Pp x 100

Ou:
Ps: Poids de I'extrait sec en gramme (Q)
Pp : Poids de la poudre en gramme (Q).
1.3- Etude qualitative
1.3.1- Screening phytochimique

Le screening chimique est un ensemble de réactions chimiques qui permettent
d’identifier la présence des principales catégories des substances chimiques naturelles

contenues dans une plante et responsables de propriétés pharmacologigues.

Les tests phytochimiques qualitatifs sont réalisés sur 1’extrait brut méthanolique

d’Artemisia campestris et les résultats obtenus ont été évalués comme suit :
+ : Positif ; - : Négatif ; ND : Non déterminé.
1.3.1.1- Recherche des tanins

2 a 3 gouttes de la solution de FeCl; a 2%, sont ajoutées a 2 ml de I’extrait brut
méthanolique. La solution obtenue est reposée pendant quelques minutes et le test est

considéré positif s’il y a I’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité
1.3.1.2- Recherche des saponosides

- Test 1 : 5 ml de ’extrait brut méthanolique sont mélangés avec 10 ml d’eau
distillée pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante apreés 15 min confirme la

présence des saponosides (Karumi et al., 2004).

- Test 2 : 5 ml de I’extrait sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml d’acide
sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface indique la

présence des triterpénes hétérosidiques (Edeoga et al., 2005).
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1.3.1.3- Recherche des flavonoides

5 ml de I’extrait méthanolique sont traités avec quelques gouttes d’AlCl; (1%). La
présence des flavonoides est confirmée par 1’apparition d’une couleur jaune (Benmehdi,

2001).
1.3.1.4- Recherche des coumarines

L'extrait sec est dissou dans ’eau distillée par chauffage, aprés refroidissement, la
solution obtenue été répartie dans 2 tubes a essai. Le premier sert de témoin et on ajoute 05
ml de NH,OH 10% dans le 2°™ tube. L’apparition d’une fluorescence bleue ou verte a la
lampe UV 365 nm indique la présence des coumarines (Ciulei, 1982; Wagner et Bladt,
1996).

1.3.1.5- Recherche des composés réducteurs

Ce test est basé sur la réaction de Keller-Kiliani, 5 ml d’acide acétique contenant
des quelque fragment de FeCl; et 5 ml d’acide sulfurique contenant des fragments de FeCl;
sont ajoutés a 1 ml de I’extrait. La présence des composés réducteurs est confirmé par la
formation de deux phases, une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxiéme en

bleu-vert (acide sulfurique) (Yrjonen, 2004).
1.3.1.6- Recherche des alcaloides

Ce test est fait pour révéler la présence ou 1’absence des alcaloides sels 5 ml d’HCI
(2N) sont ajoutés a I’extrait et chauffer dans un bain marie. Apres la filtration, le filtrat est
traité avec le réactif de Wagner (2g de KI et 1,27g d’I, solubilisé dans 100 ml d’eau
distillée). La présence de turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides
sels (Mohammedi, 2006).

1.3.2- Identification des flavonoides par chromatographie sur couche mince (CCM)

Cette méthode se repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait
selon leur force de migration dans la phase mobile qui est en générale un mélange de
solvant, adapté au type de séparation recherché, et leur affinité, vis-a-vis la phase
stationnaire qui peut étre un gel de silice ou de polyamide. Les techniques

chromatographiques ne sont pas suffisantes pour identifier un produit mais elles apportent
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des renseignements (Rapport frontal-Rf- et coloration) susceptibles d’orienter vers une

hypothése de structures (Wong et al., 2006).

Les analyses par CCM ont été effectuées avec des plaques gel de silice, sur support
rigide en aluminium 10/5 cm dont chaque extrait a été déposé a 1’aide d’une micropipette

(2 pl) a des points reperes a 1.5 cm du bord inférieur de la plaque.

Les plaques sont ensuite placées dans les cuves de développement, a environ 0,5
cm de hauteur dans lesquelles se trouve la phase mobile dont trois systemes de migration

différents ont été utilisés selon les extraits :

Extrait Ether de pétrole : CM : Chloroforme /Méthanol (96/ 4).
Extrait Acétate d’éthyle : TAM : Toluéne / Acide acétique / Méthanol (50 /30 /10).
Extrait n-Butanolique : CM : chloroforme / méthanol (60/ 40).

Apres développement, les plaques sont séchées, puis visualisées séparément par une
révélation physique sous lampe UV a 254 nm et 365 nm.
Pour chaque spot on a calculé le facteur de rétention qui est égal a la distance parcourue
par le constituant sur la distance parcourue par le solvant et les rapports frontaux des
spots, ainsi I’identification des constituants de différents extraits (Vuorela et al., 2005).
I.4- Etude quantitative
1.4.1- Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux a eté effectué avec le réactif colorimétrique

FolinCiocalteu selon la méthode de Wong (2006).
1.4.1.1- Principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriqguement avec
le spectrophotometre UV-Vis en utilisant 1’essai de Folin-Denis ou généralement Folin
Ciocalteu .Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide
phosphotungstique phosphomolybdique (réactif Folin) dans une solution alcaline (Vuorela
et al., 2005).

Réalisation de ’essai

Le réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué dans I'eau distillée. A partir d’une

solution méthanolique mére de:
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C; = 0.25 mg/ml de chaque extrait

ont été diluées: C, = 0.2 mg/ml, C; = 0.15 mg/ml, C; = 0.1 mg/ml, Cs = 0.05

mg/ml.

Briévement 200 pl de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés a
A1ml de réactif de Folin-Ciocalteu. Les solutions ont été mélangées et incubés pendant 4

minutes.

Apreés I’incubation 800 pl de la solution de carbonate de sodium Na,COs (7,5g /1) a
¢été ajoutée .Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans 1’obscurité
température ambiante. L’absorbance des extraits a ét€ mesurée par un spectrophotometre a

765 nm.
1.4.1.2- Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage établie avec le standard étalon ’acide gallique (5-
200pg /ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme

d’extrait (ug EAG /mg).
1.4.2- Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICl;) cité par Djeridane (2006) est

utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.
Réalisation de I’essai

Le réactif trichlorure d’aluminium (AICI;) est solubilisé dans du méthanol absolu

pour avoir une solution de 2 g/ 100 ml. A partir d’une solution méthanolique meére de:
C; =1 mg/ml de chaque extrait.

Pour chaque extrait les dilutions suivantes ont été préparées: C,= 0.8 mg/ml, Cs= 0.6

mg/ml, C4,= 0.4 mg/ml, Cs= 0.2 mg/ml.
1.4.2.1- Principe

1ml de chaque extrait et du standard (dissous dans le méthanol) avec les dilutions

convenables a ét¢ ajout¢é a un volume égal d’une solution d’AlCl; (2% dans le
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méthanol).Le mélange a été vigoureusement agité et I’absorbance a 430 nm a été lue aprés

10 minutes d’incubation.
1V.4.2.2- Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y = ax + b) réalisé par un standard étalon "la quercétine” a différentes
concentrations (1.75 40ug/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon .Les résultats

sont exprimés en microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (ng

EQ/mg).
1.4.3- Evaluation in vitro de I’activité antioxydant

L'activité antioxydant ne doit pas étre conclue sur la base d'un seul modele de test
antioxydant et en pratique, plusieurs essais in vitro sont menés pour évaluer 1’activité
antioxydant avec les échantillons d'intérét. Deux tests différents ont été utilisés pour
évaluer Dl’activité antioxydants des extraits: le test de DPPH (2,2-diphényl-1 -picryl-
hydrazyl), le test de piégeage du peroxyde d’hydrogéne.

1.4.3.1- Test scavenger du radical libre DPPH

Dans cette analyse la capacité anti-oxydante est déterminée par lactivité du
balayage des radicaux libres en employant le radical libre stable DPPH (CsH2NsOg) qui
est I'un des essais principaux employés pour explorer l'utilisation des extraits d'herbes

comme antioxydants (Bastos et al., 2007).
1.4.3.1.1- Principe

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphenyl 1
picrylhydrazyl) (Figure 12) de couleur violette se réduit en 2.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl
de couleur jaune (Maataoui et al., 2006). L’activité du balayage du radical DPPH a été

mesurée selon le protocole décrit par (Lopes-Lutz et al., 2008).
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Figurel2 : Forme libre réduite du DPPH (Mohammedi, 2006)

1.4.3.1.2- Méthode

Le DPPH est solubilisé dans le méthanol pour avoir une solution de 0,3 mM. Dans
des tubes on introduit 15 pl de chaque extrait (A partir d’une solution méthanolique mére
de C;=10 mg/ml de chaque extrait est solubilisé dans le méthanol, les dilutions suivantes
ont été préparées : C, = 8 mg/ml, C; = 6 mg/ml, C4 =4 mg/ml, Cs =2 mg/ml). Et on ajoute
1.5ml de la solution méthanolique au DPPH. Apres agitation par un vortex, les tubes sont
placés a ’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée
par la mesure de I’absorbance a 517 nm.

Le contrble négatif est composé de 1.5 ml de la solution méthanolique de DPPH et
de 15ul de méthanol. Le contrdle positif est représenté par une solution d’un antioxydant

standard qui est 1’acide ascorbique.
1.4.3.1.3- L’expression des résultats

En présence d’un antioxydant, I’intensité d'absorption est diminuée et la
décoloration résultante est steechiométrique en ce qui concerne le nombre d'électrons
captés (Bastos et al., 2007). Les résultats sont exprimés en tant que I’inhibition des

radicaux libres en pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante (Wang et al., 2006) :
1% = [(Abs Control négatif — Abs Echantillon) / Abs Control négatif] X 100

La valeur IC 50 est définie comme étant la concentration de 1’extrait qui cause la
perte de 50% de I’activité de DPPH (couleur), les valeurs IC 50 moyennes ont été calculées
par les régressions linaires de trois essais séparés ou 1’abscisse est représentée par la
concentration de ’extrait testé et ’ordonnée par I’activité antioxydante en pourcentage

(Mensor et al., 2001).
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1.4.3.2- Test de piégeage du peroxyde d'hydrogene
Le peroxyde d'hydrogéne est un derivé non-radicalaire d'oxygéne et considéré
comme toxique pour les cellules car il permet la formation des radicaux hydroxyles a

I'intérieur de la cellule (Shrinivas et Suresh, 2011).

1.4.3.2.1- Principe

Une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité du piégeage du
peroxyde d’hydrogéne est basée sur l'absorption de cette molécule dans le domaine de
I'UV. Comme la concentration de H,O, diminue par les composes piégeurs, la valeur
d'absorbance de ce dernier a 230nm diminue également. Néanmoins il est tout a fait normal
que les échantillons absorbent également a cette longueur d'onde, exigeant ainsi I'exécution
contre un blanc (Magalhaes et al., 2008).
1.4.3.2.2- Dosage

Une solution de 10 mM de peroxyde d’hydrogéne est préparée dans le tampon
phosphate (pH 7,4).Un millilitre d’extrait ou standard a différentes concentrations dans le
méthanol est additionné a 2ml solution PBS. L’absorbance est lue aprés 10 min contre un
blanc sans peroxyde d’hydrogene. L'acide ascorbique a été utilisé comme standard
(Bumrela et Naik, 2011). Le pourcentage de piegeage (1%) est calculé par la formule
suivante :

1% = [(Abs contrble — Abs test) / Abs contrdle] x100

I.5- Représentation statistique

Chaque expérience a été repétée deux ou trois fois et les valeurs sont représentées

par la moyenne + écart type.
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Résultats et discussion

I1. Résultats et discussion

Ce travail expérimental, ayant pour objet 1’étude phytochimique et 1’évaluation in

vitro de I’activité anti-oxydante des fractions organiques issues de 1’extrait méthanolique

brut de la partie aérienne de la plante médicinale «Artimisia campestris L».

I11.1- Détermination du rendement d’extraction

a. L’extrait méthanolique brut (EMB) a été préparé a partir de la poudre de la partie

aérienne d'Artimisia campestris en utilisant la méthode de macération dont le

rendement est représenté dans le tableau 05.

Tableau 05 : Le rendement d’extrait méthanolique brut (EMB) d’Artimisia campestris

La plante Le poids du Le poids Le rendement en
materiel d’extraction sec en (%)
vegétal en () (9)
Artimisia campestris 300 50 16.66

L’opération de I’extraction du matériel végétal d’Artimisia campestris a 1’aide du
méthanol a permis d’obtenir un résidu sec d’extrait brut de 50 g . Le calcul du rendement
en fonction de la matiére végétale seche de la partie aérienne de la plante (Tableau 5) a
montré que I’Artimisia campestris a fournit un taux d’environ 16.66%. Dans notre étude ou
I’extraction est réalisée a température ambiante par simple macération qui est une méthode
discontinue dont le solvant devrait étre remplacée jusqu’a ce que la matiére végétale soit
épuisee (Gazi et al., 2004); donc il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la
bibliographie de maniére générale. En effet, le rendement est relatif; il varie en fonction de
I’espéce végétale, I’organe utilis¢ dans 1’extraction, les conditions de séchage, le contenu
de chaque espéce en métabolites (de son métabolisme) et de la nature du solvant utilisé
dans I’extraction ou fractionnement et de sa polarité (Mohammedi, 2006).

b. L’extraction des flavonoides de 1’Artimisia campestris a été effectuée par les
solvants organiques via le fractionnement de I’extrait méthanolique brut ; La partition
liquide-liquide a permis d’extraire trois fractions : éther de pétrole, acétate d’éthyle et la

fraction n-butanolique. Les résultats sont représentés dans le tableau 06.
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Tableau 06: Le rendement d'extraction (EEP, EAE, En-Bu) d’A. campestris

La plante Le poids du Abréviation | Couleur et Poids Rendement
matériel végétal d’extrait aspect d’extraction en (%)
en (9) d’extrait en (g)
EEP Verdatre 25 8.33
(liquide)
Artimisia 300 EAE Vert 10 3.33
campestris (visqueux)
En-Bu Marron 6 2
(consistant)

L’opération de D’extraction des flavonoides a partir du matériel végétal
d’Artimisia campestris a 1’aide des solvants organiques a permis d’obtenir des résidus
secs des extraits d’éther de pétrole (25g), d’acétate d’éthyle (10g) et de n-butanolique
avec 69 qui correspond respectivement aux rendements 8.33%, 3.33% et 2 %.

Selon Newman et Markham (1982). Les flavonoides que pourraient contenir les
différentes fractions issue de 1’extrait méthanolique seraient comme suit: 1’extrait éther de
pétrole qui est en générale constitué des flavonoides aglycones hautement méthoylés,
I’acétate d’éthyle est utilisé pour I’extraction des flavonoides aglycones ou flavonoides
mono O-glycosides et partiellement di-O-glycosides, tandis que le n-butanol est utilisé

pour I’extraction des flavonoides les plus polaires (di, tri, et tétra-glycosylés).
11.2- Tests de mise en évidence de certains composes phytochimiques

Le screening phytochimique realisé sur EMB consiste a détecter les différentes
familles de composés qui existent dans les feuilles et les tiges d 'Artimisia campestris par
des réactions de précipitation ou de coloration, en utilisant des réactifs spécifiques a

chaque famille de composés, les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 07.
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Tableau 07: Résultats des tests phytochimiques des composés constituants 1’extrait

méthanolique brut d’Artemisia Campestris.

Tests phytochimiques EMB Observation
Les Formation d’une mousse (+)
saponosides Test de la persistante apres 15 min
mousse
Apparition d’une (+)
Les AlCl; coloration jaune = . '
flavonoides
Les tanins Apparition d’une — (+)
FeCls coloration bleue noire et

un précipité aprés 3 min

Les composes Apparition de 2 phases: (+)
réducteurs Acide sulfurique | brune- rouge et bleue-
d’acide acétique | verte
FeC|3
Les alcaloides Précipitation (+)
Wagner =
Les Présence d’une (+)
coumarines NH,OH 10% fluorescence

bleue ou verte a

la lampe UV
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Les résultats sont interprétés comme suit: (+) Réaction positive, (-) Réaction négative.

Le screening phytochimique nous a permis de mettre en évidence la présence de
quelques métabolites secondaire au niveau des tissus vegétaux de la plante etudiée.

La détection de ces composés chimiques est basée sur des essais de solubilité des
constituants, des réactions de précipitation, un changement de couleur ou un examen sous
la lumiere ultraviolette.

L’étude phytochimique de [P’extrait méthanolique de la partie aérienne du
I’Artemisia campestris a montré que cette plante contient des tanins, des saponosides, des
flavonoides, des alcaloides sels, des coumarines et en fin les composés réducteurs ce qui
confirme les travaux de Akrout et ses collaborateurs (2011). La richesse de cet extrait en
composés chimiques peut expliquer son utilisation traditionnelle pour traiter les troubles
digestives, la diarrhée, le rhumatisme,...etc.

11.3- Etude qualitative de la chromatographie sur couche mince par CCM issues de
I’extrait méthanolique brut

Le développement de la méthode pour la chromatographie sur couche mince
commence non seulement par le choix de la phase mobile de séparation mais aussi le choix
de la phase stationnaire, la technique de développement choisie, dimension de la chambre
de développement et de I’espace vapeur ont un effet prononcé sur la séparation (Yrjonen,
2004).

La CCM nous a permis d’avoir les empreintes flavoniques des différentes fractions
issue de I’extrait méthanolique brut seraient comme suit: 1’extrait éther de pétrole , I’extrait
d’acétate d’éthyle et I’extrait n-butanolique de la partie aérienne d’Artemisia campestris,
I’identification des composés était basée sur la comparaison des Rfs et couleurs observés
sous lampe UV des taches apparues sur la plague en utilisant plusieurs systemes d‘élution
de polarité différente.

Suivant la révélation des plaques, les spots ont été visualisés sous une lampe UV a
la longueur d'onde 365 nm, dont elle révéle les taches fluorescentes et visible et les

tableaux 8-9-10 résument les résultats du CCM.
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11.3 .1- Composés identifiés dans la fraction éther de pétrole

Tableau 08 : CCM de I’extrait éther de pétrole Systéme solvant : chloroforme /méthanol

(96:4)

Adsorbant : Gel de silice

Couleur sous UV 365 (nm)

Rapport frontal (cm)

Type de flavonoide

possible
Rouge 0.067 Anthocyanidine 3-
glycosides
Bleu 0.581 Acide phénol
Bleu 0.797 Acide phénol
Rouge 0.878 Anthocyanidine 3-

glycosides

Quatre spots ont été ségrégués des dépots de 1’extrait éther de pétrole par le

systeme des solvants utilisés chloroforme/méthanol (96 :4) appartenant aux différentes

classes flavoniques (Figurel7 : A).

11.3 .2- Composés identifiés dans la fraction acétate d’éthyle

Dix spots ont été ségrégués des dépots de I’extrait d’acétate d’éthyle par le systeme

de solvant utilisé (TAM: Toluéne /Acétate d’éthyle/Méthanol (50:30:10)) appartenant aux

différentes classes flavoniques (Figurel? : B).
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Tableau 09 : CCM de I’extrait acétate d’éthyle

Systéme solvant : Tolueéne/acétate d’éthyle/Méthanol

(50:30:10)
Adsorbant : Gel de silice

Couleur sous UV 365(nm)

Rapport frontal (cm)

Type de flavonoide

possible
Rouge 0.074 Anthocyanidine 3-
glycosides
Bleu Fluorescent 0.246 Flavonols, flavonones,
isoflavone, flavanones, acide
phénol
Pourpre 0.456 Flavonols, flavonones,
isoflavone, flavanones,
chalcones
Bleu 0.617 Flavonols, Acide phénol
Pourpre Sombre 0.679 Flavonols, flavonones,
isoflavone, flavanones,
chalcones
Bleu 0.790 Flavonols, Acide phénol
Rouge 0.839 Anthocyanidine 3-
glycosides
Mauve 0.876 Anthocyanidine 3-
glycosides
Rouge 0.913 Anthocyanidine 3-
glycosides
Mauve 0.962 Anthocyanidine 3-

glycosides

11.3 .3- Composés identifiés dans la fraction n-butanolique

Deux spots de dépot de 1’extrait de n-butanol ont été révélé par le systeme de

solvant utilisé Chloroforme/Méthanol (60 :40) qui font partie des flavonols, flavonones,

isoflavone flavanones, acide phénol ou des anthocyanidine 3-glycosides (Figurel?7 : C).
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Tableau 10 : CCM de ’extrait n-butanolique

Systéme solvant : Chloroforme/Méthanol (60:40)

Adsorbant : Gel de silice

Couleur sous UV 365(nm)

Rapport frontal (cm)

Type de flavonoide

possible
Bleu fluorescent 0.642 Flavonols, flavonones,
isoflavone flavanones, acide
phénol
Rouge 0.929 Anthocyanidine 3-

glycosides

Figurel3 : Photos des chromatogrammes résultant de I’analyse des fractions organiques

par chromatographie sur gel silice (révélation a UV (365 nm) par les systemes solvants :
(A) : CM : CM : Chloroforme/Méthanol (96:4),

(B) : TAM : Toluéne/Acétate d’éthyle/Méthanol (50:30:10) et

(C) : CM : Chloroforme/Méthanol (60:40)
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11.4- Résultats de I’analyse quantitative
11.4.1- Dosage des polyphénols

La quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y= ax +b) réalisée par une solution étalon (I’acide gallique) a
différentes concentrations (Figure 13).

La teneur en polyphénols totaux de chaque fraction (Figure 14) est exprimée en

microgrammes équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG /mg).

y=0.00523x + 00296

12 |

R’=0.9986
0.9

0.6

Absorbancea 765 nm

0.3

0 50 100 150 200 250

Concentration (pg/m )

Figure 14 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique (moyenne + SD de trois mesures).
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Figure 15 : Histogramme représente la teneur en polyphénols totaux des fractions
organiques de [’Artemisia campestris.
Le dosage des polyphénols totaux des extraits d’Artimisia campestris a été effectué
selon la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. C’est I’une des méthodes les plus

anciennes congue pour déterminer la teneur en polyphénols des plantes médicinales et les
48



Chapitre 11 Résultats et discussion

nourritures (Blasa et al., 2007). L’acide gallique est le standard le plus souvent employé
dans la méthode de Folin-Ciocalteu (Maisutthisakul et al., 2008).

Les résultats du dosage des polyphénols montrent que la fraction n-butanolique est
tres riche avec une teneur de 468.737+83.049 ug EAG /mg, suivi par la fraction acétate
d’éthyle qui présente aussi une bonne teneur (312.319+50.119 pg EAG /mg), cependant
seulement 47.571 £ 7.290 ug EAG /mg d’extrait sont trouvés dans la fraction d’éther de
pétrole.

11.4.2- Dosage des flavonoides

Les flavonoides présents dans les fractions organiques de notre plante Artemisia
Campestris ont été évalués par la méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al.,
1996) dont la quantification a été fait en fonction d'une courbe d'étalonnage linéaire
(y=ax+b) réalisée par un standard étalon "la quercétine" a différentes concentrations (1.75-
40pg/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon.

La teneur en flavonoides est exprimée en microgramme d’équivalents quercétine

par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait). (Figure 15)

-

y=0.035x+0.288
R*=0.995

15

Absorbancea 430 nm
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Concentration (ug/ml)

Figure 16 : Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de trois mesures).
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Figure 17 : Histogramme représente la teneur en flavonoides des fractions organiques de
[’Artemisia campestris.

La raison principale pour la quelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside
dans le fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante,
avec plus de 5000 composes déja décrits (Gomez-Caravaca et al., 2006). La
détermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure révéle une
richesse de I’extrait n-butanolique avec un taux de 74.915 +16.323 pg EQ/mg d’extrait
suivi par I’extrait acétate d’éthyle avec environ 11.312+2.118 ng EQ/mg d’extrait et enfin
I’extrait éther de pétrole caractérisé avec la teneur la plus faible en flavonoides a raison de
3.698+0.808 nug EQ/mg d’extrait.

Le groupe des composés phénoliques est I’un des groupes ubiquitaires le plus
largement distribués chez les végétaux et les antioxydants extraits des plantes sont en
majeur partie des composés phénoliques dont les flavonoides, les tannins et les acides
phénols (Poblocka-Olech et al., 2016).

11.5- Résultats de activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées expérimentalement pour la détermination in vitro
de I’activité antioxydante, nommeées d’aprés le nom de la substance utilisée comme source
de radicaux libres, par exemple : FRAP (Ferric reducing antioxidant power), ORAC
(oxygen radical absorbance capacity), TEAC (Trolox équivalent antioxidant capacity) ou
ABTS (2,2-azinobis 3-ethyl-benzothyazoline 6 sulphonate) et DPPH" (2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyl) etc. Il est a indiquer que différentes méthodes donnent des résultats assez
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différents et devraient étre appliquées préférentiellement pour la comparaison de produits

similaires (Georgieva et al., 2010).

11.5.1- Effet scavenger du radical DPPH°

L’activité antioxydante des fractions issues de [I’extrait méthanolique brut de
I’Artimisia  campestris  vis-a-vis le radical stable DPPH a été évaluée
spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son

passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a 517 nm.
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Figure 18: Courbes représentes les pourcentage d’inhibition du radical DPPH en

fonction de la concentration des fractions issues de ’EMB d’A. campestris.
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La valeur d’IC50 (concentration inhibitrice a 50%) est déterminé graphiquement a
partir de la courbe [% inhibition = f (Concentration)] dont une valeur faible d’IC50 indique
une activiteé antiradicalaire puissante (figure 18).
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Figure 19: Histogramme représente les concentrations inhibitrices a 50% le radical
DPPH°des fractions issues de I’EMB d’A. campestris.

L’activité antiradicalaire par la méme fagon est mesurée pour I’acide ascorbique,
pris comme antioxydant de référence. Ce dernier a manifesté in vitro une capacité tres
puissante sur le radical libre DPPH, justifiee par la valeur 1C50 la plus réduite obtenue
expérimentalement par cette méthode (1,824+ 0,097mg/ml). Ce standard (ac. ascorbique)

demeure le piégeur le plus efficace, dirigé contre les radicaux libres dans les systémes
biologiques hydrosolubles.

Nos résultats suggérent que parmi les trois extraits de 1’Artemisia campestris ; la
fraction butanolique représente 1’extrait le plus actif avec une IC50 égale a 2.239
+0,32mg/ml comparable a celle du contréle positif, une activité intermédiaire a été obtenue
avec la fraction d’acétate d’éthyle avec une 1C50% de 3.735+ 0,54mg/ml, par contre
I’activité antiradicalaire la plus faible a été exprimée par la fraction de 1’éther de pétrole

(8.503+1,02mg/ml) qui est 4 fois moins active par rapport a la fraction butanolique.

Le DPPH est un radical libre stable, accepte un électron ou un proton pour donner
une molécule diamagnétique stable. 1l est tres utilisé dans le criblage des activités de
piégeage des radicaux libres. Dans cet essai les antioxydants réduit et décolore le radical
DPPH, a un composé jaune le diphenyl picryl hydrazine, I'ampleur de la réaction

dépendra de la capacite des antioxydants de donner I’hydrogeéne (Ardestani et al.,
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2007). Le degré de décoloration exprime le potentiel de piégeage de I’antioxydant.
Les terpéneoides, flavonoides, alcaloides et les tannins sont considérés comme des
substances potentiellement antioxydantes. Ce pendant, la présence de ces substances
indique que nos fractions sont dotées d’une activité antioxydante. Les piégeurs les plus
efficaces du radical libre DPPH sont ceux possédant les valeurs IC50 les plus basses
(Markowicz et al., 2007).

Le mécanisme de la réaction entre I’antioxydant et le DPPH dépend de la
conformation structurale de I’antioxydant (Tsimogiannis and Oreopoulou, 2006; Kouri
etal., 2007). Quelques composes se reagissent tres vite avec le DPPH en réduisant un
nombre de molécules de DPPH égal a celui des groupements hydroxyles de 1’antioxydant
(Bondet et al., 1997). L’effet scavenger des flavonoides sur les radicaux libres dépend
de la présence des groupements OH libres, en particulier 3-OH, avec une
configuration 3',4'-orthodihydroxy (Heim et al., 2002).

11.5.2- Test de piégeage du peroxyde d’hydrogéne

Les résultats de I1’activité antioxydant tracent dans la figurel9 et expriment la
capacité de détoxification in vitro du peroxyde d’hydrogene par les échantillons et 1’acide
ascorbique comme étant un contrdle positif. Cette molécule trés réactive est un générateur

de dérivés oxygénés tres toxiques tel que le radical hydroxyle.

53



Chapitre 11

Résultats et discussion

: : 7 63.894
Acide ascorbique 0 EAE
100 86.87 €0
20 S, 50 a1,
.80 3
0 5
N
<60 £ 30 225
S50 S
340 Q. 20 11.54
S30 4.048
o 10
10 0
0 5 10 15
0 > ) 10 15 Concentration (mg/ml)
Concentration (mg/ml)
70 EEP| 60.284 70 En-Bu| 59-908
60 60
S 50 S 50 44.
3 3
§ 40 q§ 40 29.3
§ 30 § 30 18.11
Q 20 QL 20 | 5 759
10 10
0 0
0 5 10 15 5 10 15
Concentration (mg/ml) Concentration (mg/ml)
Figure 20: Courbes représentes les pourcentage d’inhibition du radical H,O, en
fonction de la concentration des fractions issues de ’EMB d’A. campestris.
12 -
BN
g
S, 10 1 T T
= s
S
~ 6 |
§
IS
g4
g
§°
O T T T 1
EEP EAE En-Bu Ac As
Fractions de I'EMB et 'acide ascorbique
Figure 21 : Histogramme représente les concentrations inhibitrices a 50% peroxyde

d’hydrogéne des fractions issues de ’EMB d’A. campestris.
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Nos résultats indiquent que les trois extraits de 1’ Artemisia campestris présente une
activité remarquable vis- a-vis du piégeage du H,O,. L’activité antioxydante par la méme
méthode est mesurée pour I’acide ascorbique, pris comme antioxydant de référence. Ce
dernier a manifesté in vitro une capacité trés puissante sur le peroxyde d’hydrogéne,
justifiée par la valeur 1C50 la plus basse obtenue expérimentalement par cette méthode
(6.349+£0.54mg /ml).

Parmi les trois extraits de 1’Artemisia campestris 1’extrait butanolique représente
I’extrait le plus actif avec une 1C50 (8.782+0.94 mg/ml), Une activité intermédiaire a été
obtenue avec I’extrait d’acétate d’éthyle avec une IC50 de 8.851+0.87 mg/ml d'extrait), par
contre I’activité antiradicalaire la plus faible a été exprimée par extrait de 1’éther de pétrole
IC50 (9.480+0.934mg/ml).

En comparaison avec antioxydant standard (Acide ascorbique), tous les extraits testés
s’averent actifs.

Le peroxyde d’hydrogéne; cette molécule qui n’est pas vraiment trés réactive, peut
devenir tres toxique pour nos cellules en augmentant le taux de 1’espéce 0xygéné
potentiellement toxique par sa haute réactivité, le radical hydroxyl : cette petite
molécule est capable d’inactiver directement des enzymes par oxydation des groupements
thiols (-SH). L’activité antioxydante dépend des interactions entre les différents
antioxydants (Mohammedi, 2013).
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Conclusion et perspectives

De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a re¢u un grand
intérét dans la recherche biomédicale et est devenu aussi importante que la chimiothérapie.
Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une
source inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et, d’autre part du
besoin de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce et sans
effets secondaires. Les extraits naturels issus des plantes contiennent une variété de
composés phénoliques auxquelles on attribue un pouvoir antioxydant. Ces molécules
naturelles de nature phénolique sont tres recherchées en phytothérapie vu les effets
secondaires des medicaments et les sequelles néfastes des antioxydants de synthése a

savoir le BHA, le BHT et I’acide ascorbique.

Dans le présent travail, on s’est intéress¢é a I’investigation phytochimique et
I’exploration in vitro d’éventuel effet antioxydant des flavonoides issus a partir du
fractionnement de I’extrait méthanolique brut de la partie aérienne de 1’Artimisia
campestris récoltée de la région de Khenchela, et a la lumiere des résultats obtenus, on

peut conclure que:

& Le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de notre plante en métabolites
secondaires dont nous avons constaté la présence des flavonoides, des saponines, des
tanins, des alcaloides des composés réducteurs et les coumarines. Ainsi, le criblage par
la CCM des extraits organiques a révélée la présence des différentes classes
flavonoiques susceptibles d’exprimer ’activité recherchée.

% L’analyse quantitative a dévoilée que la fraction n-butanolique est la plus riche en
polyphénols totaux avec une teneur égale a 468.737+83.049 ug EAG /mg, suivie par la
fraction acétate d’éthyle et celle d’éther de pétrole avec 312.319+50.119 g et 47.517 +
7.290 mg EAG /g d’extrait respectivement. Cependant, le dosage des flavonoides
révélant une concentration de 74,91 +16,32ug EQ/mg d’extrait pour la fraction n-
butanolique, par la suite, I’extrait acétate d’éthyle avec environ 11,312+£2,648 ng
EQ/mg d’extrait et enfin I’extrait éther de pétrole qui est caractérisé par la teneur la
plus faible en flavonoides a raison de 3,698+1,01 ug EQ/mg d’extrait.

& L’activité antioxydante des fractions d’Artemisia campestris a été évaluée in vitro par

deux méthodes : la méthode de réduction de radical libre DPPH et le test de piégeage
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de peroxyde d’hydrogene; pour le premier test les résultats ont montré que 1’oxydation
du DPPH est efficacement inhibée par 1’extrait n-butanolique avec une IC50 égale a
2.239 £0,32mg/ml comparable a celle du controle positif : acide ascorbique (1,824+
0,097mg/ml). Méme ces résultats sont remarqués avec la neutralisation de peroxyde
d'hydrogene dont I’extrait butanolique exprime la concentration IC50% la plus basse
par rapport aux autres fractions a savoir 8.782+0.94mg/ml.

% L’activité antiradicalaire obtenue est dépendante de la teneur en polyphénols totaux et

celle en flavonoides.

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d’étendre 1’éventail des tests
antioxydants ainsi que 1’isolement et la caractérisation des composés actifs dans nos
fractions par ’'HPLC et la RMN en vue d’identifier les principes actifs responsables des
différentes activités biologiques de cette plante. L’ensemble de ces résultats obtenus in
Vitro ne constitue qu’une premiere étape dans la recherche de substances d’origine
naturelle biologiquement active, une étude in vivo est souhaitable, pour obtenir une vue

plus approfondie sur I’activité antioxydante.
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Annexes

ANNEXE 01: Préparation du tompon phosphate

Réactifs
Na,HPO,, NaH,PO, Eau distillee
Principe

On dissous 0.464g de NaH,PO, et 0.870g de Na,HPO, dans un litre d’eau distillée.On

confirmé que le PH de la solution égal a sept par un PH métre.

ANNEXE 02: Appareillage

Spectrophotometre Vortex

X1V
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Balance analytique Rotavapor

Chambre UV
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Théme
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Résumé

L’objectif de cette étude est I’investigation phytochimique et I’évaluation in vitro du
pouvoir antioxydant des fractions organiques de [’extrait méthanolique brut d’une plante
médicinale de la pharmacopée traditionnelle, récoltée de la région de Khenchela (Artemisia
campestris L).

Le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de notre plante en métabolites
secondaires dont nous avons constaté la présence des flavonoides, des saponines, des tanins,
des alcaloides, des composes réducteurs et les coumarines.

Ainsi, ’étude qualitative par CCM des extraits organiques a révelée une diversité
remarquable des composés flavonoiques susceptibles d’exprimer I’activité recherchée.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides par le reactif du Folin-
Ciocaleu et par la méthode du trichlorure d’aluminium respectivement, a dévoilé la richesse
de la fraction n-butanolique par rapport a celles d’acétate d’éthyle et d’éther de pétrole en
polyphénols et flavonoides avec des teneurs égaux a 468.737+83.049 ug EAG /mg et 74,91
+16,32ug EQ/mg d’extrait respectivement.

L’activité antioxydante obtenue a été évaluée in vitro via deux méthodes : la méthode
de réduction de radical libre DPPH et le test de piégeage de peroxyde d’hydrogene;
Cependant, 1’oxydation du DPPH est efficacement inhibée par 1’extrait n-butanolique avec
une IC50 égale a 2.239 +0,32mg/ml qui est comparable a celle du contréle positif : acide
ascorbique (1,824+ 0,097mg/ml). Méme ces résultats sont remarqués avec la neutralisation de
peroxyde d'hydrogéne dont I’extrait butanolique exprime la concentration IC50% la plus
basse par rapport aux autres fractions a savoir 8.782+0.94mg/ml, notons que 1’activité
antiradicalaire obtenue est dépendante de la teneur en polyphénols totaux et celle en
flavonoides.

En conclusion; L’Artimisia campestris L est doué¢ d’une activité antioxydante
remarquable. De ce fait, il peut constituer une ressource naturelle afin d’atténuer les
complications du stress oxydant associé¢ ou déclenchant d’autres maladies.

Mots clés : Activité antioxydante, Artemisia campestris, CCM, DPPH, flavonoides, peroxyde
d’hydrogene.
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