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Résume

Résumé

Dans le cadre de la découverte de nouveaux antioxydants a partir des sources
naturelles, nous nous sommes intéressés dans ce travail a I’étude des composés phénoliques et
I’évaluation des propriétés antioxydants des extraits de deux plantes médicinales de la wilaya
de Khenchela; Marrubium vulgare et Artimisia campestris qui sont encore utilisées dans la

médecine traditionnelle.

L’étude phytochimique des extraits a révélée la présence des flavonoides susceptibles

d’exprimer I’activité recherchée.

La premiére partie de cette étude concerne I’extraction et la quantification des phénols
totaux, des flavonoides par le réactif du Folin-Ciocaleu, et par le trichlorure d’aluminium
respectivement ; I’extrait méthanolique d’Artimisia campestris a montré une richesse et une
corrélation entre la teneur en polyphénols totaux et celle en flavonoides avec des valeurs de
405.606+31.179ug EAG/mg d’extrait et 3.179 +£0.927ug EQ/ mg d’extrait respectivement.
Ces valeurs sont supérieures a celles de I’extrait méthanolique du Marrubium vulgare avec
208.102+ 20.299 pg EAG/mg d’extrait et 3.046+ 0.457 ug EQ/mg.L’étude qualitative par
CCM des extraits des deux plantes a montré une diversité remarquable des composés

flavonoiques.

La deuxieme partie est I’étude in vitro de I’activité antioxydante des extraits de plantes
en utilisant deux techniques: effet scavenger du radical libre DPPH et le piégeage de péroxyde

d’hydrogéne.

Par ailleurs, I’extrait méthalonique d’Artimisia campestris a montré une tres forte
activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH que le Marrubium vulgare avec des 1C50
6.526pug/ml et 7.53ug/ml  respectivement, par rapport a IC50 de I’acide ascorbique
4.498ug/ml, méme ces résultats sont remarquée aussi avec le test de péroxyde d'hydrogéene
avec un pourcentage égal a 72.54% pour I’Artimisia campestris qui est supérieur a celui du

Marrubium vulgare avec 40.32% pour une concentration a savoir 1mg/ml.

Mots clés : activité antioxydante, Artemisia campestris, flavonoides, Marrubium vulgare,
polyphénols totaux.
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Abstract

Abstract

As part of the discovery of new antioxidants from natural sources, we were interested
in this work to the study of phenolic compounds and evaluation of antioxidant properties of
extracts of two medicinal plants of the Wilaya of Khenchela; Marrubium vulgare and
Artimisia ~ campestris ~ which  are  still  used in traditional medicine.

The study phytochemical extracts revealed the presence of flavonoids that can express
the desired activity.

The first part of this study concerns the extraction and quantification of total phenols,
flavonoids by the Folin-Ciocaleu reagent, and aluminum trichloride respectively; the
methanol extract of Artimisia campestris showed richness and a correlation between levels of
total polyphenols and flavonoids with 405,606+31,179ugEAG/mg and 3,179 +0,927ug
EQ/mg respectively. These values are higher than those of methanol extract of Marrubium
vulgare with values of 208,102+ 20,299 pug EAG/mg and 3,046+ 0,457 pg EQ/mg
respectively. The qualitative study by TLC showed remarkable diversity of flavonoiques
compounds.

The second part is the in vitro study of the antioxidant activity of plant extracts using
two techniques: scavenger effect of free radical DPPH and trapping of hydrogen peroxide.
Furthermore, Artimisia campestris extract showed a strong anti-radical activity vis-a-vis the
DPPH radical as Marrubium vulgare with 1C50 6.526ug / ml and 7.53ug / ml respectively,
compared to IC50 ascorbic acid 4.498ug / ml, even these results are also noticed with
hydrogen peroxide test with a percentage equal to 72.54% for Artimisia campestris which is

greater than that of Marrubium vulgare with 40.32% at a concentration namely 1mg / ml.

Keywords: Antioxidant activity, Artemisia campestris, flavonoids, Marrubium vulgare, total

polyphenols.
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Introduction

La médecine par les plantes est I'une des plus vieilles médecines du monde. Elle
représente une alternative intéressante pour traiter et soigner sans créer de nouvelles
maladies. Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guerir
les maladies humaines. Actuellement, le développement de la toxicité des antioxydants
synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde végétal et particuliérement
les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules naturelles efficaces et dénuées
de tout effet adverse. De nombreuses études ont mis en évidence la présence de centaines,
voire des milliers de composes naturels bioactifs appelés: les métabolites secondaires ; ces
composés possedent des activités biologiques diverses, notamment ceux de I’activité
antioxydante envers les radicaux libres. Ceci, vient du fait que le stress oxydant est
impliqué dans un grand nombre de maladies humaines et que I’idée derriére I’utilisation de
plusieurs recettes traditionnelles est non seulement le traitement des maladies, mais encore
leur prévention face au vieillissement. Actuellement, la société scientifique, biologiste et
chimiste, met en évidence le role tragique du processus oxydatif incontrélable induit par
les espéces réactives oxygénées (ERO). Ces oxydants sont a I’origine directe de différents
états pathologiques tels que le vieillissement et le cancer et indirecte sur la peroxydation
des lipides des denrées alimentaires. En appuyant sur cette vision, un renouveau de la
phytothérapie vers cette vague verte qui produit une foule des antioxydants a fin de contrer

et piéger ces oxydants [1].

Les composeés antioxydants font actuellement I’objet de nombreuses études car, en
plus d’un intérét dans le traitement de certaines pathologies, ils sont aussi utilisés pour la
conservation des denrées comestibles pour I’industrie agroalimentaire (par exemple
empécher I’oxydation des lipides) [2]. Les antioxydants sont des molécules capables
d’interagir sans danger avec les radicaux libres et de mettre fin a la réaction en chaine
avant que les molécules vitales ne soient endommageées. Chaque molécule antioxydante ne
peut réagir qu’avec un seul radical libre et par conséquent, il faut constamment refaire le

plein de ressources antioxydants [3].

Aujourd'hui, les traitements a base de plantes reviennent au premier plan, car
I'efficacité des medicaments tels que les antioxydants, les polyphénols et surtout les
flavonoides sont des antioxydants puissants susceptibles d’inhiber la formation des

radicaux libres et de s’opposer a I’oxydation des macromolécules [1].
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L’Algeérie, pays connu par ces ressources naturelles, dispose d’une flore
singuliérement riche et variée. On compte environ 3000 especes de plantes dont 15%
endémique et appartenant a plusieurs familles botaniques [4] Parmi les plantes médicinales
qui constituent le couvert végétal, se trouve De nombreuses especes sont utilisées en
médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs molécules douées d’activités
thérapeutiques, parmi les especes les plus connues se trouve Artemisia campestris et
Marrubium vulgare qui sont largement utilisée pour traiter les troubles digestives, les
ulcéres, les bralures, la diarrhée,...etc. et ont constitué le sujet de plusieurs études qui font
déterminé leurs compositions chimiques [5][6][7][8], ainsi que les propriétés biologiques
[91[10].

Le présent travail est une contribution dans la valorisation des principes actifs
contenus dans la flore algérienne peu connue jusqu'a présent et pour atteindre ces objectifs,
nous avons jugé utile de structurer le manuscrit comme suite: outre I’introduction et la

conclusion générale, il est structuré en deux parties :

La premiére partie est une synthése bibliographique dans laquelle sont abordeés
trois chapitres ; le premier aborde une étude préalable réaliseée sur la phytothérapie et les
métabolites secondaires, le second décrit les plantes médicinales choisies et le troisieme

chapitre présente les oxydants et les antioxydants.

La deuxiéme partie est expérimentale dans laquelle sont parvenus deux chapitres; le
premier présente le matériel et les méthodes analytiques utilisées pour I’extraction, le
screening phytochimique, I’identification par CCM, étude des teneurs en polyphénols ainsi
qu’en flavonoides et I’évaluation in vitro du pouvoir anti-oxydant des extraits
hydroalcooliques des plantes Marrubium vulgare et Artemisia campestris par deux
techniques a savoir le piégeage du radical libore DPPH et le piégeage du peroxyde
d’hydrogéne, et enfin le deuxieme chapitre expose les résultats obtenus suivis de la

discussion.
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|.La phytothérapie

La phytothérapie, du grec phyton qui veut dire plante therapeia qui signifie
traitement, étudier I’utilisation des plantes médicinales en médecine [11].

La phytothérapie, [12], est le traitement par les plantes; c'est-a-dire par la
consommation ou I’utilisation de produits préparés a partir des plantes sans passer par une
étape de sélection de moléecules, on ne consomme donc pas que le principe actif mais tout
ce que contient la plante. Par ailleurs la phytothérapie requiert une connaissance parfaite de
Substances chimiques contenues dans un organe végétal et une bonne connaissance de
mode d’emploi.

Aussi une pratique basée sur les avancées scientifiques qui recherche des extraits
actifs des plantes. Les extraits actifs identifiés sont standardisés. Cette pratique conduit aux
phytomédicaments et selon la réglementation en vigueur dans le pays, la circulation des
phytomédicaments est soumise a I’autorisation de mise sur le marché (AMM). On parle
alors de Pharmacognosie ou de biologie pharmaceutique [13].

I.1- Definition des plantes médicinales
1.1.1-Définition médicale

Ce sont des plantes inscrit a la pharmacopée, et qui sont considéré comme des
médicaments, leur vente est exclusivement réservé aux pharmaciens, et aux herboristes; a
I’exception de 34 d’entre elles qui sont en vente libre par dérogation qu’est correspondre
souvent aux plantes aromatique utiliser dans la préparation culinaires ex : antiseptique,
antigrippale... etc [14].
1.1.2-Définition chimique

Les plantes médicinales sont des plantes possédant des molécules a I’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 [15].
1.1.3-Définition biologique

Les plantes médicinales ce sont des veégétaux connus pour leurs pouvoirs
bienfaiteurs ; dont I’un de ces organes comme I’écorce, fruits... etc. possedants des vertus

curatives [16].
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I.2- Les substances naturelles des plantes et leurs activités biologiques

Les produits naturels des plantes peuvent étre classés en deux catégories, les
métabolites Primaires et les métabolites secondaires :
1.2.1-Les métabolites primaires

Les plantes utilisent I'énergie du rayonnement solaire, le dioxyde de carbone présent
dans l'atmospheére, l'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 photosynthése 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 formes par la photosynthese sont des hydrates de carbones, de
faible masse moléculaire (oses). C'est a partir deces oses (ou sucres) que sont ensuite
formés tous les métabolites primaires nécessairesa la survie de la plante : glucides
complexes (polymeres comme la cellulose, I'amidon ou les pectines), acides aminés

(constitutifs des protéines), acides gras (constitutifs des lipides), etc [17].
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Figure 1: Les principales familles de principes actifs utilisées en phytothérapie [12].
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Certains Principes actifs sont des metabolites primaires, d’autres sont des

métabolites secondaires.
1.2.2- Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisees et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes, ils sont diviseés principalement
en trois grandes familles : Les polyphénols, les terpenes, les alcaloides [18][19].
1.2.2.1- Polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,
caractérises 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 [12][20].

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 [20]. Les principales classes de composants phénoliques sont: les
acides phénoliques (acide caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les
flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les
coumarines [21]. Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux

supérieurs : racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits [22].

1.2.2.1.1-Biosynthese

L’origine biosynthétique des composés phenoliques des végétaux est proche, tous
dérivant de la I’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 dérivés : acide benzoiques,

acetophénones, lignanes et lignines, coumarines [23].

1.2.2.1.2-Classes des polyphénols

Les polyphénols forment un tres vaste ensemble de substances chimiques, ils peuvent
étre classifiés selon le nombre et I’arrangement de leurs atomes de carbones
(Tableau 1). Ces molécules sont généralement trouvés conjuguées aux sucres et les acides

organiques.
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Tableau 1 : Structure des squelettes des polyphénols [24].

Nombre de Squelette Classification Exemple Structure de
Carbones Base
7 C6-Cl Acides phénols Acide gallique T coon ]
& Ce-C2 Acétophénones Gallacetophénone J
P ' P @ ‘éiﬂilh
] Coe-C2 Acide Acide p- @_‘_[ O0H
phénylacétique hyvdroxyphényl
acétique
g Ce-C3 Acides Acide COOH |
hydroxycinamiques | Coumarique
g Ce-C3 Coumarines Esculitine w‘ o
10 Co-C4 Naphthoguinones | Juglone 0
L | E
13 Ce-C1-Cé Xanthones Mangiferine w
(8]
14 C6-C2-Ch Stilbénes Resveratrol [‘;)"'I: ]
15 Co-C3-Ca Flavonoides MNaringénine o I:' :; N

1.2.2.1.2.1-Flavonoides

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols [25], ils sont considérés comme des pigments quasiment
universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles. A I’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme
d’hétérosides [12][26].

Du point de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de

molécules, en effet plus de 6400 structures ont été identifiées [27].
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1.2.2.1.2.1.1-Structure et classification

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne [28]. 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 oxygené, qui désigne
la lettre C [29] .

Y )

: B
5 5

1 ’
- Q - l .
\ C . 0O
[ 3
g 4

Figure 2 : Squelette de base des flavonoides [30].

De facon générale les flavonoides se trouvent soit a I’etat 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, I’arabinose, ils peuvent en outre étre des

monomeres ou des oligomeéres [29].

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus
importantes sont: flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiols, aurones, chalcones,

anthocyanins [31].

1.2.2.1.2.1.2-Localisation et distribution

Les flavonoides possedent une large répartition dans le monde végétal, ils sont
distribués dans les feuilles, les graines, I’écorce et les fleurs des plantes [32]. 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 I’épiderme et le
mésophylle. Dans le cas des fleurs, elles sont concentrées dans les cellules épidermiques
[12].

Synthese bibliographigue



Chapitre T La phytothérapie et substances naturelles

1.2.2.1.2.1.3-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... [12][33]. Certains flavonoides
sont plus spécifiques de certains tissus. Les anthocyanes sont plutét localisés dans les
parties externes des fruits, fleurs et feuilles [34]. Les chalcones se retrouvent plus
fréguemment 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 r6le de Co-pigments
(certaines flavones et flavonols) [12][34]. 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 [34][35]. Les flavones, aurones et chalcones donnent plutot des
couleurs jaune, beiges voire blanche, ou participent aux nuances produites par les
anthocyanes et les caroténoides [12][33]. Un des réles 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 [33][36]. Les flavonoides, dissous
dans les vacuoles a l'état d'hétérosides, s’accumulent dans les cellules épidermiques,
assurant la protection des tissus contre les rayonnements solaires nocifs[24][ [33] 37]. On
préte a certains flavonoides [37].

1.2.2.1.2.2-Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur
astringente 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 [38].

1.2.2.1.2.2.1-Localisation et distribution

Les tanins sont tres répandu dans le regne végétal, mais ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les coniféres, les Fagacée, les rosacée [39]. lls
peuvent exister dans divers organes : I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les

graines [40].
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1.2.2.1.2.2.2-Structure chimique et classification
A la base de leur caractéristique structurale, il est possible de diviser les tanins en 2
groupes :
1.2.2.1.2.2.2.1-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 tres généralement le glucose .L’acide
phénolique est soit [I’acide galligue dans le cas des tanins galliques, soit

I’acidehexaydroxydiphénique (AHDP) et ses dérivés dans le cas des tanins éllagiques [12].

» Tanins galliques (Gallo tanins) : lls donnent par I'nydrolyse des oses et de l'acide
galligue.

» Tanins ellagiques (Ellagitanins) : lls sont scindés par les enzymes en oses et en
acide ellagique [38].

» Tanins condensés : Les tanins condensés sont des polymeres flavanolique
constitues d'unités flavan-3-ols, le plus souvent épicatéchine et catéchine [40].Les
tanins condensés sont des molécules hydrolysables, leur structure voisine de celle
des flavonoides est caractérisée par I’absence de sucre [38].

1.2.2.1.2.2.2.2-Tanins condensés (proanthocyanidines)

Ce sont des polymeres ou oligomeres 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 [40] .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 (C2-0O-C) dans le type A [12][41][42].

1.2.2.1.2.3-Les Coumarines

Elles sont issues du métabolisme de la phénylalanine via un acide cinnamique,
I’acideP-coumarique.
Les coumarines libres sont solubles dans les alcools et les solvants organiques tels que
I’éther ou les solvants chlorés dans lesquels ils sont extractibles. Les formes hétérosidiques
sont plus ou moins solubles dans I’eau. Elles ont un spectre UV caractéristique, fortement
influencé par la nature et la position des substituant. En lumiére ultra-violette, les CCM
présentent destaches dont la coloration varie du bleu au pourpre en passant par le jaune.

Les coumarines sont cytotoxiques, antivirales, immunostimulantes, tranquillisantes,
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vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau du cceur), hypotensives ; elles sont également

bénéfiques en cas d’affections cutanées.

L'odeur de foin fraichement coupé de la coumarine est trés utilisée en parfumerie.

Elles est aussi utilisée dans les produits cosmétiques [13].

1.2.2.1.3-Effets biologiques des polyphénols

Les polyphénols sont associés a de nombreux processus physiologiques
interviennent dans la qualité alimentaire, impliqués lorsque la plante est soumise a des
blessures mécaniques. La capacité d’une espéce végetale a résister a I’attaque des insectes
et des microorganismes est souvent corrélée avec la teneur en composés phénoliques [43].
Ces composés montrent des activités anti-carcinogenes, anti-inflammatoires,
antiathérogénes,  anti-thrombotiques,  analgésiques,  antibactériens,  antiviraux,
anticancéreux [44], anti-allergénes, vasodilatateurs [45] et antioxydants [46]. Les

composés polyphénolique sont d’ailleurs de plus en plus utilisés en thérapeutique.

Ils sont regroupés dans la catégorie des veinotoniques et des vasculoprotecteurs.
Parmi les veinotoniques, nous citerons le Relvenet ou le Cirkant renfermant du ruténoside,
le Daflont ou le Diosmilt renfermant de la diosmine. Un certain nombre de molécules
polyphénoliques sont également en étude clinigue comme des antiagrégants plaquettaire,

ou hypotenseur sans résultats probants [47].

1.2.2.2-Les terpenes et stéroides

Les terpenoides sont une vaste famille de composés 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, diterpenes,
triterpenes,
[48]. Ces molécules présentent en forme des huiles essentielles ; parfums et godt des

plants, pigments (carotene), hormones (acide abscissique), des stérols (cholestérol) [49].

Les stéroides sont des triterpenes tétracycliques, possédent moins de 30 atomes de

carbone, syntheétisés a partir d'un triterpéne acyclique [49].

Chez toutes les plantes on trouve ces composés liées avec un groupement alcool

qu'ils nommeés les stérols; prenant une forme plane, glycosylée, analogues du cholestérol
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qui ne different de celui-ci que par leur chaine latérale comme : B-Sitostérol, Stigmastérol
[49].

1.2.2.3-Alcaloides

Les alcaloides figurent parmi les principes actifs les plus importants en
pharmacologie et en médecine [50]. Ce sont des substances organiques azotées, a
propriétés basiques ou amers et ayant des propriétés thérapeutiques ou toxiques [51]. lls
ont des structures tres diverses et dérivent de différents acides aminés ou de I’acide
mévalonique en passant par différentes voies biosynthétiques [52]. De nombreux poisons
dangereux comme I’atropine par exemple, sont extraite de la belladone mortellement
toxique (Atropa belladona) et qui peut cependant étre utilisee a faible dose dans une

optique thérapeutique.

Les alcaloides sont utilisées comme anti cancer, sédatifs et pour leur effet sur les

troubles nerveux (maladie de Parkinson) [53].

1.2.2.3.1-Nature et présence des alcaloides

La source principale des alcaloides était auparavant les plantes florales mais
plusieurs composés de cette famille ont été récemment extraient des regnes animaux a
savoir les insectes et les poissons. Malgré cet avancement, les alcaloides floraux restent les

plus importantes par rapport aux restes [23][54].

En géneral les alcaloides ne se concentrent pas dans une seule partie de la plante. Ils
se présentent avec des concentrations différentes dans les tiges, les fleurs, les racines et les
feuilles. Cette méme concentration se differe selon la période de récolte.

Signalons que la présence des alcaloides dans une partie de la plantes ne prouve en
aucun cas sa naissance dans ce milieu.. La présence des alcaloides est généralement
associee a un acide organigue ou a une autre entité avec un pourcentage variant entre 1 et 3
% du poids sec de la plante. Dans des cas trés particuliers, notamment dans les quinquinas,
ils dépassent les 10 %[12][55].
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Chapitre IT Les plantes médicinales sélectionnées

I1. Les plantes médicinales sélectionnées

Les plantes étudiées ont été choisies en fonction de leurs emplois tres fréquents en
Algérie.
I1.1- Artemisia campestris
11.1.1-Généralités

Le genre Artemisia appartient a la famille des Astéracees : c’est I’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 [56]. 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 acétylénes [57].
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 [58].
11.1.2-Description botanique

Artemisia campestris est un arbuste aromatique a tiges robustes, d’une hauteur de 30

a 80 cm. cette plante possede des capitules tres petits, étroits (1 a 1,5 mm) ovoides ou
coniques, a involucre scarieux, ne contient que 3 a 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 pinnatisequées, les basales pétiolées et auriculées, les tiges sont ligneuses a la
base striée [59][60][61].
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11.1.3- Systématique de la plante
Selon Caratini [62], la plante Artemisia campestris est classée dans :
Régne: Plantae

Sous régne: 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

Espéce: Artemisia campestris L.

11.1.4- Origine et distribution

Les especes qui appartiennent au genre Artemisia sont des arbustes aromatiques, qui
poussent de facon spontanée dans plusieurs régions de I’hémisphére nord de la terre,
surtout dans les zones semi arides et le bassin méditerranéen, et s’étendent jusqu’a
I’Himalaya [63], dans I’hémispheére sud elles sont trouvées en Afrique du sud, I’ Australie
et I’Amérique du sud, d’apres, [64] , Artemisia campestris est originaire de I’ Asie.
I11. 1 .5-Composition chimique

De nombreuses études chimiques ont révélée que la partie aérienne d’Artemisia
campestris est riche en métabolites secondaires tels que les polyphénols, les flavonoides,
les tanins, les huiles essentielles [65][66].

La composition chimique de I’huile essentielle varie selon le chimiotype considéré

[12], 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 [67].
Plusieurs études [8][66] ont rapporté la composition des huiles essentielles d’Artemisia

campestris, I’huile essentielle est analysée par la chromatographie en phase gazeuse
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couplée a la spectrométrie de masse (CG-MS), [66] ont identifié dans une espéce de
Camargue (Marseille, France) 51 composés et caractérisés, les plus abondants sont : y-
terpinene, capilléene, 1-phenyl-2,4-pentadiyne, spathulenol, methyleugenol, p-cyméne et B-
pinene.

D’aprés Akrout [8], les constituants les plus abondants d'une espece de Tunisie
sont : B-pinene (24, 2-27,9 %), p-cymene (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 dérives hydroxycinnamiques, les
dérivés hydrox benzoiques de I’extrait éthanolique (80%) de la partie aérienne d’Artemesia
campestris ont été déterminés par des méthodes spectrophotométriques.

Les flavonoides identifiés chez Artemisia campestris sont: flavone (apéginie),
flavonol (kaempféerol 7-méthyle), flavanone (naringenine), dihydroflavonols (taxifoline-7-
méthyle)

[68]. Les feuilles d’Artemisia campestris contiennent aussi des alcaloides, des saponines
[69].
11.1.6- 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 ulcéres et les douleurs menstruelles [70]. Elle est également utilisée dans le traitement
de diabéte [71].

La partie aérienne est utilisée dans le traitement de bralures, de la diarrhée, les morsures de
serpents, les piqlres de scorpions, I’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie, le rhumatisme,
elle est utilisée également pour traiter les infections urinaires, la fievre et la toux [72].

Selon Saoudi [73] ,la consommation journaliere d'une décoction préparée a partir des

tiges et feuille.
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11.2- Marrubium vulgare

11.2.1- Généralités

Le genre Marrubium appartient a la famille des lamiacées, comprenant plus de 30
especes différentes largement distribués dans les régions d’Europe, d’Afrique du Nord et
d’Asie [74].

Le genre Marrubium comporte quelque 40 espéces, répandues principalement le long de la
méditerranée, les zones tempérées du continent eurasien et quelques pays d’Amérique
Latine [75][76].

11.2.2- Description botanique

Le Marrube vulgaire [synonyme: Marrubium album (Cariot et Saintlarge)] est une
plante, d’aspect blanchatre a odeur forte et désagréable, de 30 a 80cm de hauteur. Ses
fleurs blanches, relativement petites, apparaissent du mois de Mai jusqu’au mois de

Septembre, et parfois encore en hiver. Les feuilles ont toutes un pétiole [77][78].

Les feuilles sont ovales, arrondies, souvent un peu cordées a la base, feutrées a la face
intérieure [61].

Toute la plante dégage une odeur forte, sa saveur est acre (qui irrite les organes du gout et
de I’odorat) et amére [79].

11.2.3- La systématique de la plante

Selon Judd [80], la position systématique de I’espéce Marrubium vulgare est :
Régne : Plantes

Sous régne : Tracheobiontes

Embranchement : Spermatophytes

Division : Magnoliophytes

Classe : Magnolipsides

Sous classe : Asteridae

Ordre : Lamiales
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Famille : lamiaceae

Genre : Marrubium

Espéce : Marrubium vulgare

Nom binomial: Marrubium vulgare

Nom vernaculaire algérien: Meriwet

Nom vernaculaire francais: Marrube blanc

Les noms donnés a la plante sont les suivants : en Algérie est connue par le nom
Marriouth [81], Merriwt au Maroc [82], Marroubia en Tunisie [78] En Anglais :
Harehound, en Italien : Marrubbio. Selon [83], le Marrube est composé de deux mots

hébreux : mar, rob, suc amer.
11.2.4- Localisation et répartition

Elle pousse dans toute I’Afrique du Nord, au centre et au Sud-ouest de I’Asie et
aux Canaries. Elle est naturalisée dans I’Amérique du Nord et dans I’Amérique du Sud
[83].Cette plante est commune dans toute I’Algérie et presque dans toute I’Europe en

dehors de I’extréme Nord, Australie et New Zélande [84].

Elle se trouve aussi au Maroc et en Tunisie, surtout en région méditerranéenne [77].
Répandues principalement le long de la méditerranée, les zones tempérées du continent
eurasien et quelques pays d’Amérique Latine [75][76].

11.2.5- Composition chimique

La partie aérienne du Marrube blanc contient plusieurs métabolites secondaires tels
que les diterpenes dont la marrubine responsable de la majorité des propriétés biologiques
du Marrubium vulgare) [85], les flavonoides (apigenine et lutéoline) [86], ainsi que

plusieurs phenylpropanoides esters tels que les verbascosides) [87].

On y trouve des diterpenes amers de la série des furanolabdanes et surtout des
composés de lactones : marrubiine principalement et son précurseur préfuranique, la
prémarrubiine, mais aussi du pérégrinol, du vulgarol, du marrubénol et du marrubiol. 1l y a
également des Hétérosides flavoniques du quercétol, de la lurtéoline ou de I’apigénine,

mais aussi des lactoylflavones, et quelques dérivés de I’acide ursolique. En outre il y a des
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tanins spécifiques des Lamiacées et dérivés de I’acide hydroxycinnamique (juste a 7%)
(Acide cholorogénique, caféique, caféylquinique, mais absence d’acide rosmarinique).
Toutefois la présence d’une faible quantité d’huiles essentielles comportant différents

composés monotérpéniques (mois de 1% : a-pinene, campheéne, lomonéne) [88].
11.2.6- Utilisation traditionnelle

Marrubium vulgare est largement utilisee en médecine traditionnelle dans le
traitement des troubles digestifs, la perte de I’appétit et la dyspepsie [89]. Elle est
également employée comme antinocicepti [90], antihypertenseur [91], antispasmodique
[92], antioedematogénique [93], analgésique [76] ,insecticide [94], anti-inflammatoire
[95], antimicrobien [75][96][97] ,antioxydant [98], antifongique [99],antileucémique [100]
et dans de nombreuses autres activités biologiques.

Le Marrube vulgare est une prescrit dans le traitement des difficultés respiratoires,
des bronchites, des bronchectasies, des bronchites asthmatiformes des toux séches et de la
coqueluche. Il fluidifie les mucosités. La décoction est employée comme antidiabétique
[82].

Le Marrubium vulgare est indiqué pour les dermatoses, eczéma chronique, hystérie [101].
11.2.7- Toxicité

C’est une plante amére a caractére salin et ne peut donc pas étre toléré s’il ya une
gastroentérite ou des situations de nausées ou de vomissements ou encore en cas de
dyspepsie [79].
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I11. Stress oxydatif et antioxydants

I11.1- Historique

Les radicaux libres, especes réactives d’oxygene (ERO), le stress oxydant et les
antioxydants deviennent des termes de plus en plus familiers pour les professionnels de la
santé et méme pour le grand public. Ces notions ne sont toute fois pas nouvelles puisqu’il
faut rappeler que dans le milieu des années 50, R. Gerschman puis D. Hartman
évoquaient déja la toxicité de I’oxygeéne et la « free radical theory » pour expliquer le
processus du vieillissement. En 1969, les Américains Mc Cord et Fridovich isolent a
partir de globules rouges humains un systeme enzymatique antioxydant la SOD,
démontrant ainsi pour la premiére fois que notre organisme produit bel et bien des ERO
dont il doit se protéger. Cette découverte sera le point de départ d’une intense recherche
scientifique dans le monde entier sur le stress oxydant et les antioxydants [102]. Il existe de
nos jours un intérét croissant vis-a-vis de la biologie des radicaux libres. Ce n’est pas
seulement di a leur réle dans des phénomenes aigus tels que le traumatisme ou I’ischemie,
mais aussi a leur implication dans de nombreuses pathologies chroniques associées au
vieillissement tels que le cancer, les maladies cardiovasculaires et inflammatoires et la

dégeénérescence du systeme immunitaire [103].
111.2-Généralites

L’oxygene (O;) est indispensable a la plupart des espéces vivantes, fournit un
énorme pouvoir métabolique pour la production d’énergie. Cependant, en raison de sa
conformation chimique, la molécule d’O, peut, dans certaines circonstances, s’avérer
toxique. Cette toxicité est induite des éléments réactifs, instables et pro-oxydants : les
radicaux libres de I’oxygéne (RLO) ou espéces réactives de I’oxygene (ERO). Dérivés
pour la plupart de | O, et produits par divers mécanismes physiologiques; ils sont utiles
pour l'organisme a dose raisonnable.

Inopportunément, ils peuvent induire des dommages oxydatifs souvent irréversibles au
niveau d’un grand nombre de substrats biologiques. Afin que les ERO n’exercent pas de
facon incontrdlée leurs effets déléteres, I’organisme dispose d’un vaste réseau de défense
constitué par les Antioxydants (AO). Dans les circonstances quotidiennes normales, des

ERO sont produits en permanence en faible quantité, et cette production physiologique est
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parfaitement maitrisée par les AO qui sont produits dailleurs en fonction des radicaux
générés. La balance oxydants/antioxydants est alors en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que
ce soit par déficit en AO ou par suite d'une surproduction d’ERO, le déséquilibre observe

correspond au "stress oxydatif [104].

I11.3-Le stress Oxydant

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques
de production des espéces réactives de I’oxygene (ERO) et ceux qui sont responsables de
leur contrdle et élimination [105][106][107][108]. Ce déséquilibre peut se produire quand
le systeme de défense antioxydant est surmené par I’augmentation des oxydants ou lorsque
les défenses sont affaiblies par une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants
[109]. L’équilibre ou homéostasie redox est perturbé et les cellules deviennent vulnérables

aux attaques par les ERO [110].
I11.4-Les radicaux libres

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 (ou contenant deux électrons de
méme spin dans une case quantique). Cela qui augmente considérablement sa réactivité par
nécessité de se combiner avec un autre électron pour atteindre la stabilité selon un
phénoméne d’oxydation [110][111],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) [105][ [110] 112]. Les principales espéeces réactives de I’oxygéne
sont: le radical superoxyde (O2-), le radical hydroxyle (OH), le monoxyde d’azote (NO),
mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est

importante tel que le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) [113].
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Figure 03: Formation des especes réactives de I’oxygene (ERO) et nitrogéne (ERN)[114].
111.4.1-Source des radicaux libres

On distingue deux types de production des radicaux libres :
111.4.1.1-Production endogene

L’une des sources majeurs des ROS est la chaine respiratoire mitochondriale .Cette
production résulte de I’addition d’un électron a I’oxygene moléculaire. Une telle réaction
est catalysée par le cytochrome oxydase mitochondrial.

Op+1le- —» O, e-[115].

Autres chaines du transport d’électrons (ex : peroxymes et microsomes) contribuent
de b5 et P450 cytochromes .Les aerobiose cellule la dans =-O, du production la a
egalement la chaine du transport d’électron des microsomes peuvent produire des ROS
quand ils interrompent le cycle redox normal et détournent le flux d’électrons vers I’O,
[116].

D’autre part les ROS peuvent se produire au cours des processus pathologiques ou
la production du radical répond a une stimulation et intervient dans le processus
inflammatoire (NADPH oxydase et xanthine oxydase) [117]. Les cellules phagocytaires
activées sont le sieége d’'un phénomene appelé “explosion oxydative”, consistant en
I’activation du complexe NADPH oxydase, enzyme capable d’utiliser 1’oxygene
moléculaire pour produire de grandes quantités d’anions superoxydes au niveau de la
membrane cellulaire. Ce mécanisme lorsqu’il est contrdlé est capital dans la lutte

infectieuse car il permet la phagocytose des bactéries et des corps étrangeres [102].
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D’ailleurs le systeme xanthine/xanthine oxydase permet aussi la production de I’anion

superoxyde :

Xanthine oxydase

Xanthine +2 O, + H,0 > acide urique +2 O, - =+2H+ [115].

Une autre espéce réactive oxygénée produite au cours de I’inflammation est le
peroxyde d’hydrogéne (H.O,) ; en vue de réagir directement ou de produire I’acide
hypochloreux par I’intervention de myéloperoxydase. Cette espece (HCIO) est caractérisée

par un pouvoir oxydant nettement plus élevé que le H,O5.

myéloperoxydase

H3+0 + H,0,+ClI > HCIO +2 H,0 [117].

Le monoxyde d’azote est produit aussi par un systeme enzymatique NO synthétase
(NOS), a des fins de médiation par les neurones, les cellules endothéliales ou les

macrophages [102].

D’autres systemes sont capables de produire les ROS, citons par exemple : les
réactions catalysées par les lipooxygénases et cyclooxygénases dans la voie de synthése
des leucotrienes, et prostaglandines [118] ; les aldéhydes oxydases ou les protéines
hémiques qui peuvent oxyder leur fer (1) en fer (111) avec production du radical O, - [117].
C’est ainsi I’auto-oxydation des monoamines (dopamine, épinéphrine, et norépinéphrine) ;
et I’hémoglobine en présence de traces de métaux peut également étre a I’origine de la
production des ROS [119].

111.4.1.2- Production exogene

L’organisme humain est soumis a I’agression de différents agents capables de donner
naissance a des radicaux libres. Les rayonnements UV (ultra-violet) induisent la synthése
de radicaux libres et de molécules génératrices de radicaux libres par I’intermédiaire
d’agents photo-sensibilisants. Les radiations ionisantes provoquent également la génération
de radicaux libres dérivés de I’oxygene [120]. L’ingestion d’alcool est suivie de la
formation de radicaux libres selon divers mécanismes [121]. Des toxiques tels que I’oxyde

d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO;), présents dans notre environnement (goudron,
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tabac, polluants industriels), sont responsables d’une auto-oxydation des acides gras

polyinsaturés des alveoles pulmonaires [121].
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Figure04 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de

I’oxygene[102].
111.4.2- Roles biologique des radicaux libres

Le paradoxe des radicaux libres en biologie est qu’ils constituent des espéces
extrémement dangereuses, susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies,
tout en étant des especes indispensables a la vie. 1ls 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 pathogenes, 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 [102], a la production énergétique, au reglement de la

croissance des cellules et a la signalisation intracellulaire [122][123][124].
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I11.5- Les marqueurs biologiques de stress oxydant

La production excessive des radicaux libres provoque des lésions directes de
molécules biologiques : oxydation de I’ADN, des protéines, de lipides et des glucides, mais
aussi des lésions secondaires dues au caractere cytotoxique et mutagéne des metabolites
libérés notamment lors de l'oxydation des lipides. La mise en évidence des dérivés de
I’oxydation de ces différents substrats seront donc des marqueurs de la présence d’un stress
oxydant [125] .

111.5.1-L’oxydation de I’ADN

Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagenes ou I’arrét des réplications
de I’ADN.

Ils agissent en provoquant des altérations de bases, des pontages ADN protéines [126].
L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer l'oxydation des bases, ce qui donne
naissance a un grand nombre de bases modifiées.

Des dommages indirects peuvent résulter de l'attaque des lipides dont la peroxydation
génere des aldéhydes mutagenes, formant des adduits sur les bases de I'ADN de type
MDA-guanine ou éthénodérives.

Les radicaux libres peuvent aussi attaquer les protéines qui sont trés nombreuses a
entrer en contact 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
[102][127].

111.5.2- L oxydation des proteines

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) [128].
111.5.3-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
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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.
111.6-Les antioxydants

Les antioxydants sont definis comme I'ensemble des molécules susceptibles
d'inhiber directement a faibles doses la production, de limiter la propagation ou de détruire
les ERO[102]. Il est clair que tous les systemes biologiques, dans leurs environnements
oxygénés, ont élaboré des mécanismes pour contrer les conséquences potentiellement
délétéres des agents pro oxydants [129]. On distingue au niveau des cellules deux lignes de

défense inégalement puissantes pour détoxifier la cellule.
111.6.1-Les antioxydants enzymatiques

L'un des systemes de defense antioxydants enzymatiques est constitué de trois
enzymes : le superoxyde dismutase SOD, la glutathion peroxydase GSH-Px et la catalase.
Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, conduisant finalement a la formation d’eau et

d’oxygene moleculaire [130].

Superoxydedismutase
20;.- + 2H+ _, H,0+0O
Catalase

2H,0p ———» H,0+0,
glutathion peroxydase
H202 +2GSH  —— H,0,; +2GSH

Figure 05: Réactions enzymatiques de piégeage des especes réactives oxygénées
ERO[131].

Il existe de nombreuses autres enzymes antioxydantes comme les peroxyredoxines,
I'hneme oxygenase, le glutathion transférase, les thiorédoxines réductases ou les
thiorédoxines peroxydases. La plupart de ces enzymes, de méme que les enzymes de
réparation des dommages oxydants, vont utiliser un donneur d’équivalent réducteur, le
NADPH, qui constitue avec le glutathion les plaques tournantes de la défense antioxydante
[102].
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111.6.2-Antioxydants non enzymatiques

Ce groupe d’antioxydants est constitué de plusieurs composés capables de réagir
directement ou indirectement avec les ERO. Le mécanisme indirect implique la chélation
des métaux de transition ce qui empéche la production du radical hydroxyle, hautement
toxique [132]. Certains composés antioxydants comme les vitamines E (tocophérol), C
(acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides apportés par les aliments, agissent
en piégeant les radicaux et en captant I'électron célibataire, les transformant en molécules
ou ions stables. La vitamine piégeuse va devenir un radical, puis sera soit détruite, soit
régénérée par un autre systeme. Ainsi, la vitamine E est régénérée par la vitamine C qui est
elle-méme régénérée par des enzymes, les ascorbates réductases. Ce type d'antioxydant est
appelé piégeur « scavenger » pour les Anglo-saxons. De trés nombreux composés
alimentaires peuvent aussi avoir ce comportement : polyphénols, alcaloides .... Il existe de
plus des composés endogenes synthetises par les cellules et jouant le méme role ; le plus
important est le glutathion réduit qui protege non seulement contre les radicaux oxygénés,

mais aussi contre les peroxydes ou le NO» [102][133].
111.6.3-Antioxydants d’origine végétale

Les caroténoides et les polyphénols constituent de vastes familles de composés
(plusieurs centaines) parmi lesquels se trouvent le B-caroténe, l'acide caféique et la
quercétine. Les caroténoides et les polyphénols sont généralement de bons capteurs de
radicaux hydroxyles -OH et peroxyles RO2 -. Ils sont donc susceptibles d'inhiber les
chaines de peroxydation lipidique, mais d'une mani¢re moins efficace que celle de 1'a-
tocophérol. En outre, les caroténoides ont un rdle spécifique de capteur
d'oxygeénesinguletl’O,, ce qui leur permet d'exercer une protection vis-a-vis des

dommages induits par les rayons ultraviolets de la lumiére solaire [134].
111.6.4-Les antioxydants synthétiques

Dans [I’industrie alimentaire, les antioxydants synthétiques, tel que le
butylhydroxyanisole (BHA), butylhydroxytoluéne (BHT) gallate propylee (PG) et le
tétrabutylhydroquinone (TBHQ), sont largement utilisés parce qu’ils sont efficaces et
moins chers que les antioxydants naturels. Cependant, leur sécurité est trés discutée car ils
génerent un besoin de recherche comme matiére de substitution d’aprés des sources

naturelles comme antioxydants de la nourriture. Cependant, il a été montré que ces
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antioxydants de synthése pouvaient étre toxiques [135]. En effet, le BHA convertirait
certains produits ingérés en substances toxiques ou carcinogenes en augmentant la
sécrétion des enzymes microsomales du foie et des organes extrahépatiques [136]. Le BHT

présenterait des effets carcinogénes chez le rat [137].
I11.7-Alimentation et stress oxydant

La production des ERO peut se faire au niveau cellulaire en réponse a divers stimuli,
tel que la surcharge métabolique elle-méme provoquee par une surabondance de
macronutriments. En effet, lorsque I’apport calorique dépasse la dépense énergétique,
I’augmentation induite par le substrat en exces active le cycle de Krebs ce qui provoque la
formation des ERO. Ainsi, I’ingestion excessive de macronutriments induit la production
des ERO [138]. Dans ce sens, une étude a démontré que I’ingestion de 75g de glucose
induit une augmentation de la production de superoxyde dans les leucocytes, libérés
ensuite dans le milieu extracellulaire [139]. Une reponse similaire a également éte
observée suite a I’ingestion des graisses saturées [139]. Une réponse similaire a également
été observée suite a I’ingestion des graisses saturées [140]. Ainsi, un repas riche en graisse
et en glucides induit une réponse oxydatif et inflammatoire plus intense et prolongée avec
une production accrue des ERO chez les patients obéeses par rapport aux sujets normo-
ponderés [141]. Pour cela, il est possible de choisir des aliments antioxydants et non
inflammatoire a fin de minimiser I’inflammation et le stress oxydatif postprandial.
L avenement de la biologie moléculaire montre le réle de certaine molécule de petite taille
dans la défense antioxydante, en effet cette défense peut étre renforcée par des apports
exogenes. Le schéma suivant montre qu’une bonne alimentation fourni directement
I’essentiel des éléments pouvant assurer une bonne défense antioxydante. Cette

alimentation garantie :

¢ Un apport en Vitamines A et C, les caroténoides et flavonoides qui ont pour réle la

neutralisation des entités radicalaires en les piégeant (Scavangers).

¢ Les oligoéléments tels que le Fer, Sélénium, Cuivre, Zinc et le Manganese
indispensables Pour I’activité des enzymes antioxydantes (Cu, Zn-SOD, Se-GPx). Sur la
base de ces données, les scientifiques accordent de plus en plus d’importance & une
alimentation riche en fruits et légumes, cette constatation améne donc une réflexion

importante sur I’effet d’une thérapie antioxydante & long terme dans le cadre de la
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prévention de pathologies ou le stress oxydant est impliqgué (ex : maladies
cardiovasculaire). Dans cette optique I’étude SUVIMAX a proposé d’évaluer quel sera
I’impact d’une prise journaliére pendant 8 ans de d’un mélange d’antioxydants a des doses
physiologiques (30mg de Vit E, 120 mg de Vit C, 6 mg de b-Caroténe, 100ug de séléal. et
20 mg de Zinc sur I’incidence de I’apparition des maladies cardiovasculaires [142].
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Figure 06: Apercu des especes oxygeénees activees (EOA) dérivant de I’oxygene et

systemes de protection permettant de limiter I’effet toxique de ces espéces [143].

111.8-Les maladies liées au stress oxydatif

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en surexprimant
certains genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies:
cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu,
oedeme pulmonaire, vieillissement accélére, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales,

rhumatisme, I’athérosclérose, le diabéte [144][145].

Synthese bibliograpliique
27



Partie |1

Partie expérimentale




ChapitrelV
Matériel et méthodes




Chapitre 7V Materiel et methodes

1V. Matériel et méthodes

Notre travail expérimental ayant pour objet I’investigation pytochimique et I’étude
in vitro de I’activité antioxydante de [I’extrait méthanolique brut de deux plantes
médicinales Marrubuim vulgare et Artemisia campestris. L’étude expérimentale a été

effectuée au sein du laboratoire de Biochimie, Université Abbés Laghrour - Khenchela.
IV .1- Matériel

IV .1.1- Matériel biologique
IV .1.1.1- Matériel végétal

Il est constitué des feuilles et tige de Marrubuim vulgare et Artemisia campestris,
récoltées au cours du mois de novembre 2016 de la région de KHENCHELA (BAGHAI)

IV .1.1.2- Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilises dans nos expériences, parmi
ces produits: FeCl3, acide sulfurique (H,SO4), HCI, acide acétique, NH,OH, KI, I,
Aceétone , acide formique, Na,Sos, AIClI3, acide orthophosphorique, méthanol, n-butanol,
acétate d'éthyle, chloroforme, Acétone, Plaque CCM, acide ascorbique, quercetine le
radical 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl radical (DPPH) ; Réactif de Folin-Ciocalteu, l'acide
gallique, carbonate de sodium (Na,CO3), chlorure d’aluminium (AICl3), H20,, tompon
phosphate (Na;HPO4-2 H,0, / KH,PO,).

Parmi I’appareillage utilisé : Rotavapeur (Hahnvapor (KIT LAB), Spectrophotomeétre
UV-Vis a double faisceau (Jenway 6305 UV/VIS), Chambre d’observation UV « 264/365
nm » (Vilber Courmat), Bain Marie (Memmert (31702/uk), Etuve (Memmert), Autoclave.
pHmetre (HanwAinstrument) ,Balance analytique (OHAUS), agitateur magnétique
(Scilogex MS7-H550-pro), vortex(Velp Sientifica).
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Photol: Vue générale de la plante d’Artemisia campestris prise a partir du site d’étude.

Photo2: Vue générale de la plante de Marrubium vulgare prise a partir du site d’étude.
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1VV.2- Méthodes

IV.2.1- Préparation de I’extrait méthanolique

Les feuilles et les tiges de deux plantes fraichement récoltée sont conservées a
I’ombre dans un endroit sec et aéré, ensuite elles ont été broyées dans un broyeur électrique
pour I’obtention d’une poudre trés fine, la poudre obtenue a été placée dans un flacon en
verre bien hermétique.

86.002 et 150 g de la poudre de la partie aérienne des deux plantes médicinales
Marrubuim vulgare et Artemisia campestris respectivement sont mise a macérer dans un
mélange méthanol/eau (7 :3 V/V) pendant 24 heures a température ambiante. Cette
opeération est répétée trois fois avec renouvellement du solvant. L’extrait hydroalcoolique
est récupéré dans un premier temps apreés filtration du mélange, le méthanol est éliminé
du filtrat par évaporation sous pression réduite en utilisant un rotavapeur a la
température 50°C permettant ainsi d’obtenir I’extrait méthanolique qui est conservé a
+5°C.

Figure 07: du Rotavapor utilisé pour sécher nos extraits methanoliques.
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IVV.2.2-Détermination du rendement d’extraction
Le rendement des extraits méthanoliques est le rapport entre le poids de I'extrait sec
et le poids de la plante en poudre utilisée. Il est exprimé en pourcentage selon la formule

suivante :

endement d’extraction (%) = Pg / Pp x 100

Ou : Ps : Poids de I'extrait sec en gramme (g).

Pp : Poids de la poudre en gramme (Q).
IVV.2.3- criblage 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 propriétes pharmacologiques.

Les tests phytochimiques sont réalisés sur I’extrait brut méthanolique de
Marrubuim vulgare et Artemisia campestris et les résultats obtenus ont été évalués comme

suit :
+ : Positif ; - : Négatif ; ND : Non déterminé.
IVV.2.3.1- 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. Le test est

consideéré positif s’il ya I’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité [146].
IV.2.3.2-Recherche des saponosides

» Test 1 : 5 ml de P’extrait brut méthanolique sont mélangés avec 10 ml d’eau
distillée pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min
confirme la présence des saponosides [146].

» 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 triterpenes hétérosidiques [147].
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1VV.2.3.3- Recherche des flavonoides

5 ml de I’extrait méthanolique sont traités avec quelques gouttes d’AlCI; (1%). La
présence des flavonoides est confirmée par I’apparition d’une couleur jaune[148].

1VV.2.3.4- Recherche des coumarines

Les résidus secs sont dissous dans I’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 NH4;OH 10% dans le 2eme tube. L’apparition d’une
fluorescence bleue ou verte a la lampe UV 365 nm indique la présence des coumarines
[149][150].

I1VV.2.3.5-Recherche des composés réducteurs

Ce test est base sur la réaction de Keller-Kiliani, 5 ml d’acide acétique contenant des
traces de FeCl3 et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces de FeCls sont ajoutés a 1
ml de I’extrait. La présence des composes réducteurs est confirmé par la formation de deux
phases, une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxiéme en bleu-vert (acide
sulfurique)[147].

1V.2.3.6-Recherche des alcaloides

Ce test est fait pour révéler la présence ou I’absence des alcaloides sels. 5 ml d’HCI
(2N) sont ajoutés a I’extrait et chauffer dans un bain marie. Aprés la filtration, le filtrat est
traité avec le réactif de Wagner (2g de Kl et 1,27g d’l, solubilisé dans 100 ml d’eau
distillée). La présence de turbidité ou de précipitation indique la présence des alcaloides
sels [148].

IV.2.4- Etude quantitative

I1V.2.4.1- Dosage des polyphénols

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

Folin Ciocalteu selon la méthode cité par wong [151].
1V.2.4.1.1- Principe

La teneur phenolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec

le spectrophotométre UV-Vis en utilisant I’essai de Folin-Denis ou généralement Folin-
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Ciocalteu .Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide
phosphotungstique phosphomolybdique (reactif Folin) dans une solution alcaline [152].

Briéevement 200 ul de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés a
1ml de réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions ont été mélangées et incubées

pendant 4 minutes.

Aprés I’incubation 800 pul de la solution de carbonate de sodium Na,COg3 (7,59 /1) a
été ajoutée. Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans I’obscurité
et  température ambiante. L’absorbance des extraits a €té mesurée par un
Spectrophotometre UV-Vis a double faisceau (JENWAY 6305 UV/VIS)a 765 nm.

1VV.2.4.1.2- Expression des résultats

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

1V.2.4.2- Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par Djeridane [153] est utilisée

pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.
1V.2.4.2.1-Principe

1ml de chaque extrait et du standard (dissous dans le méthanol) avec les dilutions
convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AICl; (2% dans le méthanol).
Le mélange a été vigoureusement agité et I’absorbance a 430 nm a été lue apres 10 minutes

d’incubation.

1V.2.4.2.2-Expression des résultats

La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y= a x + b) réalisé par un standard étalon "la quercétine” a différentes
concentrations (1.75-40 pg/ml) dans les mémes conditions que I’échantillon. Les
résultats sont exprimés en microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme
d’extrait (ug EQ/mQ).
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IV.2.5- 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 géenérale un mélange de
solvant, adapté au type de séparation rechercher, et leur afifnité, 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
des renseignements (Rapport frontal -Rf- et coloration) susceptibles d’orienter vers une
hypothese de structures.
1V.2.5.1- Protocole de CCM sur gel de silice

Les analyses par CCM ont été effectuées avec des plaques de silica gel, sur support
rigide en aluminium 20/20 Cm.

- L’extrait est déposé a I’aide d’une micropipette (2 pl) a des points reperes a 1.5 cm
du bord inférieur de la plaque.

- les plaques sont placees dans les cuves de développement, a environ 0,5 cm de
hauteur. dans les quelles se trouve 3 systemes de migration appelés phase mobile
constitué de :

» BAW : Butanol, Acide acétique, H20 (4:1:5).

» Chloroforme, Méthanol, H20 (85 : 10 : 5).

» Acétone, H20 (1 :1).

Apreés développement, les plaques sont séchées, puis visualisées séparément par une
révélation physique sous lampe UV a 254 et 365 nm.
Pour chaque spot on a calculé le facteur de rétention qui est égal a la distance parcourue
par le constituant/la distance parcourue par le solvant. Les rapports frontaux des spots sont
compares a ceux des témoins permettant ainsi I’identification des constituants de differents
extraits [154].

IV.2.6 - Evaluation de I’activité antioxydante des différents extraits

L'activité antioxydant ne doit pas étre conclue sur la base d'un seul modéle de test
antioxydant. Et en pratique, plusieurs essais in vitro procédures sont menés pour évaluer
les activités antioxydants avec les échantillons d'intérét. Un autre aspect est qu'antioxydant

des modeles de test varient dans les differents points de vue
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deux tests différents ont été utilisés pour évaluer I’activité antioxydante des extraits: le test
de DPPH (2,2-diphényl-1 -picryl-hydrazyl) et le Test de piégeage du peroxyde
d’hydrogéne.

IV.2.6.1 - Test du piégeage du radical libre DPPH

Dans cette analyse la capacité anti-oxydante est déterminée par I’activité du
balayage des radicaux libres a été mesurée en employant le radical libre stable DPPH
(C18H12N50g) qui est I’un des essais principaux employés pour explorer I’utilisation des
extraits d’herbes comme antioxydants [155].

IV.2.6.1.1 - Principe

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH(2.2 diphenyl 1 picryl
hydrazyl (Figurell) de couleur violette se réduit en 2.2 diphenyl 1 picryl hydrazyl de
couleur jaune. [156].

LA 0 .. . B, C0
.o N o

NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yvellow

Figure 08: Forme libre réduite du DPPH [151].

Ce radical est un oxydant qui peut étre réduit par I’antioxydant (AH) selon la réaction

suivante :
DPPH+ AH —— > DPPH-H+ A [157].

(AH) représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH
(violet) pour le transformer en diphényle picryl hydrazine (jaune) [158] . L’activité du

balayage du radical DPPH a été mesurée selon le protocole décrit par Lopes-Lutz et [159] .

1VV.2.6.1.2- Méthode
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Le DPPH est solubilisé dans le méthanol pour avoir une solution de 0,3 Mm. Dans
des tubes on introduit 2,5 ml de chaque extrait (1mg/ml) )d’une solution méthanolique mére
de Ci= 10 mg/ml de P’extrait, les dilutions C2= 8mg/ml, C3= 6mg/ml, C4= 4mg/ml, C5=
2mg/ml,. A chaque volume de 1,5 ml de la solution méthanolique du DPPH, un volume de
15 ul de chaque concentration préparée de I’extrait est ajouté. Apres agitation et incubation
a la température ambiante pendant 30 min, les densités optiques des mélanges réactionnels

sont mesurees par le spectrophotomeétre a 517nm contre un blanc prépare dans les méme.

Le contréle négatif est composé de 1ml de la solution méthanolique au DPPH et de
2,5 ml de méthanol. Le contréle positif est représente par une solution d’un antioxydant

standard qui est I’acide ascorbique.
1V.2.6.1.3- L’expression des résultats

En présence d’un antioxydant la force d’absorption est diminuée et la decoloration

résultante est stoechiométrique en ce qui concerne le nombre d’électrons captés [155].

Les résultats sont exprimés en tant que I’inhibition des radicaux libres en pourcentages

(1%) en utilisant la formule suivante :
Inhibition %=[(A1-A0/A1]X100 [160].
Ou:

» AO0: Absorbance d’échantillon.
» Al: Absorbance du control négatif.

La valeur IC 50, a été déterminée pour chaque extrait, est définie comme étant la
concentration de substrat qui cause la perte de 50% de I’activité de DPPH (couleur), les
valeures IC 50 moyennes ont été calculées par les régressions linéares de trois essais
séparés ou I’abscisse est représentée par la concentration des extrais testés et I’ordonnée

par I’activité antioxydante en pourcentage [161].

1V.2.6.2 - Test de piégeage du peroxyde d’hydrogene (H,O,scavenging activity)

Le peroxyde d'hydrogene est un dérivé 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. [162].

Partie experimentale 36



Chapitre 7V Materiel et methodes

1VV.2.6.2.1 - Principe

Une des méthodes les plus communes pour évaluer la capacité du piégeage du
peroxyde d’hydrogene est basée sur I'absorption de cette molécule dans le domaine de
I'UV. Comme la concentration de H,0O, diminue par les composés 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 lI'exécution

d'une mesure blanche [163].

1V.2.6.2.2 - Dosage

Une solution de 20ul de peroxyde d’hydrogéne est préparé dans le tompon
phosphate. Un millilitre (1ml) extrait (fraction ou standard) a diffirentes concentrations
dans le méthanol est additionné a 2ml solution PBS.L’absorbance est lue apres 10min
contre un blanc sans peroxyde d’hydrogéne .Le pourcentage de piégeage (1%)est calculé
par la formule suivante: 1(%)= [(Abs contrble-Abs test)/Abs contr6le]x100.

IV.2.7-Analyse statistique

Chaque expérience est répétée trois fois et les valeurs sont représentees par la

moyenne écart type.
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V. Résultats et discussion

Le présent travail porte sur I’étude phytochimique et I’évaluation in vitro de I’activité
anti-oxydante des extraits de la partie aérienne des plantes médicinales endémiques Artimisia

campestris et Marrubium vulgare.

V.1-Détermination du rendement d’extraction

endement d’extraction (%) = Ps / Pp x 100

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

L’extrait a été préparé a partir de la poudre de la partie aérienne d’Artimisia campestris

et Marrubium vulgare. Les résultats sont représentés dans le tableau 2.

Tableau 02 : Le rendement des extraits méthanoliques d’Artimisia campestris et Marrubium

vulgare.
La plante Le poids du matériel | Le poids des extraits | Le rendement en
vegétal en () en (g) (%)
Artimisia campestris | 150 21.98 14.65
Marrubium vulgare | 86.002 15.11 17.57

L’opération de I’extraction du matériel végétal d’Artimisia campestris et Marrubium
vulgare a I’aide du méthanol a permis d’obtenir des résidus secs d’extrait brut de 21.98 g et
15.11g respectivement. Le calcul des rendements en fonction de la matiére végétale seche de la
partie aérienne des plantes (Tableau 2) a montré que I’échantillon de Marrubium vulgare fourni
un taux d’environl17.57 %, plus élevé que celui obtenu a partir d’Artimisia campestris, qui est
del4.65%. Dans notre étude ou I’extraction est réalisée a froid par simple macération[164]. qui
est une méthode discontinue dont le solvant devrait étre remplacé jusqu’a ce que la matiere
vegétale soit epuiseée [165]; donc il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la

bibliographie de maniére générale. En effet, le rendement n’est pas relatif; il varie en fonction
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de I’espéce végétale, I’organe utilisé dans I’extraction, les conditions de séchage, le contenu de
chaque espece en métabolites (de son métabolisme) et de la nature du solvant utilisé dans

I’extraction ou fractionnement et de sa polarité [151].
V.2-Criblage phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de composés qui
existent dans les feuilles et les tiges d’Artimisia campestris et Marrubium vulgare, par des
réactions de précipitation ou de coloration, en utilisant des réactifs spéecifiques a chaque famille

de composés, les résultats obtenus sont représentés dans les tableaux 3 et 4.

Tableau 03 : Résultats des tests phytochimiques des composés constituant de I’extrait

méthanolique de Marrubium vulgare.

Extrait méthanolique de Marrubium vulgare

Métabolites Résultat Observation

secondaire

Les saponosides | (+) Formation d’une mousse persistante aprées 15 min

Les flavonoides (+) Apparition d’une coloration jaune

Les tanins (+) Apparition d’une coloration bleu noir et un précipité
aprés 3 min

Les composés | (+) Apparition de deux phases séparées (colorée rouge et

réducteurs I’autre en bleu vert)

Les alcaloides (+) Apparition d’une turbidité et d’un précipité avec le

réactif de Wagner

Les coumarines (

) Absence d’une fluorescence bleue ou vert a la lampe
uv
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Tableau 04: Résultats des tests phytochimiques des composés constituant de I’extrait
méthanoliques d’Artemisia Campestris .

Extrait méthanolique d’Artemisia Campestris

Métabolites Résultat Observation

secondaire

Les saponosides | (+) Formation d’une mousse persistante apres 15 min

Les flavonoides (+) Apparition d’une coloration jaune

Les tanins (+) Apparition d’une coloration bleu noir et un précipité
apres 3 min

Les composés | (+) Apparition de deux phases séparées (colorée rouge et

réducteurs I’autre en bleu vert)

Les alcaloides (+) Apparition d’une turbidité et d’un précipité avec le réactif
de Wagner

Les coumarines (+) Présence d’une fluorescence bleue ou vert a la lampe UV

Les résultats sont interprétés comme suit: (+) Réaction positive, (-) Réaction négative

Les résultats de I’étude phytochimique d’Artimisia Campestris et Marrubium vulgare a
montré que dans les feuilles et les tiges de ces plantes, la recherche des alcaloides, composés
réducteurs, flavonoides, tanins et saponosides ,a été positive dans les deux plantes ce qui
confirme les travaux de Belkassam [166] qui a été révele la présence de flavonoides,
saponosides et les tanins dans Artimisia campestris et Marrubium vulgare. Les coumarines sont
des classes de familles chimiques fortement caractérisées dans Artemisia Campestris mais

totalement absente dans les feuilles et les tiges de Marrubium vulgare.

La présence de ces composés chimiques dans les deux extraits pourrait étre responsable
des propriétés pharmacologiques observées. Qui sont a leurs tours responsables pour divers

vertus pharmacologiques observés dans les travaux de Chitemerere , Mukanganyama , Marjorie
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[167][168]. Aussi ¢a pourrait expliquer son utilisation traditionnelle pour soigner de nombreuses
maladies telles que: la fievre, contre les vers intestinaux, antispasmodique...etc [15][166][169
1[170].

V.3-Résultats de I’analyse quantitative

V.3.1- Dosage des polyphénols

Le dosage des polyphénols totaux des extraits bruts d’Artimisia campestris et de
Marrubium vulgare ont 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 nourritures[171].

L’ acide gallique est le standard le plus souvent employé dans la méthode de Folin-Ciocalteu
[172].

La teneur en composés phénoliques de chaque extrait méthanolique a été calculée a partir
de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Figure 12) et exprimé en microgramme par
millilitre d’extrait équivalent en acide gallique (ug EAG/ ml E).

y¥=0.00523x +0.0296

Abgorbancea 765 nm

o 50 100 150 200 250

Concentration (ng/m I}

Figure 09 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique (moyenne + SD de trois mesures).
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405.606=+=31.179
1.2 7
1
0.8
E
=
:\é 0.6 m Marrubium
o Vulgare
= 208.102+20.299 -
0.4 Artemisia
’ Campestris
0,2
0
concentration pg/mg

Figure 10 : Teneur en polyphénol totaux (mgEG/QE) dans les extraits méthanolique d’Artimisia

campestris et de Marrubium vulgare

La teneur en polyphenols a été calculée a partir de I’équation de régression de la courbe
d’étalonnage de I’acide gallique (figure 12) Y=0.00523+0.0296.

La détermination quantitative des phénols totaux par la méthode colorimétrique montre
que I’extrai méthanolique d’Artemisia campestris a fournit un taux d’environ (405.606+
0.333ug EA/ mg extrait) qui est plus élevé et plus riche que celui obtenu a partir de I’extrait

méthanolique de Marrubium vulgare égal a (208.102+0.168 ug EA/ mg extrait).

Le contenu polyphénolique varie qualitativement et quantitativement d’une plante a une

autre, cela peut étre attribue a plusieurs facteurs :

Facteurs climatiques et environnementaux : la zone géographique, sécheresse, sol, agressions et
maladies...etc. [173]. Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de

développement de la plante [174].

La méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent également influencer

I’estimation de la teneur des phénols totaux [175].

V.3.2- Dosage des flavonoides
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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 composeés déja decrits [176].

L’étude quantitative d’Artimisia campestris et Marrubium vulgare au moyen des dosages
spectrophotométriques, selon la méthode de trichlorure d’aluminium avaient pour objectif la
détermination de la teneur totale des flavonoides. Une courbe d’étalonnage (Figurel4) a été
tracée pour cet objectif, établie avec la quercétine a différentes concentrations. Des mesures de
densité pour chaque fraction réalisées a 430 nm. Les quantités des flavonoides correspondants
ont été rapportées en équivalent microgramme de quercétine par milligramme d’extrait

(Figure8) et determinés par I’équation de type: y=a x + b.

(]

y=0.035x+0.288
R==0.995
g 15
=
)
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=
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=
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de trois mesures).
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Figure 12 : Teneur en flavonoides totaux (mgEQ/QE) dans les extraits méthanolique d’Artimisia

campestris et de Marrubium vulgare.

La teneur en composés flavonoiques de chaque extrait methanolique a été calculée a
partir de la courbe d’étalonnage de la quercitine et exprimé en microgramme par milligramme
d’extrait équivalent en quercétine (ug EQ/mg E) a partir de I’équation de régression
y=0.035x+288.

La détermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure révele que
I’extrait méthanolique d’Artemisia campestris a fournit un taux d’environ (3.972 = 0.0192 ug
EQ/ mg extrait) plus élevé que celui obtenu a partir de I’extrai méthanolique du Marrubium
vulgare qui est de (3.046+£0.0212 pg EQ/mg extrait).

Nous remarquons que I’espéce la plus significativement riche en flavonoides est
Artimisia campestris. Alors que les plante Marrubium vulgare restent relativement riche en
flavonoide par rapport a Artimisia campestris ceci est peut étre lié au climat de la région ou a la

méthode utilisée qui ne donne pas une composition quantitative compléte des extraits [177].

Suivant les figures ci-dessous (16,17) Nous pouvons suggerer, qu’il y a une remarquable
corrélation entre les flavonoides et polyphénols des deux plantes étudiées avec (r*=0,948) pour

Artimisia campestris et (r*=0,987) pour Marrubium vulgare respectivement.

12
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Figurel3 : courbe représente la corrélation entre la teneur en flavonoides, polyphénols de

I’extrait méthanolique du Marrubium vulgare

12

10 y=0,027x - 6,982

R2 = 0,943/’
8

*
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Teneur en flavonoides en (png/ml)
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Teneur en polyphénols en (pg/ml)

Figure 14 : courbe représente la corrélation entre la teneur en flavonoides, polyphénols de

I’extrait méthanolique d’Artimisia campestris.

V.4- Résultats de I’étude qualitative chromatographie sur couche mince des
extraits methanoliques des plantes Marrubium vulgare et Artemisia
Campestris

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[178].

La CCM nous a permis d’avoir les empreintes flavoniques des extraits méthanolique des
parties aériennes des plantes Marrubium vulgare et Artemisia campestris, I’identification des
composeés 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 révele les taches fluorescentes et visible et les tableaux 5-6-7-
8-9-10 résument les résultats du CCM.
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1) Composés identifiés chez Marrubium vulgare

Figure 15 :des chromatogrammes resultants de I’analyse du I’extrait méthanolique de

Marrubium vulgare par chromatographie sur gel silice (révélation a UV 365) nm par les
systemes solvants: (A): BAW : Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1 :5), (B): Chloroforme,
Méthanol, H,O (85 : 10 : 5) et (C): Acétone, H,O (1 :1)

Tableau 05 : CCM de I’extrait méthanolique de Marrubium vulgare
Systéme solvant : BAW : Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1 :5).

Adsorbant : Gel de silice.
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Couleur sous UV 365 | Rapport frontal (cm)

(nm)

Spotl : pourpre 0.43
sombre

Spot2 : mauve 0.49

Spot3: bleu blanc  0.56

fluorescent

Spot4 : rouge 0.86

Spot5 :rouge 0.92

Type de flavonoide possible

Flavonols, flavonones, isoflavone, flavanones,

chalcones
Anthocyanidine 3-glycosides

Flavonols, flavonones, isoflavone, flavanones,

acide phénol

Anthocyanidine 3-glycosides

Anthocyanidine 3-glycosides

Cing spots ont été ségrégués des dépdts de I’extrait méthanolique par le systeme de

solvant utilisé (BAW : Butanol, Acide acétique, H20 (4 :1:5)) appartenant aux différentes

classes flavoniques, mais une grande partie appartiennent probablement surtout aux classes des

Anthocyanidine 3-glycosides.

Tableau 06: CCM de I’extrait méthanolique de Marrubium vulgare

Systeme solvant : Chloroforme, Méthanol, H,O (85: 10:5) .

Adsorbant : Gel de silice

Couleur sous UV 365 | Rapport frontal (cm)

(nm)

Spotl : Violet 0.22

Type de flavonoide possible

Anthocyanidine 3-glycosides

Un seul spot a été ségrégué des dépdts de I’extrait méthanolique par le systéeme de

solvant utilisé (Chloroforme, Methanol, H,O (85: 10: 5) appartenant a la classe des

anthocyanidine 3-glycosides.

Tableau 07: CCM de I’extrait méthnolique de Marrubium vulgare
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Systéme solvant : Acétone, H,O (1 :1).

Adsorbant : Gel de silice.

Couleur sous UV 365 Rapport frontal (cm) Type de flavonoide possible
(nm)

Spotl : bleu 0.36 Acide phénol

Spot2 : rouge vif 0.44 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot3 : rouge vif 0.54 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot4 : mauve 0.90 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot5 : rose pale 0.94 Anthocyanidine 3,5-diglycosides

Cinqg spots ont été ségrégués des dépots de I’extrait méthanolique par le systeme de
solvant utilisé (Acétone, H20 (1 :1) appartenant aux différentes classes des anthocyanidine 3-

glycosides et d’acide phénol.

Aprés une simple comparaison entre les trois systemes, il apparait clair et évident que la
tache mauve (violet), qui correspond aux anthocyanidine 3-glycosides est commune.
D’apres les résultats de ces tableaux (5-6-7), le systéme qui a donné la meilleure séparation est
celui de (BAW : Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1 :5) par ce qu’il a permis la séparation de 05
taches ce qui explique la solubilité différentielle des composés flavonoique dans ce systeme.

1) Composés identifiés chez Artemisia Campestris
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A C

Figure 16 : des chromatogrammes résultants de I’analyse d’extrait

méthanoliques d’Artimisia campestris par chromatographie sur
par les systemes solvants: (A): BAW :
Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1:5), (B): Chloroforme, Méthanol,

H,0 (85: 10: 5) et (C): Acétone, H,O (1 :1)

gel silice (révélation a UV 365 nm)

Tableau 08 : CCM de I’extrait méthanolique d’Artemisia Campestris
Systeme solvant : BAW : Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1 :5)

Adsorbant : Gel de silice
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Couleur sous UV 365 | Rapport frontal (cm)

(nm)

Spotl: bleu blanc

fluorescent

Spot2: bleu blanc

fluorescent

Spot3: pourpre

sombre

Spot4 :  bleu blanc

fluorescent

Spot5 : mauve

Spot6 : rouge

Spot7 : rouge

0.56

0.65

0.69

0.77

0.82

0.86

0.92

Type de flavonoide possible

Flavonols, flavonones, isoflavone,
flavanones
Flavonols, flavonones, isoflavone,
flavanones
Flavonols, flavonones, isoflavone,

flavanones, chalcones

Flavonols, flavonones, isoflavone,

flavanones

Anthocyanidine 3-glycosides

Anthocyanidine 3-glycosides

Anthocyanidine 3-glycosides

Sept spots ont été ségrégués des dépdts de I’extrait méthanolique par le systeme de

solvantutilisé (BAW : Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1 :5) appartenant aux différentes classes

flavoniques, mais une grande partie appartiennent probablement surtout aux classes des

flavonols, flavonones, isoflavone et flavanones.

Tableau 09: CCM de I’extrait méthanolique d’Artemisia Campestris

Systéme solvant : Chloroforme, Méthanol, H20 (85 : 10 : 5)

Adsorbant : Gel de silice

Partie experimentale

50



Chapitre V Resultarls et Discussion

Couleur sous UV 365 | Rapport frontal (cm) Type de flavonoide possible

(nm)

Spotl : bleu 0.05 Acide phénol

Spot2 : mauve 0.11 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot3 : bleu 0.14 Flavonols, Acide phénol
Spot4 : mauve 0.17 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot5 : violet 0.55 Flavones

Spot6 : bleu 0.65 Acide phénol

Spot7 : mauve 0.77 Anthocyanidine 3-glycosides

Sept spots ont été ségrégues des dépots de I’extrait méthanolique par le systéeme de
solvant utilisé (Chloroforme, Méthanol, H,O (85 : 10 : 5) appartenant aux classes flavoniques,
mais une grande partie appartiennent probablement surtout aux classes des acides phénols, et

anthocyanidine 3-glycosides.

Tableau 10 : CCM de I’extrait méthanolique d’Artemisia Campestris
Systeme solvant : Acétone, H,O (1 :1).

Adsorbant : Gel de silice.
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Couleur sous UV 365 | Rapport frontal (cm) Type de flavonoide possible

(nm)

Spotl : bleu 0.36 Acide phénol

Spot2 : rose 0.53 Anthocyanidine 3-glycosides
Spot3 : bleu 0.77

Spot4 : jaune 0.84 Flavonols

Spot5 : bleu 0.98 Acide phénol

Cing spots ont été ségrégués des depdts del’extrait méthanolique par le systéeme
desolvant utilisé (Acétone, H,O (1 :1) appartenant aux différentes classesdes anthocyanidine 3-
glycosides et de acide phénol et des flavonols.

D’aprés les résultats des tableaux (8-9-10), le systeme qui a donné la meilleure
séparation est celui de BAW : Butanol, Acide acétique, H,O (4 :1:5) par ce qu’il a permis la
séparation de 07 taches de différentes classes mieux que le deuxieme systéme chloroforme,
méthanol, H,O (85 : 10: 5) celui qui sépare a son tour 07 taches moins intéressantes que le

premier, ce qui explique la solubilité différentielle des composés flavonoique dans ce systeme.

Aprés I’analyse des résultats obtenus, la CCM confirme la présence et la richesse des plantes en
flavonoides déja mis en évidence prealablement par des tests phytochimiques. La bonne
séparation apparait dans les systemes polaires prouve que les flavonoides existants sont de
nature beaucoup plus polaire.

En effet, les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont
reconnus comme des substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les
espéces radicalaires et les formes réactives de 1I’oxygeéne [179]et permet de I’augmentation de
I’activité antiradicalaire des plantes médicinales .

V.5-Résultats et discussion de I’activité antioxydante

Tests, in vitro, de I’activité antioxydante
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L’étude du pouvoir anti-oxydant in vitro de notre extrait a été évaluée par deux
méthodes différentes a savoir le test de la réduction du radical libre DPPH et celui du piégeage

du péroxyde d’hydrogéne.
V.5.1-Effet scavenger du radical DPPH

La méthode DPPH a été choisie, en raison de sa simplicité, rapidité, sensibilité et de sa
reproductibilité, mais aussi parce que les mesures IC50 exprimées en mg/ml sont comparables

entre elles et non pas seulement a celle d’une référence.

Pour détecter I’activité antiradicalaire des extraits méthanoliques d’Artimisia campestris
et de Marrubium vulgare, nous avons utilisé le 2,2-diphényl-2-picrylhydrazyle(DPPH), un
radical qui est généralement I’un des substrats les plus utilisés pour I’évaluation rapide et directe
de I’activité antioxydante en raison de sa stabilité en forme radicale et la simplicité de I’analyse
[180].

L’activité antioxydante de ces extraits vis-a-vis du radical DPPH & été évaluee
spectrophotométriqguement 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 selon la réaction suivante :

Tableaull : Pourcentage d’inhibitionde I'activite antioxydante de test de DPPH de I'extrait

méthanolique de Marrubium vulgare.

Conentration 2 4 6 8 10
(Lg /ml)

Marrubium vulgare

Pourcentage 4,497 | 29,10 | 44,84 48,16 67,74
d’inhibition (%)

DPPH + AH — DPPH-H +A

Tableau 12: Pourcentage d’inhibitionde I'activite antioxydante de test de DPPH de I'extrait

méthanolique d’Artimisia campestris
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Conentration 2 4 6 8 10
(ug /ml)

Artimisia campestris

Pourcentage
d’inhibition (%)

2,77 | 2857 |3391 70,315 | 86,955

Tableau 13: Pourcentage d’inhibition de I'activite antioxydante de test de DPPH de I’acide
ascorbique

Conentration 2 4 6 8 10
(ug /ml)

Acide ascorbique

Pourcentage 32.98

d’inhibition (%)

54.63 |69.072 | 89.69 96.9

Les profils d’activité antiradicalaire obtenus révélent que les extraits méthanoliques
d’Artimisia campestris et de Marrubium vulgare possédent une activité antiradicalaire dose

dépendante et les IC50 de chacun des différents extraits ont été déterminées.

Les valeurs d’IC50 (concentration inhibitrice a 50%) sont déterminés graphiquement a

partir de la courbe [% inhibition = f (Concentration)] (Figures 20,21). Une valeur faible d’1C50
indigue une activité antioxydante forte.
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Figurel7: Activité antiradicalaire du test de DPPH de I’extrait méthanolique du Marrubium

vulgare.

100
$ 9% y-=10;50x—18;53
é 80 R%2=0,964
c
Q2 70 <
=
Q
= 60
£ 50
T
g 40
g’ 30 *
s L 4
g 20
3
a 10

0 I/ T T T T 1
2 4 6 8 10 12
Concentration de I'extrait méthanolique d'Artimisia campestris en Ug/ml

Figure 18 : Activité antiradicalaire du test de DPPH de I’extrait méthanolique d’Artimisia

campestris
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Figure 19 : Activité antiradicalaire du test de DPPH de I’acide ascorbique

Tableaul4 : Les IC50 des extraits méthanolique des deux plantes et I'acide ascorbique

Phase IC50 (ug/ml)
Artimisia campestris 6,526
Marrubium vulgare 7,53

Acide ascorbique 3.71

Nos resultats indiquent que I’extrait méthanolique d’Artemisia campestris présente une
activité remarquable vis- a-vis du piégeage du DPPH avec un IC50 de 6.526 pg/ml. Ceci est en
parfaite concordance avec les résultats de Akrout ,Gonzalez ,El Jani ,Madrid [10] ont étudié
I’activité antioxydante de trois extraits d’Artemsia campestris, ils ont trouvé une pouvoir
antioxydant tres éleveé; alors que le pouvoir anti-radicalaire a été enregistré avec notre extrait
méthanolique du Marrubium vulgare est important que celui obtenu avec I’extrait méthanolique
d’Artimisia campestris avec un IC50 de 7.53ug/ml. L’activité antioxydante par la méme

méthode est mesurée pour I’acide ascorbique, pris comme antioxydant de référence. Ce dernier
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a manifesté in vitro une capacité trés puissante sur le radical libre DPPH, , justifiée par la
valeur IC50 la plus basse obtenue expérimentalement par cette méthode (3.71ug/ml). Ce
standard (ac. ascorbique) demeure le piégeur le plus efficace, dirigé contre les radicaux libres
dans les systemes biologiques hydrosolubles. Les résultats de cette activité sont en accord avec
d’autres études des travaux réalises par Orhan[181] , affirment que I’extrait méthanolique est
moins actif que I’extrait acétonique de Marrubium vulgare. Contrairement, avec les résultats de
Boudjelal [74] obtenus a partir de I’extrait méthanolique de la partie aérienne de Marrubium
vulgare qui a montré une activité antioxydante élevée avec une valeur d’IC50 de I’ordre de 0,49

mg/ml.

L activité anti-radicalaire des extraits est donc relativement dépendante de la teneur en
polyphénols totaux et en flavonoides. Par exemple I’extrait méthanolique de Marrubium vulgare
qui représente la fraction la plus faible en polyphénols, posséde I’effet scavenger le plus bas par
rapport & I’extrait méthanolique d’Artimisia campestris qui représente la fraction la plus riche

en polyphénol et donc posséde I’effet scavenger le plus fort.
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Figure20 : Les concentrations des extraits méthanolique de Marrubium vulgare, Artimisia
campestris et de I’acide asorbique inhibent 50 % du radical DPPH°. (EMM: Extrait
méthanolique du Marrubium vulgare, EMA: Extrait méthanolique d’Artimisia campestris ,

Aasc: Acide ascorbique)
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Globalement, les résultats obtenus dans le present travail indiquent I’existence d’une
corrélation linéaire remarquable et significative entre le pouvoir antiradicalaire des extraits
méthanolique d’Artimisia campestris et de Marrubium vulgare et leur teneur en composés
phénoliques (r2 =0,979) et en flavonoides (r°=0,999). Pour Artimisia campestris et pour
Marrubium vulgare la teneur en composé phénolique (r?=0,904) et en flavonoides (r2 =0,957)

respectivement.

En effet, les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont
reconnus comme des substances potentiellement antioxydantes ayant la capacité de piéger les
especes radicalaires et les formes réactives de I’oxygene[179] . L’effet scavenger des
flavonoides est attribué a leur faible potentiel redox qui les rend thermodynamiquement
capable de réduire les radicaux libres par un transfert d’atome d’hydrogéne a partir des
groupements hydroxyle, [182] En outre, dans le but d’identifier les sites potentiels au sein des
flavonoides qui sont responsables sur I’effet antiradicalaire vis-a-vis du radical DPPH,
plusieurs travaux ont étudié la cinétique et le mécanisme réactionnel des flavonoides avec ce
radical stable. De plus, Ami¢ [183] ont mis en évidence la relation structure fonction de 29
flavonoides (flavones, flavonols et flavanones) et leurs capacités de piéger le DPPH. Les
résultats de cette étude ont montré que les flavonoides les plus efficaces sont ceux qui
renferment des groupements 3',4'- dihydroxy sur le cycle B et/ou un groupement 3-OH sur le

cycle C.
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Figure 21 :courbe représente La corrélation entre la teneur en polyphénols et le pourcentage

d’inhibition de radical DPPH pour Artimisia campestris
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V.5.2-Activité du piégeage du peroxyde d’hydrogene

Bien que le peroxyde d’hydrogéne ne soit pas un radical libre proprement dit, mais il
représente une source importante des radicaux libres hydroxyles qui sont toxiques, surtout en
présence d’ions metalliques comme le cuivre ou le fer. Aussi, le peroxyde d’hydrogene peut
traverser les membranes cellulaires et peut donc oxyder et endommager de nombreux

composés cellulaires.

Dans la présente étude, on soumet cette molécule qui est plutdt toxique a I’effet des
antioxydants présents dans les extraits végetaux et on suit I’évolution de la réaction en
fonction du temps (10 minutes) puis on calcule le pourcentage du piégeage du H,0..

La diminution de ce pourcentage est proportionnelle a la diminution de I’absorbance, cette
derniére est due a la molécule de H,O, qui absorbe dans I’UV a 230 nm [184] . Les résultats
trouvés montrent qu’au cours de la réaction I’absorbance a 230 nm diminue en fonction du

temps. Cela prouve que le peroxyde d’hydrogene cause de cette absorbance.

Nous avons étudié I’activité du piégeage du peroxyde d’hydrogéne des extraits
méthanolique d'Artimisia campestris et de Marrubium vulgare et les résultats des

pourcentages d'inhibition sont rapportés dans les tableaux (14,15)et les figures(25,26)

Tableaul5 : Pourcentage d'inhibition de I'activité antiradicalaire de test de peroxyde

d'’hydrogéne de I'extrait méthanolique du Marrubium vulgare

Concentration (mg /ml) | 0,25 0,5 1

Marrubium Vulgare

Pourcentage 2,22 12 40,30
d’inhibition((1h%o)
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Tableau 16 : Pourcentage d'inhibition de I'activité antiradicalaire de test de peroxyde

Resultats et Discussion

d'hydrogene de I'extrait méthanolique d’Artimisia campestris

Concentration
(mg /ml) Artimisia

campestris

0,25 0,5 1

Pourcentage
d’inhibition(1h%)

5,01 17,24 | 72,54

pourcentage d'inhibition(%)

0,25

0,5 1

Concentrations de I'extrait méthanolique d'Artimisia campestris en

(mg/ml)

Figure 23: Histogramme des pourcentages de piégeage du peroxyde d’hydrogene pour

I’extrait méthanolique d'Artimisia campestris
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Figure24 : Histogramme des pourcentages de piégeage peroxyde d’hydrogéne pour I’extrait

méthanolique du Marrubium vulgare

D’apreés les résultats, illustrées dans les tableaux et les figures, pour les fractions
méthanoliques des plantes Artemisia campestris et Marrubium vulgare, les pourcentages
d’inhibition du peroxyde d’hydrogene sont de 2.22, 12 et 40.4% respectivement des
concentrations 250 et 500 et 1000 pg/ml pour Marrubium vulgare et de 5.01, 17.24 et 72.54%
respectivement avec les mémes concentrations pour Artemisia campestris. On constate que la
fraction methanolique d’Artemisia campestris était la plus efficace par rapport a I’extrait
méthanolique du Marrubium vulgare et que I’effet inhibiteur du peroxide d’hydrogene, pour
les deux plantes, obtenu est dose-dépendant. Ces résultats sont compatibles avec ceux de
I’effet scavenger du DPPH.

Globalement, les résultats obtenus dans le présent travail indiquent I’existence d’une
corrélation linéaire remarquable et significative entre le pouvoir antiradicalaire des extraits
méthanolique d’Artimisia campestris et de Marrubium vulgare avec leur teneur en composés
phénoliques et en flavonoides (r* =0,997, r* =0,968) (r* =0,99 et r* =0,87) pour Artimisia

campestris et Marrubium vulgare respectivement.

Partie experimentale 62



Chapitre V Resultals et Discussion

80 80
c f=
2 €0 y = 0,259x - 89,07 f 2 €0 y =11,34x - 33,87 /
2 R?=0,997 / 2 R?=0,968
% < 40 _§ — 40
) Q
o= g
8= 20 ¥ 20
£ 2 ¢
f=
§ O T T T 1 g 0 ’ T 1
3 =]
a 0O 200 400 600 800 8 0 5 10

Teneur en polyphénols en (ug/ml

Teneur en flavonoides en (ug/ml)

Figure 25 : Courbes représentent la corrélation entre la teneur en polyphénols, flavonoides et
le pourcentage d’inhibition pour Artimisia campestris
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Figure26: Courbes représentent la corrélation entre la teneur en polyphénols, flavonoides et

le pourcentage d’inhibition pour Marrubium vulgare
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Conclusion et perspectives

A I’issue de la présente étude qui contribue a la valorisation des plantes médicinales
de notre pays ,nos investigations ont porté sur I’activité antiowydante des extraits

méthanoliques des deux plantes.

Dans le présent travail, différents aspects d’Artemisia campestris et de Marrubium
vulgare ont eté étudiés; I’extraction de la partie aérienne de ces plantes a permis d’obtenir
des rendements qui différent en fonction I’espéce végétale et une richesse en métabolites
secondaires alors que I’analyse quantitative de I’extrait hydrométhanolique est représentée
par le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides révélant une concentration de
3.972 pg/mg et 3,046 pug/mg en flavonoides pour I'Artemisia campestris et Marrubium
vulgare respectivement, et une concentration de 405.606 pug /mg et 208,102 pg/mg de
polyphénols totaux d'Artemisia campestris et Marrubium vulgare respectivement.

L’activité antioxydante des extraits meéthanolique d’Artemisia campestris et de
Marrubium vulgare a éte évaluée in vitro par deux méthodes : la méthode de réduction de
radical libre DPPH et le test de piégeage de péroxyde d’hydrogéne; pour le premier test les
résultats ont montré que I’oxydation du DPPH est efficacement inhibée par les extraits des
plantes. Par ailleurs, I’extrait méthalonique d’Artimisia campestris a montré une tres forte
activité anti-radicalaire vis-a-vis du radical DPPH que le Marrubium vulgare avec des
IC50 6.526pug/ml et 7.53ug/ml respectivement, par rapport a 1C50 de I’acide ascorbique
3,71pug/ml, méme ces résultats sont remarquée aussi avec le test de péroxyde d'hydrogéne
avec un pourcentage égal a 72.54% pour I’Artimisia campestris qui est supérieur a celui du

Marrubium vulgare avec 40.32% pour une concentration a savoir 1mg/ml.

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

Préparation de Tampon phosphate (0,066 M, pH 7,5)

9,469 de disodium hydrogenophosphate dodecahydré (Na,HPO,4-2H,0) dans 1L
d’eau distillée .9 ,06 g de potassium phosphate monobasique (KH,PO,) dans 1L d’eau
distillée. Prendre un grand bécher sur (1L) y verser environ 1L de la solution de potassium

phosphate.

Mettre le bécher sur un agitateur magnétique .Utiliser un pHmétre précis. Le pH
doit étre proche de 4,5. Ajouter goutte a goutte la solution de sodium hydrogénophosphate

jusqu'a I’obtention du pH desiré (de 5, 3 a 8).
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