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A cause de la pandémie mondiale Covid-19 survenue en début
de I'année 2020 et les décisions administratives emanant de notre
université prise en mois de mars 2020, nous étions dans
I'impossibilité materielle et sanitaire de réaliser la partie pratique
attendue de ce travail. Aussi et afin d'enrichir ce document, nous
avons sélectionné quelques résultats obtenus par certains
chercheurs et ce dans une optique d'aboutir a une discussion
intéressante et un contenu riche scientifiguement. Tous les
résultats mentionnés dans ce mémoire concernent des travaux

d’auteurs disponibles dans la littérature.



Résumé

Artemisia campestris est une plante médicinale appartenant a la famille des Astéracée.
Cette espéce connue sous le nom de « Tgouft », est trés répandue dans le sud algérien. Les
extraits organiques ont été obtenus par macération en utilisant trois solvants: chloroforme,

acétate d’éthyle et I’éthanol.

Les rendements respectifs sont : 3.4% (m/m), 2.26% (m/m) et 0.48% (m/m). La teneur
totale en composés phénolique a été déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, elle
est de 178 - 91 et 102 mg EAC/g Ps dans les extraits de chloroforme, d'acétate d’éthyle et
d'éthanol respectivement. Les flavonoides ont été évalués en utilisant la méthode AICI3 et
leur teneur était de 16.88 ; 19.47 et 21.33 mg EQ/g dans les extraits de chloroforme, d'acétate

d’éthyle et d'éthanol respectivement.

Les flavonols sont estimées par une autre méthode utilisant AICI3. Leur teneur est de
31.13; 36.86 et 12.70 mg EQ/g dans les extraits de chloroforme, d'acétate d’éthyle et

d'éthanolrespectivement.

L’activité antioxydante de certains auteurs a été évaluée en utilisant deux méthodes
différentes: la technique de blanchissement du B-caroténe et la méthode de reduction de
radical libre DPPH. Pour le premier test, il a été estimé a 76,68% ; 89,32% ; 80,97% pour les

extraits dechloroforme, acétate d’éthyle et éthanol respectivement.

Le second test L’CI50 (concentration inhibitrice a 50%) a été estimé a 105.76 ;
100.20; 68.10 pg/ml pour les extraits de chloroforme, acétate d’éthyle et éthanol

respectivement. La valeur de I’CI50 du témoin positif BHA affiche une valeur de 51.17ug/ml.

L’activité antimicrobienne a été déterminée sur quatre souches bactériennes, selon la
méthode de diffusion de disque. La concentration minimale inhibitrice (CMI) manifestée par
les trois extraits sur Staphylococcus aureus et Escherichia Coli est de 1.8 mg/ml et 0.5 mg/ml
respectivement. Sur Proteus mirabilis, les résultas trouvés étaient de 0.75 mg/ml et 1.5 mg/ml

pour les extraits de chloroforme et de ’acétate d’éthyle respectivement.

Mots-clés : Asteraceae, Artemisia campestris, extraits organiques, activité antioxydante,
Activité antimicrobienne.



ABSTRACT:

Artemisia campestrisis a medicinal plant belonging to the Asteraceae family, this
species known as « Tgouft » is very widespread in the south of Algeria. Organic extracts were
obtained by maceration with three solvents: chloroform, ethyl acetate and ethanol. The yields
were: 3.4% (w/w), 2.26% (w/w) and 0.48% (w/w) respectively. Total phenolic contents were
determined using Folin-Ciocalteu reagent, it was: 178- 91-102 mg CAE/g for the chloroform,
ethyl acetate, and ethanol extracts respectively. The flavonoid contents was determined using
a method AICI3, it were respectively: 16.88; 19.47; 21.33 mg QE/g in chloroform, ethyl

acetate, and ethanol extracts respectively.

The flavonols contents were respectively: 31.13; 36.86; 12.70 mg QE/g in chloroform,

ethyl acetate, and ethanol extracts respectively.

Antioxidant activity was evaluated using two different methods: B-carotene bleaching

method and Free radical scavenging effects of the free radical DPPH.

In former test, the percentage of inhibition was 76,68% - 89,32% and 80,97% for the
chloroform, ethyl acetate and ethanol extracts respectively, whereas in the latter, the
IC50estimated for extracts was: 105.76 — 100.20 — 68.10 pg/ml in chloroform, ethyl
acetate,and ethanol extracts, this effect seems to be weak when compared to BHA (IC50 =
51.17ug/ml).

Antimicrobial activity was determined using four bacterial strains according to the
disk diffusion assay; the minimal inhibitory concentration (MIC) was 1.8 mg/ml and
0.5mg/ml for the three solvents when tested on Staphylococcus aureus and E.coli respectively,
and was 0.75 mg/ml and 1.5mg/ml for chloroform and ethylacetate extracts when tested

against Proteus mirabilis.

Keywords: Asteraceae, Artemisia campestris, organic extracts, antioxidant activity,
Antimicrobial activity
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Introduction générale

Une étude réalisée par I'organisation mondiale de la santé a révélé qu'environ 80% de la
population mondiale utilisent des médicaments non conventionnels, en particulier les plantes
dans leurs soins de santé primaires (Chan, 2003).Les plantes médicinales restent encore le
premier réservoir de nouveaux médicaments.Elles sont considérées comme source de matiére
premiére essentielle pour la découverte de nouvelles molécules nécessaires a la mise au point

de médicaments futurs (Maurice, 1997).

L’¢tude de la chimie des plantes est toujours d’une brilante actualité malgré son
ancienneté. Cela tient principalement au fait que le régne végétal représente une source
importante d’une immense variété de molécules bioactives. Cette matiere végétale contient un
grand nombre de molécules qui ont des intéréts multiples mis a profit dans I’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie. Parmi ces composés on retrouve, les
coumarines, les alcaloides, les acides phénoliques, les tannins, les terpenes et les flavonoides
(Bahorun et al. 1996).

Le but de cette ¢tude est d’évaluer ’activité antioxydante et antimicrobienne des extraits
organiques de la partie aérienne de la plante Artemisia campestris, connue en Algérie sous le
nom de Dgouft. Cette plante est utilisée en médecine traditionnelle algérienne pour traiter les

maladies digestives, cutanées et respiratoires.
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I- La plante : Artemisia campestris
I-1 Généralité

Le genre Artemisiaest considéré l'un des genres les plus grands et les plus largement
distribués de la famille des Astéraceées (Compositae). C'est un genre hétérogéne, composé
deplus de 500 especes diverses réparties principalement dans les zones tempérés d'Europe,
d’Afrique, d'Asie et d'Amérique du Nord. Ces especes sont pérennes, herbes bi annuelles et
annuelles oupetits arbustes (Watson et al, 2002; Mehrdad et al, 2007).

Dans la flore de 1’Algérie, ce genre est représenté par 11 espéces spontanées
parmilesquelles se trouve Artemisia campestris communément appelées "dgouft”
(QuezeletSanta, 1963).

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

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

I-2 Nom vernaculaires

4+ En Francais: Armoise champétre, Auronne-des-champs.

+ En Arabe: Tagug, tguft, degoufet, tadjuq, tedjok, alala, hellala, tamemmayt,um nefsa
(Benchelah et al., 2004; Boudjelal et al., 2013; Boulanouar et al., 2013; Djidel et
al., 2009; Ferchichi et al.,2006; Gast, 1989; Hammiche and Maiza, 2006).

+ Nom scientifique : Artemisia campestris L (Quezel et Santa, 1963).

I-3 Description botanique

Artemisia campestrisest une sous-arbrisseau vivace, qui peut atteindre 30-150cm de
hauteur, avec des tiges ramifiées et ascendantes et forme panicule. Elle est généralement
brunatre -rouge et glabre, et acquiert une forme lignifiée dans la partie inférieure et un en
haut(Chalchat et al., 2003, Quezel et Santa, 1962). Les feuilles sont vertes, sereines
lorsqu'elles sont jeunes, souvent glabres a maturité. Les feuilles basales sont 2-3 pinnatisect,
pétiolées ou méme auriculées et les parties supérieures sont les plus simples (Chalchat et al
2003, Quezel et Santa, 1962).

La plante a une inflorescence composée: le capitulum, ovoide et hétérogame,
contenant 8 a 12fleurs, organisé sur un réceptacle convexe et glabre, et entouré de bractées
glabres involucrales organisées en plusieurs rangs. Les fleurs du rayon sont femelles,
pistillées et fertiles, tandis que les fleurs en disque sont steriles et fonctionnellement méles
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avec des ovaires avortés réduits(Chalchat et al .,2003, Gillet et Magne, 1863, Ouyahya,
1990, QuezeletSanta,1962).

Les fleurs méles sont tubulaires, jaunatres, dépourvues de calice, de pétales fuselés et
d'étamines de 5 fusées, avec la présence de sacs sécrétoires sur les lobes de la corolle des

fleursdu disque (Minami et al 2010). Le fruit est un akéne ovoide dépourvu de pappus
(Kreitschitzet Vallés , 2007).

Figure 1 :Artemisia campestris L. (Chema,2006)

I-4 Systématique de la plante: Selon Caratini (1971), la plante Artemisia
campestris est classée dans:

Régne Plantae
Sous regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous famille Asteroideae
Tribu Anthemideae
Sous Tribu Artemisiinae
Genre Artemisia
Espece Artemisia campestris L.

I-5 Origine et distribution

Les espéces qui appartiennent au genre Artemisia sont des arbustes aromatiques, qui
poussentde fagon spontanée dans plusieurs régions de 1’hémisphére nord de la terre, en
particulier sur la coteméditerranéenne de I’Europe, sud-ouest de 1’Asie et de 1’Afrique
(Ferchichi. L et al .,2006), certaines en Afrique du Sud et dans I’Ouest de I’Amérique du Sud
(Many. 2008). Dans le nord-ouest de I’Ttalie, cette espéce est utilisée dans des boissons

alcoolisées en parfumerie et dans une gamme d’applications alimentaires ( Mucciarelli. M et
al .,1995).
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I-6 Composition chimique

L’utilisation des solvants a polarité différente, suivie par des étapes de fractionnements
et Pemploi de différentes techniques de chromatographie permettent d’extraire, séparer et
identifier les différents composés présents dans les extraits de plantes.

De nombreuses études chimiques ont révélé que la partic aérienne d’Artemisia
campestris estriche en métabolites secondaires tels que les polyphénols, lesflavonoides, les
tanins, leshuiles essentielles (Joao et al.,1998 ; Juteau et al., 2002).

La composition chimique de I’huile essentielle varie selon le chimiotype considéré
(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 dedéveloppement de la plante (Jerkovic et al .,2003).

Plusieurs études (Akrout et al .,2001 ; Juteau et al ., 2002) ont rapporté la composition
des huiles essentielles d’Artemisia campestris. L’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 espéce de Camargue (Marseille, France) 51 composés et
caractérisés, les plus abondants sont : vy-terpinéne, capilléne,1-phenyl-2,4-pentadiyne,
spathulenol, methyleugenol, p-cyméne et B-pinene.

D’aprés Akrout et al (2001) les constituants les plus abondants d'une espéce de Tunisiesont:
B-pinéne (24,2-27,9 %), p-cymeéne (17.4-22.3%) et a-pinéne (4.1-11.0%), ces constituants
représentent plus de 45 % de I’huile totale.

Le contenu phénolique total, les flavonoides, les dérivés hydroxy cinnamiques, les
dérivés hydrox benzoiques de [I’extrait éthanolique (80%) de la partie aérienne
d’Artemesiacampestris ont été déterminés par des méthodes spectrophotométriques (Tab.2)
(Djeridane et al 2007).

Les flavonoides identifiés chez Artemisia campestris sont: flavone (apéginie), flavonol
(kaempférol 7-méthyle), flavanone (naringénine), dihydroflavonols (taxifoline-7-méthyle)
(Tab.3) (Valant et al.,2003). Les feuilles d’Artemisiacampestris contiennent aussi des
alcaloides, des saponines. (Naili etal ., 2010).

Tab.2: Teneur en polyphénols, de la partie aérienne d’Artemisia campestris (Djeridane et al 2007).

Plante Phénols Flavonoides b Dérivés Dérivés hydrox
totaux ? hydrox benzoiques d
cinnamiques ¢
Artemisia 103.4 5 95 0
Campestris

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

Mg EQ/g Ps: Milligramme d’équivalent qurcétine par gramme du poids sec de la plante.

FEP: Céfépime

Mg EAC/g Ps : Milligramme d’équivalent acide caféique par gramme du poids sec de la plante.
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Tab.3: Principaux flavonoides rencontrés chez Artemisia campestris

Flavonoides Références
Flavanone: 5, 8, 4’-trihydroxyflavanone. - Rauter et al .,19809.
- Acétophénone: 3-acetyl-4-hydroxyacétophénone. - Hurabielle et al .,1982.
- Flavones: 5, 7-dihydroxy-3, 4’-dimethoxyflavone. - Ferchichi et al .,2006.
- Flavonol: Kaempférol-7méthyl. -Valant-V et al .,2003.
- Dihydroflavonol: 7-methyl aromadendrin. - Hurabielle et al .,1982.

| -7 L’utilisation traditionnelle d ’Artemisia campestris

Artemisia campestris est une plante utilisée depuis longtemps dans la médecine
traditionnellepour traiter plusieurs maladies traditionnelle grace a ses propriétés bactéricides,
antifongiques, anti inflammatoires, antihelminthiques, anti venins et analgésiques (Carvalho
et al, 2011 ; Ghlissi et al, 2016).

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

La partie aérienne est utilisée dans le traitement de brilures, de la diarrhée, les
morsures des serpents, les piqures de scorpions, I’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie, le
rhumatisme. Elle est également utilisée pour traiter les infections urinaires, la fiévre la toux
Et les probléemes menstruels (Ben Sassi et al, 2007 ; Dob et al, 2005).

Les fleurs d'Artemisia campestris ont été utilisées comme agent hypoglycémique,
dépurative, antilithiasique, ainsi que pour le traitement de I'obésité et pour diminuer le taux de
cholestérol (Sijelmassi A., 1993, Le Floc’h, 1983).

Selon Saoudi et al (2010) la consommation journaliere d'une décoction préparée a partir
destiges et feuilles d’ Artemisia campestris permet de réduire les symptémes digestifs.

| -8 Activités biologiques

En plus de leurs utilisations traditionnelles, Artemisia campestris possede de nombreuses
propriétés biologiques, parmi lesquelles on cite les plus importantes :

A - 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

[+ )




Chapitre I: Etudes Bibliographiques

antioxydantes en inhibant la production de 1’anion superoxyde, I’hydroxyle, comme ils
inhibent la peroxydation lipidique au niveau des microsomes (Bruneton, 1999).

Dans une étude faite par Aniya et al (2000), I’activité antioxydante de 1’extrait aqueux
d’Artemisia campestris a été testée par la meéthode de DPPH (2,2-diphenyl-I-1-
picrylhydrazyl). Les résultats obtenus ont montré que 1’extrait aqueux posséde une activité
antioxydante élevée.

De leurs coté Akrout et al (2011) ont étudié I’activité antioxydante de trois extraits de
lapartie aérienne d’Artemisia campestris (huile essentielle, extrait aqueux, extrait éthanolique
50%) en utilisant trois méthodes différentes: la méthode de DPPH, la techniquede
décoloration du B-caroténe et la méthode d’ABTS (2,2 azinobis-3-ethyl benzthiazoline-6-
sulphonic acid). Ils ont trouvé que I’huile d’Artemisia campestris posséde une faible
activitéantioxydante, alors que les extraits aqueux et organique montrent une activité
antioxydanteimportante en comparaison a celle de 1’huile essentielle.

B - activité antibactérienne

Artemisia campestris est une plante médicinale utilisée dans le traitement de
nombreuses infections telles que les infections urinaire. Naili et al (2010) ont testé ’activité
antibactérienne de 1’extrait méthanolique des feuilles d ’Artemisia campestris. 1ls ont trouvé
que l’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 quel’extrait d’acétone est le seul qui montre une action inhibitrice contre trois types de
bactéries:S. epidermidis, et S. saprophiticus, S. aureus.

En outre Artemisia campestris possede des propriétés antifongiques. Kyeong et ses
collaborateurs (2007) ont étudié¢ 1’effet antifongique de I’extrait aqueux des racines
d’Artemisia campestris sur des champignons de mycorhize, les résultats obtenus montrent
quel’extrait aqueux possede un potentiel antifongique.

Les plantes du genre Artemisia contiennent un sesquiterpene lactone appelé: Artemisinine.
Cecomposant constitue le métabolite secondaire le plus important chez toutes les espéces
Artemisia campestris et il est considéré comme une drogue antimalariale tres efficace contre
le parasite quicause la malaria: Plasmodium falciparum (Donrop et Day., 2007).

L’artemesinine possedeeégalement plusieurs activités et il est efficace contre les
maladies infectieuses telle quel’hépatite B (Rmoero et al .,2005).

C - Effets insecticide

Une étude a été realisée par Pavela (2009), ou I’extrait méthanolique de la partie
aérienne d’Artemisia campestris a été testé pour son activité répulsive contre les femelles
adultes d’une espéce de moustique (Culex quinquefasciatus). Cet extrait a montré un degré
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derépulsion tres intéressant contre ces parasites vecteurs de plusieurs maladies comme la
malaria.

D - Propriétés allélopathiques

Les plantes du genre Artemisia possedent des propriétés allélopathiques par inhibition
de la croissance et la germination de certaines plantes de 1’entourage. Ces propriétés sont dues
probablement a la présence d’acide phénolique, et d’autres composants polaires (Kyeong et

al.,2007).
E - Activité hypoglycémiante

Sefi et al (2010) ont trouvé que ’extrait aqueux des feuilles d’Artemisia campestris,
diminuele taux de glucose dans le plasma des rats chez lesquels le diabete est induit par
I’alloxanemonohydrate. Ils ont trouvé également que la diminution de la concentration de
glucoses’accompagne d’une part d’une diminution des taux de triglycérides et des
lipoprotéines defaibles densité (LDL), et d’autre part d’une augmentation du niveau de
I’insuline, ce qui peutprévenir les complications du diabéte.

I1-Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes. Ils sont divisés principalement en
trois grandes familles: Les polyphénols, les terpenes, les alcaloides (Lutge et
al.,2002;Abderrazak et Joél., 2007).

11-1-Les polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,
caractérisés par la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel est directement lié au
moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther,
ester, hétéroside...etc. (Bruneton, 1999 ; Lugasi et al .,2003).

En effet les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus
largement distribué dans le royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques
connus (Lugasi et al .,2003).

Les principales classes de composants phénoliques sont: les acides phénoliques
(acidecaféique, acide hydroxy cinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui
représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (King et Young.,
1999 ;Tapiero et al., 2002). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des
vegétaux supérieurs: racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier., 2006).

11-1-1- Les flavonoides

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composes naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Seyoum et al.,2006). Ils sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits
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et parfois des feuilles. L’ état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme
d’hétérosides (Ghestem et al.,2001; Bruneton, 1999 ).

Du point de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de
molécules, en effet plus de 6400 structures ont été identifiées (Harborne et Wiliams.,2000).

11-1-1-1- 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 désignent les lettres A et B, reliés par un
hétérocycle oxygéne, qui désigne la lettre C (Dacosta, 2003).

Fig. 2: Structure de base des flavonoides (Di Carlo et al.,1999).

De facon 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 thamnose, I’arabinose. Ils peuvent en outre étre des monomeres ou des
oligoméres (Dacosta, 2003). Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont
les plus importantes sont: flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones,
anthocyanins (Effendi etal.,2008).

11-1-1-2- Localisation et distribution

Les flavonoides possédent une large répartition dans le monde végétal et ils sont
distribués dans les feuilles, les graines, 1’écorce et les fleurs des plante (Medic et al.,2003).

Les formes hétérosidiques des flavonoides s’accumulent dans les vacuoles et selon les
especes, elles se concentrent dans I’épiderme des feuilles ou se répartissent entre 1’épiderme
et le mésophylle. Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques
(Bruneton, 1999).
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11-1-1-3- Les principales classes de flavonoides

A- Les favones et les flavonols

Les favones et les flavonols représentent la majorité des flavonoides connus, dans
plus de 90% des cas. Chez ces molécules le cycle A est substitué par deux hydroxyles
phénoliques En C-5 et en C-7. Ces hydroxyles peuvent étre libres ou éthérifiés, 1’'un d’entre
eux peut é&tre engagé dans une liaison hétérosidique. D’autres substitutions peuvent
intervenir avec des fréquences variables: hydroxyles libres ou éthérifiés en C-6 et/ou en C-8,
isoprénylation ou methylation en C-6 ou en C-8, implication du C-6 et/ou C-8 dans une
liaison carbone-carbone avec un sucre.

Les principales flavones sont 1’apéginine et la lutéoline, alors que les principaux
flavonols sont la quercétine, kaempférol, et la myricétine (Bruneton, 1999).

B - Les flavanones et les dihydroflavonols

Ces molécules sont caractérisées par 1’absence de la double liaison C2-C3 et par la
présence de centres d’asymétrie. Les variations structurales sont de méme nature que celles
décrites pour les flavones et les flavonols. Les dihydroflavonols se distinguent des flavanones
par I’hydroxylation de la position C-3. Ces flavonoides semblent un peu moins fréquents que
leurs homologues insaturés rassemblant les flavones et flavonols.

La principale flavanone est la naringénine, alors que la dihydroflavonols la plus
rencontré est la catéchine (Bruneton, 1999).

Fig. 3: Structure de base des flavone  Fig. 4: Structure de base des flavonol

(Giulia et al .,1999) (Giulia et al .,1999)




Chapitre I: Etudes Bibliographiques

Fig. 5: Structure de base des flavanonesFig. 6: Structure de base des flavanol (Giulia et al
,1999)

C- Les chalcones

Les chalcones, dépourvues de I’hétérocycle central, sont caractérisées par la présence d’un
chainon tricarbone, cétonique, a,B-insaturé. Si les substitutions sur le noyau A sont le plus
souvent identiques a celle des autres flavonoides, le noyau B est assez fréquemment non
substitué. Pour ce type de molécules, la numérotation des positions est différente des autres
flavonoides. Les chalcones les plus importants sont: la butéine et la phlorétine
(Bruneton,1999).

D- Les anthocyanidines

Les anthocyanidines sont toujours hydroxylés en position 3 (Fig. 7). Elles se caractérisent par
I’absence du groupe hydroxyle a la position 4. Les anthocyanidines les plus abondants sont:
la pélargonidine, la cyanidine et la péonidine (Bruneton, 1999).
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O

Fig. 7: Structure de base des chalcones (Giulia et al .,1999)
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Fig. 8: Structure de base des anthocyanidines (Giulia et al .,1999)
11-1-1-4- Activités biologiques des flavonoides

A-Activité antioxydante

Les flavonoides possédent de nombreuses activités biologiques. Ces activités sont
attribuées en partie aux propriétés antioxydantes de ces composés naturels (Fuhrman et al
,1995).

L’action antioxydante de ces composés ne s’exerce pas seulement par I’inhibition des
radicaux libres, mais elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par
la chélation d’ions métalliques responsables de la production des espéces réactives de
I’oxygene (Halliwell, 1994 ; Cotelle, 2001).
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A cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FI-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants (R*), comme le
superoxyde, le peroxyle, I’alkoxyle et I’hydroxyle, par transfert d’hydrogene et le radical
Flavonoxy (FL-0) qui en résulte peut réagir avec un autre radical pour former une structure
stables (Jovanovic et al.,1994).
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Fig. 9: Piégage des espéces réactives oxygenées par les flavonoides (Marfak, 2003).

Les flavonoides sont aussi considérés comme de bons chélateurs d’ions métalliques
(Brown, 1998 ; Dacosta, 2003), comme les ions du fer (Fe 2+) et du cuivre (Cu+) qui sont
Essentiels pour certaines fonctions physiologiques, mais ils sont aussi responsables de la
production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyle d’hydrogeéne selon la réaction
suivante :

H,0, + Fe** (Cu+) > OH +OH + Fe®* (Cu?)
B -Activité antibactérienne

11 a été rapporté que les extraits de plantes et beaucoup d’autres préparations phyto
chimiques riches en flavonoides ont possédé une activité anti microbienne (Tim et al.,2005).

Grace a leur structure caractérisee par la présence de groupe phénolique, et d’autres
Fonctions chimiques, les flavonoides sont considérés de trés bons agents antimicrobiens
(Harborne et Williams., 2000).

De nombreuses études ont rapporté les activités antimicrobiennes des flavonoides.
(Haraguchi et al.,1998 ; linuma et al.,1994 ; Iniesta et al ,1990). De méme ces propriétés
détectées chez la propolis, sont attribuées a leur teneur élevée en flavonoides, en particulier
le galangin et le pinocembrin (Tim et al.,2005).

L’activité antifongique des flavonoides est aussi établie, une étude faite sur Dianthus
caryophyllus a montré 1’efficacité de flavonoide glycoside, sur des souches fongiques
(Galeotti et al.,2008).

Récemment des chercheurs ont montré que les flavonoides pouvaient avoir une
action plus sélective en interagissant avec une glycoprotéine de surface du virus HIV,
empéchant ainsi la liaison du virus a la cellule hdte (Mahmoud et al.,1993).

Le mécanisme d’action de polyphénols est sans doute trés complexe, parmi les
hypothéses avanceées:
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o L’inhibition des enzymes extracellulaires microbiennes,
La séquestration du substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la
chélation de métaux tels que le fer,

o L’inhibition du métabolisme microbien (Mila et Scalbert., 1994).

C -Effets antiallergiques

Les effets antiallergiques sont attribués a I’influence des flavonoides sur la production de
I’histamine. En effet, les flavonoides inhibent les enzymes AMP cyclique phosphodiesterase
et ATPase Ca2+-dépendante, ces deux derniéres sont responsables de la libération de
I’histamine a partir des mastocytes et des basophiles.

Di Carlo (1999) a étudié les effets antiallergiques de la quercétine. Il a trouvé que ce
flavonoide exerce ses effets en inactivant I’enzyme ATPase Ca2+dépendante, de méme
I’action de la quercétine est supérieure a celui du cromoglycate de sodium utilis¢é comme
médicament antihistaminique.

D - Autres activités des flavonoides

A coté des activités citées précédemment, les flavonoides possédent d’autres activités.en
effet,Les flavonoides sont capables de moduler le fonctionnement du systéme immunitaire

(Middleton et Elliott., 1996) et ils sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des
lymphocytes B et T (Mookerjee et al., 1986 ; Namgoong et al., 1994).

Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabete ou du moins le réduire en inhibant
I’enzyme aldose réductase (Chaudhry, 1983). Ong et Khoo ont reporté que la myricétine
posséde un effet hypoglycémiant chez des animaux diabétiques (Ong et Khoo., 2000).

11-1-2- Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur
astringentea ayant en commun la propriété de tanner la peau. Cette aptitude est lié a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000
Da (Paris et Hurabielle., 1981).

11-1-2-1-Localisation et distribution

Les tanins sont tres répandu dans le régne végetal, mais ils sont particuliérement
abondants dans certaines familles comme les coniféres, les Fagacée, les rosacée (Ghestermet
al.,2001).

Ils peuvent exister dans divers organes: I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et
les graines (Khanbabae et Ree., 2001).
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11-1-2-2- Classification

On distingue habituellement chez les vegétaux supeérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétiques: Les tanins
hydrolysables et les tanins condensés (Bruneton, 1999).

A -Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol, selon la nature de
celui-ci on distingue: les tanins galliques, et les tanins ellagiques (Paris et Hurabielle.,1981).

A -1-Tanins galliques (Gallo tanins)

Ils donnent par I'nydrolyse des oses et de I'acide gallique.
A -2- Tanins ellagiques (Ellagitanins)

IIs sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique (Paris et Hurabielle., 1981).
B -Tanins condenseés

Les tanins condensés sont des polymeéres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols, le
plus souvent épicatéchine et catéchine (Khanbabaea 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 Hurabielle., 1981).

TANNINS

condensed tannins complex tannins hydrolyzable tannins

gallotannins ellagitannins

o

group A group B

Fig. 10: Classification des tanins (Wilfred et Ralph., 2006).
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11-1-2-3- Utilisation des tanins
En pharmacie

Gréace a leurs astringente les tanins sont utilisés comme antidiarrhéiques, vasoconstricteurs et
hémostatiques, mais surtout comme protecteurs veineux dans le traitement des varices et
hémorroides (Paris et Hurabielle., 1981).

Dans Pindustrie

IIs sont largement employés dans 1’industrie du cuir surtout dans celle des vernis et
peintures (Paris et Hurabielle., 1981).

I11- Le stress oxydatif
I11-1- Définition

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des
especes réactives de I’oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages
oxydatifs (Boyd et al.,2003).

I11-2- Les radicaux libres

Un radical libre est définies comme toute molécule possédant un ou plusieurs
électrons non appariés (Jacques et André., 2004). Cette molécule est tres instable et réagie
rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer 1’¢lectron nécessaire pour
acquérir la stabilité, une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule
stable la plus proche en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme
un radical libre (Martinez-Cayuela, 1995).

I11-3- Les espéces réactives de I’oxygene

Parmi les especes radicalaires les plus intéressantes se trouvent les especes réactives
de oxygene (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygene, par
addition d’un électron. les principales especes réactives de 1’oxygeéne sont: le radical
superoxyde (O2*-), le radical hydroxyle (*OH), le monoxyde d’azote (NO¥), et aussi certains
dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde
d’hydrogéne (H202) et le peroxynitrite (ONOO-) ( Jacques et André, 2004 ;
Gutteridge,1993).

I11-3-1- Le radical superoxyde

L’origine principale du radical superoxyde est sans conteste la chaine respiratoire
mitochondriale. En effet, ce systeme permet la production du radical superoxyde par
I’addition d’un électron a 1’oxygéne moléculaire, cette réaction est catalysée par le
cytochrome oxydase mitochondrial:
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cytochrome oxydase

O2+e¢ » 027

Le radical superoxyde peut également se former lors de la phagocytose grace a la NADPH
oxydase présente dans la membrane plasmique des phagocytes :

NADPH oxydase

202 + NADPH » 202"+ NADP" + H”

Une autre source possible est la xanthine oxydase. Cette enzyme catalyse 1’oxydation de la
xanthine en acide urique.

Xanthine oxydase

Xanthine + 202 + H20 »Acide urique + 2027+ 2H"

Le radical superoxyde est peu réactif, mais il entre comme agent oxydant dans la
majorité Des réactions (Marfak, 2003 ; Antwerpen, 2006).

I11-3-2- Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (-OH) est une espéce radicalaire hautement réactive. Il
estprincipalement formé lors de réactions d’ions métalliques avec le peroxyde d’hydrogéne,
ces réactions sont décrites sous le nom de réactions de Fenton:

Mn*+H202 » MM LOH+OH

Le fer peut également catalyser la transformation de 1’anion superoxyde en présence de
peroxyde d’hydrogene avec production de radical hydroxyle selon la réaction dite Haber-
Weiss. Cette réaction est relativement lente et moins courante que la précédente dans les
tissus vivants (Jacques et André., 2004).

Fe

02"+ H202 » 02+ OH + OH" (Réaction de Haber-Weiss).
I11-3-3- Le peroxyde d’hydrogéne

Il se forme par une réaction de dismutation du radical superoxyde, catalysée par la
Superoxyde dismutase (SOD).

202°+2H" — 5 H202+02

Le peroxyde d’hydrogene est moins réactif que 1’anion superoxyde, mais il posséde
une capacité de diffusion importante (Jacques et André., 2004).
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I11-4- Les conséquences moléculaires du stress oxydatif

La production excessive des radicaux libres provoque des lésions directes de
molécules biologiques : oxydation de ’ADN, des protéines, de lipides et des glucides, mais
aussi des lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites
libérés notamment lors de l'oxydation des lipides (Favier, 2003). Les principales cibles
radicalaires sont:

111-4-1- L’oxydation de ’ADN

Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagénes ou 1’arrét des réplications de
I’ADN. lIs agissent en provoquant des altérations de bases, des pontages ADN protéines
(Krippeit- Drews et al.,1994). L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer I'oxydation
des bases. Ce qui donne naissance a un grand nombre de bases modifiées.

Des dommages indirects peuvent résulter de I'attaque des lipides dont la peroxydation
génere des aldéhydes mutagenes, formant des adduits sur les bases de I'ADN de type MDA-
guanine ou éthénodérivés. Les radicaux libres peuvent aussi attaquer les protéines qui sont
tres nombreuses a entrer en bcontact avec I'ADN pour le protéger (histones) ou pour le lire
(enzymes et facteurs de la réplication ou de la transcription), entraine des pontages des
protéines. Comme ils peuvent attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un
site abasique, ou attaquer le sucre lui-méme, créant une coupure de chaine simple brin
(Favier, 2003 ; Rehman et al.,1999).

I11-4-2- L’oxydation des protéines

L’action des radicaux libres a lieu sur les chaines latérales de certains acides aminés
comme le thiol des cystéines. A proximité des sites de liaison d’ions métalliques peuvent se
dérouler des réactions d’oxydation qui produisent des acides aminés anormaux.

Les radicaux libres sont également responsables de la formation de ponts
disulfures qui modifient la conformation des protéines et nuisent a leur activité biologique
(activité enzymatique, transduction d’un signal ou systéme de transport) (Jacques et Andre.,
2004).

I11-4-3-L’oxydation des lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée
de l'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogéne sur les carbones situés
entre deux doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical
peroxyle. Cette réaction appelée peroxydation lipidique se déroule en plusieurs étapes:

A - L’initiation

Dans cette étape un acide gras polyinsaturé est attaqué au niveau d’un carbone situé
entre deux doubles liaisons par un radical hydroxyle avec arrachement d’un atome
d’hydrogeéne qui laisse un électron non apparié. L’acide gras subira alors une suite de
réarrangements des doubles liaisons (Jacques et André., 2004).
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B - La stabilisation

Dans I’étape de la stabilisation, il se produit une formation d’un diéne conjugué RO2* par
coordination avec une molécule d’oxygene (Jacques et André., 2004).

C - La propagation

Les alkoxy et peroxy-radicaux propagent I’oxydation par 1’intermédiaire de
RO2*(Jacques etAndré., 2004).

D - La terminaison

Les hydroperoxydes subissent plusieurs transformations, ils sont soit réduisent par la
glutathion peroxydase, soit ils 1’oxydation continue et dans ce cas ils se fragmentent en
aldéhydes toxiques. Cette réaction en chaine se termine soit par I’intervention d’un composé
antioxydant, soit par l’interaction de deux radicaux pour former une molécule stable
(Jacques et André., 2004 ; Hennebelle et al.,2004).

I11-5- Les antioxydants

Les antioxydants sont I'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les especes réactives de I'oxygene. lls
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces especes, en les piégeant pour former un
composé stable, en sequestrant le fer libre ou en générant du glutathion(Favier, 2003).

On distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour
détoxifier la cellule:

I11-5-1-Les antioxydants endogenes

L’organisme humain possede un systéme enzymatique, constitué¢ principalement de
trois enzymes: la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx)
(Avissar et al.,1989).Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire
au niveau du superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalement a la formation
d’eau et d’oxygeéne moléculaire (Marfak, 2003).

I11-5-1-1- La superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme qui €limine 1’anion superoxyde par une
réaction de dismutation et lle produit de 1’oxygéne et du peroxyde d’hydrogene.

Cette enzyme existe sous deux formes : une cytoplasmique nécessite comme cofacteur
les ions de cuivre et de zinc (CuZnSOD) et 1’autre mitochondriale utilise le manganése
comme cofacteur (MnSOD) (Jacques et André., 2004).

SOD

2027+ 2H" »H202+ 02
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111-5-1-2- La catalase

Le peroxyde d’hydrogéne produit par la réaction de dismutation peut subir une
réaction de Fenton. Il ne faut pas donc qu’il s’accumule, c’est le role de la catalase, elle
transforme Deux molécules de peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygeéne qui sont des
composés stables (Jacques et André., 2004).

Catalase

2H202 > H20 + 02
1VV- Activité antimicrobienne
1V-1- Généralités

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaires classés parmi les procaryotes, car
IIs ne possédent pas de membrane nucleaire. Ce caractere les distingue des autres organismes
unicellulaires classés parmi les eucaryotes (champignons, algues, protozoaires). Elles sont
divisées en bactéries proprement dites (Bacteria) et bactéries primitives (Archaea).

Toutes les bactéries rencontrées en pathologie appartiennent aux Bacteria. Les
bactéries ont généralement un diameétre inférieur a 1 pum. On peut les voir au microscope
optique, a 1’état frais ou aprés coloration. Leur forme peut étre sphérique (cocci), en batonnet
(bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spirocheétes). Les détails de leur structure ne sont
visibles qu’en microscopie électronique. (Nauciel et Vildé., 2005).

IVV-2- Culture des bactéries

On utilise habituellement pour cultiver les bactéries des milieux complexes & base
d’extraits ou d’hydrolysats enzymatiques de viandes. Ces milieux peuvent étre liquides
(bouillons) ou solides. La solidification des milieux et obtenue par I’addition de I’agar, un
extrait d’algues qui a la propriété de fondre a 1’ébullition et se solidifier a des températures
inférieures a 40°C.

En milieu liquide, les bactéries se dispersent librement et leur multiplication se
traduit par un trouble, le plus souvent homogéne. Sur un milieu solide, lorsque la quantité de
bactéries est faible, chaque bactérie va pouvoir se multiplier sur place jusqu’a former un amas
de bactéries visible a ’oeil nu, que I’on appelle colonie (Si la densité bactérienne est trop
¢levée dans I’échantillon ensemencé, les colonies sont confluentes et forment une nappe.).

L’emploi de milieux solides permet ainsi le dénombrement des bactéries viables dans
un échantillon (Nauciel et Vildé., 2005).

IV-3- Les antibiotiques

L’élimination des microorganismes pathogeénes fait appel a des substances dites
antibiotiques. Ces derniers sont synthétisés par des microorganismes (le plus souvent des
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champignons). Ils ont la capacité soit de détruire les bactéries (effet bactéricide), ou d’inhiber
leur croissance (effet bactériostatique) (Elghozi et Duval., 1992).

Classification des antibiotiques

Il existe plusieurs classifications des antibiotiques. Elles sont basées sur le spectre
d'action, la cible, ou la famille chimique. Cette derniere est la plus fréquemment rencontrée.
Les principales familles chimiques des antibiotiques sont:

Bétalactamines:  pénicilline et céphalosporines; Aminosides: streptomycine,
gentamycine; Chloramphénicol et thiamphénicol; Cyclines: tétracyclines, doxycycline. ,
érythromycine, oléandomycine (Cohen et Jacquot., 2001).

IV-4- Activité antimicrobienne des extraits des plantes

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande majorité des cas a la
sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a I’acquisition de genes de résistance portés par des éléments génétiques
mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons).

Ces résistances ont conduits a chercher de nouveau agents antimicrobiens possédant
une efficacité plus importante que les drogues synthétiques d’une part et bien accepté par
I’organisme d’autre part (sans exercer des effets déléteres sue la santé humaine) (Garcia-
Ruiz et al., 2008 ; Kempf et Zeitouni., 2009).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié I’activité antimicrobienne des extraits
de plantes médicinales telles que fennell (Foeniculum vulgare), peppermint (Mentha
piperita),thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement
contre les bactéries mais aussi contre les champignons, les levures et les virus (Jurgen et
al.,2009). D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et
identifié les métabolites responsables de I’activité antimicrobienne des extraits de plantes.
Cette etape constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant 1’industries
pharmaceutique, la médecine alternative et la thérapie naturelle (Huang et al.,2008).

IV- 5- Description des bactéries étudiées

A - Escherichia coli

Escherichia coli est un bacille a gram négatif (Patrick et al .,1988), de forme non
sporulée, de type anaérobie facultative, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur
varie de 2 a 6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 um (Steven et al., 2004).

Les bactéries appartenant a 1’espéce E. coli constituent la majeure partie de la flore
microbienne aérobie du tube digestif de 1’homme et de nombreux animaux. Certaines
souches sont virulentes, capables de déclencher spécifiquement chez 1’homme ou chez
certaines especes animales des infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou bien
encore des méningites néo-natales.
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D’autres souches appartiennent a la flore commensale peuvent étre responsables
d’infections opportunistes variées, surtout chez les sujets aux défenses immunitaires affaiblies
(Patrick et al.,1988).

b- Staphylococcus aureus

Les especes Staphylococcus aureus sont des cocci a Gram positif, de forme sphérique,
avec un diametre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en petits amas
(grappe de raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, asporulés, habituellement sans
capsule.

De nombreuses souches de Staphylococcus aureus produisent un pigment jaune doré
(Patrick et al.,1988). S. aureus est responsable de la méningite, ostéomyélite et la diarrhée
(Steven et al.,2004).

c- Pseudomonas aeruginosa

Les espéces Pseudomonas aeruginosa sont des bacilles a Gram négatif, ces
bactéries fines sont de 1.5 a 3 pm de long et 0.5 4 0.8 um de large. Elles sont mobiles grace a
une ciliature de type polaire mono triche, ce type de bactéries posséde un aspect de « vol
moucheron » P. aeruginosa ne forme ni spores ni sphéroplastes. Elle est responsable de 10%
de I’ensemble des infections nosocomiales, occupant le 3 éme rang aprés E. coli et S. aureus,
mais le premier rang pour les infections pulmonaires basses et le troisieme rang pour les
infections urinaires (Richard et Kiredjian., 1995).
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I-1- Matériels et méthodes
I-1-1 Matériel végetal

La plante d’Artemisia campestris a été collectée au mois de novembre dans deux régions:
de Boussaadda (wilaya de Msila) et Oum el-bouaghi.

La partie aérienne de la plante est nettoyée ensuite séchée a I’ombre, a 1’abri de I’humidité
et a une température ambiante pendant quinze jours. Puis conservées dans des sacs en papier
jusqu’a I'utilisation.

I-1-2 Matériel de laboratoire

e Spectrophotomeétre (spectronic20genesys TM).
e Etuve.

e Rotavapeur (Buchi).

e Balance de précision.

e Agitateur.

e Autoclave.

I-1-3. Méthodes d’analyse

I-1-3. 1. Extraction par les solvants

La méthode d’extraction que nous avons adoptée est la macération successive par 4
solvants organiques de polarité croissante. Il s’agit du d’éther de pétrole, chloroforme, acétate
d’¢éthyle, et de I’éthanol.

La quantité de solvant doit étre appropriée a la quantité de matiére végétale a extraire.

Dans notre cas la macération est faite avec 50 g de la plante dans 200 ml d’éther de
pétrole pendant 24 heures. Apres filtration sur la bande & gaze et ensuite sur un papier filtre,
puis une deuxiéme maceration a été réalisée

Le marc est ensuite macéreé par 150 ml de chloroforme pendant 24 heures avec un
maximum d’agitation. Apres filtration sur un papier filtre, le filtrat est récupéré entierement.

L’opération est répétée une seconde fois sur le marc. Les filtrats sont recombinés
puis évaporés a sec a 1’aide d’un évaporateur rotatif “BUCHI” a une température de 40 a 50
°C

Le matériel végétal est ensuite soumis a une autre extraction dans les mémes
conditions mais avec d'autres solvants, il s'agit de I'acétate d'éthyle et de I'éthanol.
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Cette série d’extraction a permet d’obtenir trois extraits organiques bruts: extrait
dechloroforme (Chl) , extrait d’acétate d’éthyle (AcEt) , extrait d’éthanol (EtOH), qui
serontrécupérés dans des flacons en verre puis conservés a 4° C jusqu’a utilisation.

50g du Matériel végétal sec broyés

- Extraction par le chloroforme

-Filtration

!

Résidu végétal sec

Filtrat

- Extraction par I’acétate d[ éthyle

- Filtration Concentration a 45°c

- Concentration a 45°c

v

Extrait chloroformique

A 4

Résidu végétal sec Filtrat
-Concentration a 45°c l
-Extractjon par le I’éthanol Extrait d’acétate d’éthyle
-Filtrati

v A 4
Résidu végétal sec Filtrat

- Concentration a

Extrait ethanolique

Fig. 11: Extraction par les solvants organiques de la partie aérienne d’Artemisia campestris. (Boudjouref, 2011)

a. Détermination du rendement

Le rendement désigne la masse de I’extrait déterminée apres évaporation du solvant, il est
exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante soumise 1’extraction.

R(%)=ME/MV x100

ME :poids en gramme de I’extrait sec.

MV : poids en gramme de la poudre végétale utilisée.

( 1
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R : rendement par rapport au poids de la matiere végétale utilisee

b. Etude phytochimique

Dans le but de caractériser les extraits d’Artemesia campestris, des analyses
qualitatives et quantitatives ont été effectuees.

Analyses qualitatives

Les analyses qualitatives permettent de mettre en évidence la présence de quelque
groupes chimiques (alcaloides , flavonoides , tanins , saponosides ) dans les extraits (Akrout,
2005) .

a. Détection des phénols

Un volume de 0.5 ml d’extrait est introduit dans un tube a essai a lequel est ajouté 3 ou
4 gouttes de Fecl3 a (5%). L'apparition de la coloration, bleu noire indique la présence des
phénols (Martinez , 2003) .

b. Détection des flavonoides

La réaction effectuée a partir de 5 ml dextrait placé dans un tube puis 1ml de
I’acidechlorhydrique (HCL) et 0.5 g de magnésium (Mg) sont ajoutés. L'apparition de la
coloration rose, orange ou rouge indique la présence des flavonoides (Malec et Pomilio ,
2003).

c. Détection des tanins

La réaction effectuée a partir de 1 ml d'extrait placé dans un tube dans lequel est ajouté
un volume de Iml de I’eau distillée puis quelques gouttes de FeCl3 (1%). L'apparition d'une
coloration vert ou bleu vert indique la présence des tanins (Karumi et al., 2004) .

d. Détection des saponines

Pour les saponines, 10 ml d’extrait est introduit dans un tube a essai puis le tube est agité
fortement pendant 15 secondes puis laissés au repos pendant 15 min .

Une hauteur de mousse persistante supérieure a 1 cm indique la présence de saponines
(Bangaetal., 2011) .

Analyses quantitatives

Des determinations quantitatives des principaux groupes de métabolites secondaires ont été
effectuées sur les extraits d’Artemisia campestris .

a-Dosage des polyphénols totaux

- Principe:
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Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin-
Cioclateu (Singleton et al.,1999). Ce réactif de couleur jaune est constitué par un mélange
d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont
oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Cioclateu en un complexe ayant une couleur bleue
constitué¢ d’oxyde de tungsténe et de molybdéne.

L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés
(Boizot et charpentier, 2006) .

- Mode opératoire

Un volume de 200 pl de la solution d’extraits avec des concentrations bien
déterminées sont ajoutés & 1 ml de reactif de Folin-Ciolcalteu (10%). Aprés 4 min
d’incubation, un volume de 800 pl de carbonates de sodium (Na2Co3, 7.5%) sont additionnés.
Le mélange est laissé réagir pendant 2 heures a température ambiante et a 1’abri de la lumiére
puis la lecture est faite a 765 nm.

L’acide gallique est utilis¢é comme standard (0-200 ug/ml) pour établir la courbe
d’étalonnage.

Toutes les opérations sont realisées en trois tests. La teneur en polyphénols totaux est
calculée a partir de 1’équation de régression de la gamme d’étalonnage. Elle est exprimée en
microgramme d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (W gEAG /mgd’extrait)

b. Dosage des flavonoides

La détermination de la teneur en flavonoides est effectuée en suivant la méthode de
chlorure d’aluminium (CHANG et al., 2002) .

a-Mode opératoire

1 ml d’extrait d’Artemesia campestrisest introduit dans un tube a essai et 1 ml de
solution méthanolique de chlorure d’aluminium (AICI3 & 2 %) est ajouté .

Aprés 15 min d’incubation, a température ambiante et a 1’abri de la lumiere, les
absorbances sont mesurées par un spectrophotometre a 430 nm.

Toutes les manipulations sont répétées 3 fois. La méme opération est effectuée pourla
guercétine a différentes concentrations.

La teneur en flavonoides est calculée a partir de 1’équation de régression de la
gammed’étalonnage en utilisant la quercétine comme standard.

Les résultats sont exprimés en microgramme d’équivalent de quercétine par
milligramme d’extrait (ug EQ /mg d’extrait).

I-4-Tests des activités biologiques

I-4-1- Test de P’activité antioxydante
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a- Mise en évidence de I’activité antioxydante
Principe:

Dans le test du B-caroténe 1’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux
peroxydes, et des hydroperoxy des conjugués (Kaur et Kapoor., 2002). Ces radicaux vont
par la suite oxyder le B-carotene hautement insaturé, ce qui entraine la perte de ses doubles
liaisons et par conséquent la disparition de sa couleur rouge. Cependant la présence d’un
antioxydant (extraits, témoins positif) permet de neutraliser les radicaux libres dérivés de
I’acide linoléique, et donc la prévention de I’oxydation et le blanchissement duf-
caroténe(Yanishilieva et al.,1995 ; Belhattab, 2007 ; Yang et al ., 2008).

Mode opératoire:

On introduit 1.125 g d’agar dans un erlenmeyer auquel est ajoutée 150 ml d’eau
distillée.

Aprés chauffage sur une plaque chauffante, la solution est refroidie a 50°C avant
d’ajouter une émulsion de PB-carotene / acide linoléique préalablement préparée par
solubilisation de 7.5 mg de B-caroténe dans 7.5 ml d’acétone et de 7.5 ul d’acide linoléique
dans 1,5 ml de méthanol .

L’émulsion résultante est vigoureusement agitée a froid, puis distribuée dans des
boites de pétri. A I’intérieur des puits creusés dans la gélose, 30 ul d’extrait ou de témoin sont
déposés. La lecture se fait aprés 4-5 heures d’incubation a 45°C (Belhattab, 2007).

Le Butylated hydroxtoluene (BHT) est utilisé comme témoin positif.
b- Test de blanchissement du B-carotene
Principe:

L’activité antioxydante de trois extraits d ’Artemisia campestris est mesurée selon la
méthode de Tepe et al (2005). L’oxydation de 1’acide linoléique génére des radicaux
peroxydes. Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le B-carotene entrainant ainsi la
disparition de sa couleur rouge, qui est suivie par spectrométrie a 470 nm. Cependant la
présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de 1’acide linoléique
et donc prévenir I’oxydation et le blanchissement de f-caroténe. Dans ce test la capacité
antioxydante est déterminée en mesurant I’inhibition de la dégradation oxydative du [-
caroteéne (décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide linoléique.

Mode opératoire:

La méthode décrite par Tepe et al (2005) a été employée avec une légere modification.
Une émulsion B-caroténe / acide linoléique préparée par solubilisation de 2 mg de -caroténe
dans 1 ml de chloroforme, a ét¢ additionnée de 25 pul de I’acide linoléique et 200 mg de tween
40.

27

——
| —



Chapitre I1: Matériels et méthodes

Apres évaporation complete du chloroforme au rotavapeur, 100 ml d’eau saturée en
oxygene sont ajoutés. L’émulsion résultante est vigoureusement agitée.

Dans des tubes a essai 2,5 ml du mélange précédant sont additionnés de 350 pul d’extrait puis
incubés a I’obscurité a la température du laboratoire.

Deux tubes contrdles ont été aussi préparés avec la méme procédure: I’un contenant un
antioxydant de référence BHT (témoin positif) et I’autre sans antioxydant (témoin négatif) ou
I’échantillon est remplacé par 350 ul de méthanol.

La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en absence d’antioxydant est
suivie a 470 nm a des intervalles de temps réguliers pendant 48 heures.

L’activité antioxydante des extraits (AA %) est calculée selon 1’équation suivante :
AA % =Abs 48h [(échantillon) / Abs 48h (BHT)] x 100

AA : L’activité antioxydante des extraits

Abs : Abs : absorbance

BHT:Butylated hydroxtoluene
c- Estimation du pouvoir antiradicalaire par la méthode au DPPH
Principe:

Le DPPH est un radical libre stable violet en solution, il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entre 512 et 517 nm, cette couleur diaprait
rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine par un composé a
propriété antiradicalaire , entrainant ainsi une décoloration. L’intensité¢ de la couleur est
proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons
(Sanchez-Moreno, 2002).

On peut résumer la réaction sous la forme de I’équation :
DPPH*+ (AH) n DPPH-H+ (A*) n

Ou: (AH) représente un composé capable de céder un hydrogéne au radical DPPH (violet)
pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) (Brand-William et al.,1995) .

Mode opératoire:

1ml de solution méthanolique de DPPH (8%) est ajouté a 1ml de la solution d’extraits.
Le mélange est vigoureusement agité , puis les tubes sont incubés a température ambiante et a
I’obscurité pendant 30 minutes .

Le blanc est représenté par le méthanol, Le témoin négatif est composé de 1 ml de la
solution methanolique de DPPH et 1 ml de méthanol, Le témoin positif est représenté par une
solution méthanolique d'un antioxydant standard: le BHA .
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La longueur d'onde d'absorption maximale a été préalablement déterminée. Toutes les
lectures sont effectuées a 515 nm.

L’activité antiradicalaire est estimée selon 1’€quation suivante :
% Activité antiradicalaire = (Abs contréle - Abs échantillon / Abs contréle) x 100
Les résultats sont exprimés sous forme de la moyenne de trois mesures séparées + écart type .

La Concentration inhibitrice a 50% (CI150). a éte déterminée pour chaque extrait. Elle
est définie comme étant la concentration qui donne la diminution de la plus basse rapportée
pour donner une inhibition compléte des bactéries testées apres 48 heures d'incubation (Wan
et al., 1998 ; Canillac et Mourey, 2001).

1-4-2-Test de ’activité antimicrobienne

Les souches utilisées pour déceler 1’activité antibactérienne des extraits d 'Artemisia
campestris font partie de quatre genres de microorganismes, dont trois sont des souches
référentielles de I'American Type Culture Collection (ATCC). Il s'agit de: Staphylococcus
aureus (ATCC 25293), Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC27853), la quatrieme souche, Proteus mirabilis, est une souche clinique isolée de
patientshospitalisés (au centre hospitalier universitaire de Batna (CHU).

a- Conservation des souches

Les souches ont été conservées a 5°C dans des tubes stériles contenant 10 ml de
milieu de culture incliné (gélose nutritive).

b- Les milieux de culture

Selon les méthodes utilisées dans 1’essai et selon les souches, nous avons utilisé les
milieux suivants par (Boudjouref ,2011).

- La gélose nutritive pour I’isolement et ’entretien des souches bactériennes ;

- La gélose Mueller Hinton pour I’étude de la sensibilité des bactéries aux différents extraits
d’Artemisia campestris .

c- Préparation de précultures

Les souches microbiennes a tester ont été cultivées dans des boites de pétrie contenant
de la gélose nutritive. Apres 18h d’incubation a 37°C, des suspensions microbiennes d’une
densité optique de 0.5 McFarland et été préparées, pour chaque microorganisme, dans 5 ml
d’eau distillée stérile.

d- Tests anti microbiens

Afin d’évaluer I’activité antimicrobienne des extraits de la plante, nous avons utilisé la
méthode de diffusion en milieu gélosé (antibiogramme) , celle-ci permet de déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI) a partir d’'une gamme de concentrations d’extrait.

( 1
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Application :

Des disques de papier filtres stériles Whatmann de 6 millimétres de diametre sont
imprégneés de différentes solutions des extraits préalablement dissouts dans le diméthylsulfoxy
de (DMSO).

A I’aide d’une pince stérile les disques sont déposés a la surface d’un milieu ensemencé
(étal¢) par une suspension microbienne d’une densité optique de 0.5 McFarland. Apres
diffusion, les boites sont incubées pendant 18 a 24 heures a 37 °C.

Apres I'incubation 1’effet des extraits se traduit par 1’apparition autour de disque d’une
zone circulaire transparente correspondant a I’absence de la croissance. Plus le diameétre de
cette zone est grand plus la souche est sensible (Choi et al.,2006).

Les tests ont été répétés trois fois et des disques imprégnés de DMSO et d’éthanol sont
aussi utilisés (témoins négatifs).
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I- Résultats et discussion

Introduction :

A cause de la pandémie mondiale Covid-19 survenue en début de l'année 2020 etles
décisions administratives émanant de notre université prise en mois de mars 2020, nous étions
dans I'impossibilité matérielle et sanitaire de réaliser la partie pratique attendue de ce travail.
Aussi et afin d'enrichir ce document, nous avons sélectioné quelques résultats obtenus par
d'autres auteurs et ce dans une optique d'aboutir a une discussion interrésante et un contenu
riche scientifiguement.

Artemisia campestris est une plante médicinale de la famille des Astéracées (composés), elle
est utilisée dans la médecine traditionnelle pour traiter les troubles digestives, la diarrhée,
lerhumatisme,...etc.

Des études de certains auteurs et notamment de nombreuses études phyto chimiques de cette
espéce (De Pascual et al .,1984 ; Rauter et al ., 1989 ; Joao et al .,1998 ; Akrout et al.,
2001,Boufennara, 2012) ont révélé la présence de ployphénols,flavonoides, tanins, les huiles
essentielles; ce qui confére a cette plante de nombreusespropriétés biologiques (Akrout et al.,
2011).

I-1- Extraction

La préparation des extraits a partir de la partie aérienne d’Artemisia campestris a été
effectuée par des solvants a polarité croissante. Il s’agit de chloroforme, acétate d’éthyle et
1’éthanol.

Cette extraction a permis d’obtenir trois extraits bruts: L’extrait chloroformique (Chl),
I’extrait d’acétate d’éthyle (AcEt), I’extrait d’éthanol (EtOH).

Exprimé en pourcentage de masse d’extrait par rapport a la masse de la plante fraiche,
lerendement le plus élevé a été observé avec I’extrait de chloroforme (3.4 % m/m), suivi
parl’extrait d’acétate d’éthyle (2.26 % m/m), et enfin 1’extrait éthanolique possede le plus
faiblerendement avec (0.48 % m/m) (Boudjouref, 2011).

Les extraits obtenus sont de couleur et d’aspect différents (Tab.4) (Boudjouref, 2011).

Il est important de souligner que la méthode utilisée (le choix des solvants), ainsi que
lesconditions dans lesquelles I’extraction est effectuée (a chaud ou a froid), affectent tous le
contenu total en phénols et flavonoides, et par consequent affecte les activités biologiques
méditées par ces métabolites (Lee et al.,2003).
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Tab.4: Aspect, couleur et rendement de différents extraits d’Artemisia campestris

(Boudjouref, 2011)

Extrait Aspect Couleur Rendement %
Chl Pateux Brune 3,4%
AcEt Pateux Verte 2,26%
EtOH Pate collante Verte foncée 0.48 %

Chl : extrait de chloroforme, AcET: extrait d’acétate d’éthyle, EtOH : extrait d’éthanol
I-1-2 Analyse chimique qualitative

Les tests phyto chimiques consistent a détecter les différentes familles de composeés
existantesdans la plante par les réactions qualitatives de caractérisation.Ces réactions sont
basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par des réactifs spécifiques
(Kholkhal et al.,2013).

Les résultats de criblage phytochimique sont reportés dans le tableau ci-dessous.

Tableau5:Criblage phyto chimique d’Artemisia Campestris(Boudjouref, 2011).

Métabolite testé Couleur Résultats
flavonoides rouge ++
tanins vert ++
saponines Mousse persistante +++
Boussadda
phenols Bleu noire ++
Tanins gallique Bleu noire ++
ou catechique
flavonoides rouge ++
tanins vert ++
saponines Mousse +++
persistante Oum EI Bouaghi
phenols Bleu noire ++
Tanins gallique Bleu noire ++
ou catechique
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++ Positif
+++ Fortement positif.

Les tests phyto chimiques réalisés ont montré la présence des phénols, flavonoides et les
tanins ainsi que les saponines (Boudjouref, 2011).

Dans une étude réalisée par Naili et ses collaborateurs (2010), sur les tests phytochimiques
d’Artemisa campestris, ils ont démontré la présence des flavonoides, des saponines, ce qui est
comparable aux résultats mentionnés.

I-1-3-Analyse chimique quantitative
I-1-3-1- Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’acide
caféique a été utilisé comme standard. L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de
765 nm. Les résultats obtenus (Boudjouref, 2011) sont représentés dans une courbe
d’étalonnage, ayant 1’équation: Y = 0,001x - 0,008 R? = 0,993

La quantité des polyphénols a été rapportée en milligramme d’équivalent de I’acide caféique
par milligramme de poids sec de I’extrait (mg EAC/mg Ps).

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des polyphénols totaux est : 178- 91-102
mg EAC/g Ps, pour les extraits de chloroforme, acétate d’éthyle, éthanol respectivement.

I-1-3-2-Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3)
(Boudjouref, 2011).

La quecétine a été utilisée comme étalon. L’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de
430 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant 1’équation
(Boudjouref, 2011).Y = 0,031x + 0,100 R? = 0,995

La quantité des flavonoides a été rapportée en milligramme d’équivalent de la quercétine par
milligramme de poids sec de I’extrait (mg EQ/mg Ps).

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des flavonoides est : 16.88 - 19.47 —21.33
mg EQ/g Ps, pour les extraits de chloroforme, acétate d’éthyle, éthanol respectivement
(Boudjouref, 2011).

I-1-3-3-Dosage des flavonols

Le dosage des flavonols a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) et
I’étalon été la quecétine, 1’absorbance a été lue dans une longueur d’onde de 415 nm
(Boudjouref, 2011).

Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’étalonnage, ayant 1’équation:
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Y =0,008x - 0,016 (R?=0,998)

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des flavonols est : 31.13- 36.86 - 12.70
mg EQ/g Ps, pour les extraits de chloroforme, acétate d’éthyle, éthanol respectivement.

L’étude quantitative des extraits bruts d’Artemisia campestris, au moyen des dosages
spectrophotométriques, avait pour objectif la détermination de la teneur des polyphénols
totaux, des flavonoides et des flavonols.

La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des
propriétés antioxydantes et antimicrobiennes des plantes leur sont attribues.

Les ployphénols sont estimes par plusieurs méthodes, comme la méthode de bleu de Prusse
(Graham, 1992), mais la plus utilisée est celle de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est constitué par
un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique
(H3PMO12040). 11 est réduit par les phénols en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et
de molybdene (Boizot et Charpentier., 2006).

En présence des polyphénols, le complexe Folin-Ciocalteu change sa couleur du jaune au
bleue, ce qui permet de mesurer I’intensité de la couleur a longueur d’onde de 765 nm
(Huang et al .,2005).

Les résultats du dosage des polyphénols totaux montrent que I’extrait de chloroforme
représente 1’extrait le plus riche avec: 178 mg EAC/g d'extrait, suivi de I’extrait éthanolique
102 mg EAC/g d'extrait. L extrait d’acétate d’éthyle avec 91 mg EAC/g d'extrait représente la
fraction qui contient la plus faible teneur en polyphénols.

Dans une étude faite sur onze plantes médicinales dont Artemisia campestris,(Djeridane et
al.,2006) ont déterminé la teneur en polyphénols totaux de la partie aérienne d’un extrait
éthanolique 70% (v/v), ils ont trouvé que la teneur des polyphénols totaux est de 20.38 mg

EAG/g Ps, cette teneur est relativement élevée.

Dans une autre étude, (Djeridane et al.,2007) ont dosé les polyphénols totaux dans un extrait
éthanolique (80%), la teneur trouvée était 103.4 mg EAG/g Ps, ce résultat est relativement trés
élevé, il est 5 fois supérieur a celui trouvé dans I'étude précédente. Cette teneur peut atteindre
plus de 450 mg EAG/g d'extrait quand I'extraction est réalisée avec une solution alcoolique a
50 % (Akrout et al.,2011).

Cette différence dans les teneurs peut étre expliquée par les conditions environnementales,
climatiques et période de collecte ainsi que par les facteurs genétiques et les conditions
experimentales.

La détermination quantitative des flavonoides s’effectue par la méthode de trichlorure
d’aluminium, celle-ci est la plus employée, elle se base sur la formation d’un complexe
flavonoide-ion d’aluminium ayant une absorbance maximale a 430 nm. La quercétine est
utilisée comme standard, les résultats du dosage des flavonoides sont: 16.88 - 19.47— 21.33
mg EQ/g d'extrait dans les extraits de chloroforme, acétate d’éthyle, éthanol respectivement.
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(Djeridane et al., 2006 et 2007), ont déterminé la concentration des flavonoides dans deux
extraits éthanoliques 70 % et 80 % (v/v). Cette teneur a été estimée a 7.46 et 5 mg ER/g Ps
dans les deux extraits respectivement. Cependant,(Akrout et al 2011) ont estimé cette valeura
56,31 mg ER/g d'extrait quand I'extraction est réalisée avec une solution alcoolique & 50 %.

Alors que (Saoudi et al. 2010) ont trouvé une teneur de 131,89 mg EQ/g d'extrait de feuilles
aqueux.

La teneur en polyphénols totaux des extraits d’Artemisia campestrisrelativement identiques a
ceux trouvés par d'autres auteurs sur des plantes de la méme espece obtenus d'autres sites
(Algérie et Tunisie). Alors que la teneur en flavonoides de I'espece étudiée semble Iégerement
inférieure a celles trouvées par d'autres auteurs pour la méme espéce (Saoudi et al.,2010 ;
Akrout et al., 2011 ), toutefois la teneur en flavonols, a notre connaissance, n'a pas encore
fait I'objet de déterminations sur cette espece.
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Fig. 12: Droite d’étalonnage des polyphénols totaux des extraits (Boudjouref, 2011).
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Fig. 13 : Evaluation des polyphénols totaux des extraits (Boudjouref, 2011).
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Fig. 14: Droite d’étalonnage des flavonoides des extraits (Boudjouref, 2011).
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Fig. 15: Evaluation des flavonoides des extraits (Boudjouref, 2011).
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Fig.16: Droite d’étalonnage des flavonols des extraits (Boudjouref, 2011).
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Fig.17: Evaluation des flavonols des extraits (Boudjouref, 2011).
I-2- - Résultats des tests biologiques
I-2-1-- Activité anti-oxydante

L’activité anti-oxydante des extraits a été évaluée in vitro par deux méthodes différentes : la
technique de décoloration du B-caroténe et la méthode de réduction de radical libre DPPH
(Boudjouref, 2011).

a- Test visuel de décoloration du p-caroténe

Apres un temps d'incubation en présence des extraits d’Artemisia campestris, et du témoin
positif BHT, un halo de couleur orange persiste autour des puits (Fig. 18), alors que la surface
de la gélose perd sa couleur orange suite a 'oxydation du B-carotene. Le diametre et I'intensité
de la couleur des disques reflétent le pouvoir antioxydant (Tab.6).

(Boudjouref, 2011).

Bien que tous les extraits aient donné des halos de couleur orange nettement visibles, il
convient de mentionner que I'extrait chloroformique exhibe les moins intenses pour toutes les
concentrations testées par rapport aux autres extraits. Le BHT a donné lieu a des halos
relativement meilleurs que ceux des extraits (Fig. 19). (Boudjouref, 2011).
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Fig. 18.1: Extrait d’acétate d’éthyle (Boudjouref, 2011).

Fig. 18.3: Extrait d’éthanol (Boudjouref, 2011).

Fig. 18: Diametre des halos oranges en présence de différentes concentrations d'extraits (Boudjouref, 2011).
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Fig. 19: Diametre des halos oranges en présence des témoins positifs (BHT et Quercétine) et
témoin négatif (méthanol) (Boudjouref, 2011)..

Tab.6 : Intensité de la couleur des halos autour des puits (Boudjouref, 2011).

Extrait potentiel antioxydant
Chl +
AcEt ++
EtOh ++

+ : Activité faible.++ : Activité forte.

La présence ou I’absence de I’activité antioxydante d’un extrait peut étre mise en évidence par
un test simple et relativement rapide. Le potentiel antioxydant est estimé par la taille et
I'intensité de la couleur orange qui persistent autour des puits contenant I'extrait de la plante.

L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration en substances antioxydantes
des extraits déposés. En effet, en absence de substances antioxydantes la gélose de couleur
orange due au B-caroténe blanchit.

Les extraits d’éthanol et d’acétate d’éthyle ont manifesté des activités relativement ¢élevées
par rapport a celle manifestée par I’extrait de chloroforme, mais qui restent inférieures a celle
du BHT.

b- Méthode de blanchissement du p-caroténe (BCB)

Afin d’évaluer Dactivité anti-oxydante des extraits, nous avons utilisé la méthode de
blanchissement du B-caroténe, Un suivie de la réaction de 1’oxydation du [B-caroténe en
présence des extraits et ou des témoins (négatif et positif), a été effectué en mesurant
I’intensité de la couleur de B-caroténe a une longueur d’onde de 470 nm, permet de tracer une
courbe (Fig. 9). A partir de cette derniére on a remarqué que 1’absorbance du mélange
diminue vers une valeur plus basse, mais cette diminution reste moins rapide par rapport a

( 1
1 %)



Chapitre I11: Résultats et discussions

celle de la solution témoin (-), et devient sable dans un temps prolongé pour les extraits
d’acétate et d’éthanol, et dans un temps assez prolongé pour I’extrait de chloroforme, ainsi la
couleur de la solution change de I’orange au blanc (Boudjouref, 2011).

Le tableau ci-dessous (Tab. 10) rapporte les valeurs moyennes de trois mesures d’AA %
(coefficient d’activité antioxydante) = SD calculés a partir de la formule :

% Activité antioxydante = (Abs contréle 48h- Abs échantillon48h / Abs contréle 48h) x 100.

Ces valeurs facilitent des comparaisons de ’activité relatives des différents extraits, du témoin
positif (BHT) et du témoin négatif.
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Fig. 20: Cinétique de I’inhibition de blanchissement du B-caroténe par extraits d ’Artemisia
campestris et du témoin positif BHT (Boudjouref, 2011).

Tab.7: L’activité antioxydante des extraits bruts et du témoin positif et négatif(Boudjouref,2011).

Extraits etcontrol AcEt Chl EtOH Témoin+ Témoin -

AA% 89,32% 76,68% 80,97% 99,94% 14,17%

L’aptitude des extraits bruts d'Artemisia campestris inhiber la peroxydation des lipides a été
évaluée par la technique de décoloration du B-caroténe. En effet, toute substance chimique qui
retarde ou inhibe le blanchissement du [-caroténe peut étre considérée comme antioxydant
(Liyana-Pathirana et al.,2006).

Pour se renseigner sur la puissance de nos extraits a ralentir la vitesse de 1’oxydation des
lipides, nous avons réalis¢ un suivi de la réaction de 1’oxydation de 1’acide linoléique par
mesure de I’abaissement de 1’absorbance dans le temps.

Les résultats obtenus montrent que le BHT et les extraits testés inhibent d’une maniére
efficace 1’oxydation couplée de I’acide linol¢ique et du B-caroténe. En effet, I’extrait d’acétate
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d’éthyle montre la plus grande activité inhibitrice (89,32 %), il est suivi par 1’extrait d’éthanol
(80,97%), mais cette activité reste significativement inférieure a celle du BHT (99,94 %) qui
est utilis¢é comme témoin positif. Une activité intermédiaire est obtenue avec I’extrait
chloroformique (76,68 %) .(Akrout et al., 2011) ont étudié I’activité antioxydante de trois
extraits: huile essentielle,éthanol (50%), et extrait aqueux des plantes d’Artemisia
campestriset Thymelaea hirsuta par plusieurs méthodes dont celle de décoloration du B—
caroténe.

IIs ont trouvé pour I'extrait éthanolique de la planteArtemisia campestris une valeur de 34 %,
celle-ci est relativement faible, elle est deux fois plus inférieure a celle trouvée pour notre
extrait. Cependant, cette activité a été élevée pour I'extrait aqueux (88.7 %). De méme leur
témoin positif BHT a montré une valeur égale a celle de notre extrait acétate d'éthyle, donc
inférieure a la valeur que nous avonstrouve (99,94 %).

En comparant les résultats des deux plantes, les extraits de notre plante posseédent une activité
antioxydante supérieure a celle étudiée par (Akrout et al., 2011), ceci s’explique par le fait
gue nos extraits contiennent des quantités supérieures en composés antioxydants.

Dans une étude réalisée sur I’extrait aqueux de la partie aérienne de 11 plantes médicinales
algériennes dont Artemisia campestris, (Djeridane et al 2006-2007) ont évalué
I’activitéantioxydante par la méthode de I’ABTS.+, ils ont trouvé la valeur de 25 mmol
TEAC/g Ps (teneur en polyphénols totaux de 20,38 mg EAG/ g Ps, teneur en flavonoides de
7,47 mg ER/g Ps) , et la valeur de 0.573 mmol TEAC/g Ps(teneur en polyphénols totaux
103,4mg EAG/ g Ps, teneur en flavonoides de 5,47 mg ER/g Ps) pour les plantes collectées

dans la région de Laghouat au cours des années 2002, 2007 respectivement. De ces résultats il
ressort d'une part que l'activité antioxydante est inversement proportionnelle a la teneur en
polyphénols, et d'autre part elle est proportionnelle a la teneur en flavonoides. Ce qui explique
a l'opposé des flavonoides, toutes les molécules de polyphénols ne participent pas a cette
activité

c- Méthode de réduction du radical libre DPPH

Les activités antiradicalaires des extraits d 'Artemisia campestris et du témoin positif BHA ont
été déterminées par la méthode au DPPH. Les résultats obtenus sont représentés sous forme
de droites (Fig. 17) dont les équations sont les suivantes:

Extrait chloroformique : Y = 0,482x - 0,981 R? = 0,989
Extrait d’acétate d’éthyle : Y = 0,523x - 2,408 (R% = 0,968)
Extrait d’éthanol : Y=0,748x - 0,942 (R? = 0,998)

BHA : Y =0,493x + 24,77 (R2 = 0,935)

L’activité anti radicalaire de nos extraits est exprimée en CI50. Pour chaque extrait la CI50
est déduite de la droite d'étalonnage correspondante.
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Comme figurant dans le tableau ci—dessus 1’antioxydant standard BHA a montré une activité
antioxydante puissante avec une CI50 de 1’ordre de 51.17ug/ml.

Parmi les trois extraits d’Artemisia campestris, 1’extrait éthanolique représente 1’extrait le
plusactif avec une CI50 de 1’ordre de 68.10 pg/ml, par contre les deux autres extraits montrent
une trés faible activité anti-radicalaire avec 100.20 et 105.76 pug/ml pour les extraits de
I’acétate d’éthyle et le chloroforme respectivement. L’activité de I’extrait éthanolique est
inférieure a celle du BHA (57.41pg/ml.) (Tab.7).

v =0,482x - 0,981
R* = 0,989

Y d'uctivite antiradicalaire
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Fig. 21: Activité antioxydante des extraits d’Artemisia campestris (Boudjouref, 2011).
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(1): Pextrait chloroformique, (2): extrait de I’acétate d’éthyle, (3): ’extrait de I’éthanol
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Fig. 22: Activité antioxydante du standard BHA (Boudjouref, 2011).

Tab.8: Valeurs des CI50 des extraits bruts et témoin déterminées par le test au DPPH
(Boudjouref, 2011).

Extraits BHA Chl AcCEt EtOH

CIS50 (pg/ml) 51.17 105.76 100.20 68.10

L’activité antiradicalaire des différents extraits a été évaluée par le test au DPPH, celui-Ci est
souvent utilisé pour la rapidité des résultats comme il est employé pour le criblage des
molécules douées d'activités antioxydantes présentes dans les extraits des végétaux (Yi et al .,
2008).

Parmi les trois extraits d 'Artemisia campestris, I’extrait éthanolique représente 1’extrait le plus
actif avec une CI50 de I’ordre de 68.10 pg/ml, par contre la capacité antiradicalaire des autres
extraits est plus faible (Tab.6).Pour les trois extraits la capacité antioxydante estimée par le tes
au DPPH est relativement faible, alors que dans le test de blanchissement de - caroténe ces
extraits montrent une activité antioxydante modérée.

(Akrout et al., 2011) ont étudié I’activité antioxydante de trois extraits d’Artemsia
campestris, ils ont trouvé une valeur de CIS0 de 2.053 mg / ml pour I’extrait de 1’éthanol
50%, cette valeur est relativement trés faible si elle est comparée a celle de notre extrait
éthanolique (68.10 ug/ml) Lopes-Lutz et al.,(2008) ont confirmé dans une étude faite sur
quelques espéces d’Artemisia que ’activité antioxydante de ces plantes est faible.

(Kang et al., 2003) ont suggéré que les extraits des végétaux qui contiennent des molécules
polaires montrent une activité antiradicalaire élevée.
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I- Activité antimicrobienne
a- Sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme)

L’antibiogramme consiste a chercher la sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques, le
tableau ci-dessous rapporte les valeurs en mm des zones d’inhibitions manifestées
parlesantibiotiques sur les différentes souches étudiées (Boudjouref, 2011).

Tab.9: Antibiogramme des germes étudiés en présence de différents antibiotiques (diameétre
de la zone d’inhibition en mm) (Boudjouref, 2011).

Souches Staphylococcus Escherichia coli Pseudomonas
aureus ATCC25922 aeruginosa
ATB ATCC 25923 ATCC 27853
Céfépime (FEP) - 16,975+0,318 -
Amoxicilline(AMX) - 24,775%1,237 -
Ticarcilline (ITC) - 23,750,353 =
Amoxicilline + Ac. - 24,15+0,07 -
Clavulanique
Oxacilline (OX) 0 - -
Kanamycine (K) 14,625+0,035 - -
Fosfomycine (FOS) 24,875+0,176 - -
Gentamycine (CN) 10,775+0,035 - -
Tetracycline (TE) 11,35+0,353 - -
Pénicilline (P) 24,475+0,247 - -
Pipéracilline (PIP) - - 23,7+2,474
Imipéneme (IPM) - - 27,625+0,247
Ticacilline (TIC) - - 29,65+0,424
Pipéracilline + - - 27,740,141
Tazobactam
Aztreonam (ATM) - - 30,845+0,7
Cefsulodine (CFS) - - 30,725+0,035
[ )
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16 antibiotiques standards sont testés sur 3 souches bactériennes gram (+) et gram (-), on
observe que les différents types de souches réagissent difféeremment aux antibiotiques étudiés
(Boudjouref, 2011).

A I’exception de 1’oxacilline, la souche S. aureus a manifesté une sensibilité vis-a-vis tousles
antibiotiques, sauf cet effet est plus faible pour les antibiotiques: K- TE- CN.

De méme pour E. coli, I’antibiotique FEP posséde un effet faible. Quand P. aeruginosa elle
est sensible aux antibiotiques utilisés (Tab.9). (Boudjouref, 2011).

La méthode de disque a permis de déterminer 1’action des extraits de la plante dissouts dans le
DMSO sur les différentes souches, celle-ci se traduit par 1’apparition d’une zone d’inhibition
autour du disque de papier préalablement imprégné de I’extrait comme témoin de 1’absence de
la croissance bactérienne dans cette zone.

Le diametre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre et d’un extrait & un
autre. La variation de I’activité antimicrobienne des extraits explique les variations de leurs
compositions chimiques.

Tous les extraits ont réagi positivement au moins sur une des souches microbiennes testées ce
qui confirme que la plante d’Artemisia campestris est douée de propriétés antimicrobiennes
(Boudjouref, 2011).

La souche de Pseudomonas aeruginosa se révéle la plus résistante pour tous les extraits. La
souche de Staphylococcus aureus est plus résistante que les souches d’E. Coli et
Proteusmirabilis.

La CMI a été déterminée pour les différentes souches microbiennes (Tab.9): la souche de
P.aeruginosa ne montre aucune sensibilité pour tous les extraits, La souche d’E. Coli a été
laplus sensible aux extraits de la plante avec une CMI de 0.5 mg/ml, tandis que les deux
autressouches S. aureus et P. mirabilis semblent plus résistantes que la souche d’E. Coli avec
desCMI del.8 mg/ml et 0.75, pour l'extrait de chloroforme et 1.8 mg/ml etl.5 mg/ml pour
I'extrait d'acétate d'éthyle respectivement. (Boudjouref, 2011).

Tab.10: Activité antibactérienne des extraits d’Artemisia campestrisexprimée en
concentration minimale inhibitrice (mg/ml). (Boudjouref, 2011).

Extrait

CHL AE OH
Souche
S. aureus
1.8 1.8 1.8
ATCC 25923
P. aeruginosa
/ / /

ATCC27853
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possede des propriétés
biologiques tres importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers domaines a
savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture. Ce regain d’intérét vient d’une
part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances
bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments inquiétent les
utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour 1’organisme.

Dans le présent travail, différents aspects d'Artemisia campestris ont été étudiés: quelques
propriétés phytochimique et activités antioxydantes et antimicrobiennes des extraits bruts.

L'extraction de la partie aérienne de la plante a permis d'obtenir des rendements qui different
en fonction des solvants utilisés, alors que la teneur en composés phénoliques, flavonoides et
flavonols était conséquente.

L’activit¢ antioxydante obtenu par certains auteurs des différents extraits d’Artemisia
campestris a été évaluée par deux méthodes: le test blanchissement du B-caroténe et la
méthode de réduction de radical libre DPPH. Pour le premier test les résultats ont montré que
I’oxydation du B-caroténe est efficacement inhibée par les extraits testés. En effet, la capacité
antioxydante la plus élevée a été¢ observée dans les extraits les plus polaires, il s’agit en
occurrence de 1’éthanol et de ’acétate d’éthyle. Pour le test de réduction du radical libre
DPPH, l'activité antiradicalaire est élevée dans 1’extrait le plus polaire (extrait éthanolique),
par contre elle est faible pour les deux autres extraits.

L’activité antimicrobienne par d’autres auteurs a été déterminée sur quatre souches
bactériennes, selon la méthode de diffusion disque, Les résultats indiquent que les trois
extraits possedent une activité antimicrobienne sur toutes les souches testées sauf la souche
Pseudomonas aeruginosa qui manifeste une résistance pour tous les extraits.

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'étendre I'éventail des tests antioxydants
et antimicrobiens ainsi que I’isolement et la caractérisation des composés actifs dans les
différents extraits en vue d’identifier les différentes molécules responsables des différentes
activités biologiques de cette plante.

L’ensemble de ces résultats obtenus in Vvitro ne constitue qu’une premiére étape dans la
recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo est
souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités anti oxydante et
antimicrobienne des extraits de cette plante.
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