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Introduction générale

Introduction :

Depuis gquelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi
par un nouveau concept, celui du« stress oxydant ». Il est defini par Haliwell et Gutteridge
(1985) comme I’incapacité, pour un organe ou des cellules, de se défendre contre 1’agression
des radicaux libres généré par les dérivés de 1’oxygene (Tessier et Marconnet, 1995). Le stress
oxydant traduit un déséquilibre entre les especes réactives a 1’oxygeéne et d’autres radicaux
libres, et les lignes de défense endogenes et exogenes, situation que les chercheurs impliquent

dans la plupart des maladies humaines (Favier, 2003).

Actuellement, les plantes médicinales ont montrées une efficacité considérable dans le
traitement de nombreuses maladies humaines, en raison de leurs faibles effets secondaires,
contrairement aux antioxydants synthétiqgues comme le BHT (Butyl Hydroxy Toluene) et le
BHA (Butyl Hydroxy Anisole) qui peuvent étre toxiques et carcinogénes. De nouvelles
recherches sont donc menées afin de découvrir de nouveaux antioxydants d'origine naturelle
(Amarti et al., 2011). Parmi ces plantes médicinales on trouve I’Artemisia campestris
("Tgouft"), I’espéce parmi les 11 especes d'Artémisia spontanées enregistrées en Algeérie
(Quezel et Santa, 1962).Cette plante est connue par sa vaste utilisation dans la médecine
traditionnelle locale. Son effet est di a sa richesse en divers métabolites secondaires
présentant un grand intérét biologique tels que les polyphénols, les flavonoides, les

saponosides, les tanins, et les terpénes ainsi que les stérols (Moussaoui, 2010).

C’est pour cela que nous nous sommes intéressées a 1’évaluation in vitro de I’activité
antioxydante et la quantification des teneurs en composés phénoliques des extraits de la partie
arienne de la plante Artemisia campestris qui a été récoltée de la région de I’Hoggar de la
Wilaya de Tamanrasset.

Notre travail est divisé en deux parties :

La premiere partie présente une recherche bibliographique concernant la plante
Artemisia campestris, les métabolites secondaires et le stress oxydatif.

La deuxiéme partie concerne la partie expérimentale dans laquelle nous exposerons les
méthodes relatives a nos travaux, les résultats obtenus ainsi que leurs discussion et

interprétation. Ceci est suivi par une conclusion générale.
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|. Etude botanique

I.1. Présentation de la plante
L’armoise ou le genre d’Artemisia fait partie de la famille des Astéracees
(Compositae).C'est un genre hétérogéne composé de plus de 400 especes, reparties dans

plusieurs zone a travers le monde (Benchegroun et al., 2012).

En I’Algérie, ce genre est représenté par 11 especes parmi lesquelles se trouve

I’Artemisia campestris (Quezel et Santa, 1962).

I.2. Systématique de la plante

Tableau 1 : Classification botanique de la plante Artemisia campestris.

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

Noms vernaculaires:

En Francais: Armoise champétre, Auronne des champs.

En Arabe: Allala, Tgouft, Taguqg, Degoufet, Tadjuq, Tedjok, Hellala, Tamemmayt, Um nefsa

(Gast, 1989 ; Sabeg et Ghouar, 2018 ; Quezel et Santa, 1962).
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1.3. Description botanique

L’Artemisia campestris est une plante aromatique vivace, herbacée, d’une hauteur de 30-150
cm (Quezel et Santa, 1962). Ses tiges sont
dressées, rougeétres, ligneuses a la base striée et
tres ramifiées. Ses feuilles glabres d'un vert
fonce, basales sont 2-3 pinnatiséquées, pétiolees
ou méme auriculées, les supérieures sont
pinnatiséquées sessiles et dressées
(Boudjouref, 2011).

ARl A

igure 1: Image de la plate Artemisiél campestris (Benchelah et al., 2004)

Cette plante posséde des capitules trés petits, étroits (1 a 1,5 mm) ovoides ou coniques,
a involucre scarieux Elle ne contient que 3 a 8 fleurs étroits (1 a 1,5 mm) ovoides ou
coniques, a peériphériques sont femelles, les autres sont males. Sa floraison est en Mai a
Septembre (Ghrib, 2009).

A : Image d’Artemisia campestris.

B : Dessins d’Artemisia campestris ;
B-a: Panique inflorescence
B-b : Capitule avec alternance feuilles

B-c : Fleur male, B-d : Fleur femelles.

Figure 2 : Image et Dessins d’Artemisia campestris, (Dib et EI Alaoui-Faris , 2018).
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I.4. Origine et répartition géographique

L’Artemisia campestris est originaire de 1’Asie. Elle pousse de fagon spontanée dans
plusieurs régions de 1’hémisphere nord de la terre, surtout dans les zones semi arides et le
bassin méditerranéen, et s’étendent jusqu’a 1I’Himalaya dans 1’hémisphére sud. Elle est
présente en Afrique du sud, en Australie et en Amérique du sud (Boudjouref, 2011).
L’Artemisia campestris prédomine dans les régions arides d'Afrique du nord comme le
Maroc, I’Algérie, la Tunisie et la Libye. Elle pousse dans les prairies séches et riches en bases
(Dib et al., 2016).

En Algérie, elle est rare dans la région présaharienne. Elle est absente au Sahara
septentrional, rare dans la Tefedest et au Tassili et assez répandue au Hoggar. On la trouve
dans les lits pierreux et sablonneux des oueds de montagne et dans les étages Méditerranéens,

d’ou elle descend assez bas dans 1’étage tropical. (Gast, 1989)

I.5. Caracterisation chimique

La plante Artemisia campestris contient plusieurs famille de composées chimique dont
des saponosides, des tanins, des flavonoides et des terpénes ainsi que des stérols (Moussaoui,
2010). Des nombreuse études ont montré que Artemisia campestris contenait une grande
quantité de flavones, telles que la chrysine, 1’apigénine, 1’hispiduline, la cirsimaritine, la
linderoflavone B,la ficine, I’isoficine, la lutéoline, I’eupafoline, le cirsilineol, 1’eupatorine.
D'autre part, la sous-classe des flavonols sont représentée principalement : par le kaempférol
et ses dérivés, par la quercétine et ses dérivés et par la myricétine et ses dérivés
(Dib et al., 2016).
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Figure 3: Structure des Flavonoides potentiellement impliqués dans les effets biologiques

d'Artemisia campestris (Dib et EI Alaoui-Faris , 2018)

Une étude récente a montré que la plante Artemisia campestris est riche aussi en
composés phénoliques, représentée principalement par 1’acide isochlorogénique A, B ou C,
I’isomeére de l'acide hydroxybenzoique (2,3dihydroxybenzaldéhyde), 1’acide caféique, 1’acide
méthoxy-cinnamique, 1’acide dicaféoylquinique, 1I’cidesyringique, I’acide férulique et I’acide
protocatéchique (Pereira, et al., 2018). Par ailleurs, les huiles essentielles obtenues a partir
d'Artemisia campestris sont riches en monoterpénes ; leur teneur est estimée a 84,5 jusqu’a

91,7%, alors que la totale des sesquiterpénes est estimée a 5,1 jusqu’a 7,2%.
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Les principales composantes d'Artemisia campestris ont été identifiées. On en trouve le B-
pinéne (25,6%), 1’a-acétate de terpényle (18,8%), I’a-pinéne (18,4%), la sabinene (17%),
le (Z, E)-farnésol (10,3%), le camphre (9,2%), le camphéne (7,7 %), le limonéne (6,6 %),
le cédrol (5,4 %), lebornéol (5,2 %), le p-cymeéne (4,1 %), et le verbenone (3,8 %) (Dib et al.,

2016).
| a-Pinéne Limonene p-Cymene Menthole
|
R-Myrcene % ? § 5/?
R-pinéne a-Terpinene y-Terpinene 1,8-Cineole
éj/\/”\/
|
a-Copaene 3-Farnesene
HO
~

cis-Nerolidol

Figure 4 : Structure des Monoterpénes, et sesquiterpénes, d'/Artemisia campestris

(Dib et El Alaoui-Faris , 2018).



Partie I : Etude bibliographique Chapitre I : Etude botanique

1.6. Utilisation pharmaceutique et traditionnel

Les plantes médicinales dont I’Artemisia campestris sont utilisées sous forme
de décoction, de poudre, d’infusion, de compresses, de pommade et de macération pour
traiter les pathologies digestive, les affections internes, la pathologie broncho-pulmonaire,
la pathologie féminine, et les pigdres de scorpion (Bouallala et al., 2014). La consommation
de I’Artemisia campestris est recommandée comme purificateur et régulateur de la circulation
sanguine pour la femme enceinte ou pour celle qui vient d’accoucher. Ses feuilles sont aussi
employées comme cataplasme pour cicatriser les blessures et comme reméde contre la
rougeole. Cette plante est classée au Sahara central comme remedes « chauds », pour soulager

les douleurs rhumatismales (Gast, 1989).

Selon Saihi, (Saihi , 2011) dans le nord-ouest de 1’Italie 1’Artemisia campestris est
utilisée comme un ingrédient important pour la préparation de boissons ameéres. Elle est aussi
utilisée en parfumerie et dans une gamme d’applications alimentaires comme les soupes, les

sauces et les salades.

1.7. Activités biologique
1.7.1. Activité antioxydante

Une ¢étude de D’activité antioxydante de D’extrait aqueux des feuilles d’Artemisia
campestris par la méthode DPPH a montré que l'extrait aqueux d'Artemisia campestris a une
concentration de 62,5 pg/ml ,a inhibé la formation de 28,83 % du DPPH™, et donc la CI50, qui
est la concentration d’extrait nécessaire pour provoquer une inhibition de 50 % de la
concentration initiale de DPPH, était supérieur a 62,5 pg/ml, tandis que la CI50 pour
I'échantillon d'acide ascorbique, utilisée comme étalon, était estimé entre 2 et 3,5 pg/ml
(Sefi et al., 2013). Une autre étude qui concerne I’activité antioxydante de trois extraits de la
partie aérienne d’Artemisia campestris effectuée par trois méthodes différentes, le DPPH, la
B-caroténe et ’ABTS montre que I’huile essentielle d’Artemisia campestris posséde une
faible activité antioxydante, alors que les extraits aqueux et organique montrent une

importante activité antioxydante (Akrout et al., 2011).
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1.7.2. Activité antibactérienne

L'extrait méthanolique des feuilles d’Artemisia campestris n'exercait une activité
antibactérienne que contre les Gram positifs, sans effet antagoniste sur les espéces
bactériennes Gram négatives. Les concentrations minimales inhibitrices contre les especes
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et
Salmonella typhi, étaient de 12,5 ; 12,5 ; 250 ; 500 et 250 pg/ml, respectivement. Concernant
les huiles essentielles d’Artemisia compestris L. L’activité antibactérienne a été testée contre
les especes Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa ATCC, Pseudomonas aeruginosa ATCC, Pseudomonas aeruginosa
27853, Salmonella  typhimurium,  Staphylococcus aureus ATCC 43300, et
Staphylococcus aureus. La meilleure activité antibactérienne a été obtenue contre la
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et I’Escherichia coli avec des zones d’inhibition de 23
et 20 mm, respectivement (Al-Snafi, 2015).

1.7.3. Activité hypoglycémiante

Des études antérieures ont rapporté I’effet antidiabétique de 200 mg/kg, i.p de
I'extrait aqueux, une fois administré aux rats diabétiques induits par l'alloxane. Cet effet a été
évalué apres 21 jours de traitement par le fabricant il y’a eu une réduction du glucose sérique
(147 mg/dl), simultanément une augmentation du taux d'insuline sérique (30%), en plus d'une
baisse de 63% du taux de glucose apres 2 heures du test de tolérance au glucose.
De plus, I’extrait aqueux obtenu a partir des racines et de la décoction d'organes aériens de
I'Artemisia campestris a présenté une puissante inhibition de glucosidase microbienne, alors
que la teinture racinaire a présenté une inhibition de 1'a-glucosidase des mammiféres
(Dib et EI Alaoui-Faris , 2018)
1.7.4. Effets antipoison

L'activité anti-venimeuse d'extraits de feuilles d'Artemisia campestris contre le
scorpion Androctonus australis garzonii et les venins de vipére Macrovipera lebetina a été
examinée. Les tests ont été effectués en fixant la dose d'extrait a 3 mg / souris, alors que les
doses de venin étaient variables. Une activité significative sur les venins du scorpion
Androctonus australis garzoni pour l'extrait éthanolique a été détectée et une activité
neutralisante significative de I'extrait de dichlorométhane contre le venin d'une vipere
Macrovipera lebetina a été obtenue. L'effet de [I'extrait aqueux de feuilles seches

d’Artemisia campestris sur les variations hémodynamiques induites par le venin
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de Buthus occitanus tunetanus a été testé chez des rates gravides ou non. Les résultats ont
montré que I'ampleur de I'hypertension induite par le venin était beaucoup plus importante
chez les rates gravides (maximum de 156% de la valeur de base) que chez celles ayant subi un
cycle (maximum de 143,9% de la valeur de base). Une fois injecté seul, I'extrait aqueux de
feuilles d'Artemisia campestris induisait une diminution progressive significative de la
pression artérielle moyenne. Cet effet a completement aboli le choc hypertensif induit par le
venin, lorsque des rats envenimés ont été prétraites avec I'extrait. L'extrait aqueux de feuilles
d'Artemisia campestrisa empéché la phase hypertensive induite associée au venin de scorpion,

probablement induite par une voie adrénergique (Al-Snafi, 2015).

1.7.4. Effet antihypertenseur

Selon I’essai clinique mené sur 14 adultes fumeurs et non-fumeurs volontaires, la
pression diastolique et la fréquence cardiaque ont diminué apres 30 a 45 minutes, aprés la
prise de la décoction d'Artemisia campestris a 20 mg/ml, sans pour autant affecter la pression
artérielle moyenne de ce dernier groupe non hypertendu. Le pourcentage du nombre
d’hommes fumeurs qui étaient déja hypertendus était diminué de 50 a 33%, apres une heure de

prendre I'extrait bouilli & I’eau (Ben-Nasr et al., 2014).

1.8. Toxicité

Les principales substances toxiques présentes dans la plante Artemisia campestris sont
les huiles essentiels PB-pinene et le géraniol. Elles sont réparties dans toute la plante mais a
une concentration plus élevé dans les feuilles et les tiges. Les effets toxiques de 1’ a-pinéne
sont similaires a ceux du turpentine qui est un irritant puissant de tous les tissus jusqu’au
tractus intestinal et les reins .Pour I’homme, la limite d’exposition au turpentine est de 100
ppm ; Aucun effet cumulatif n’a été enregistré pour le turpentine. Cette intoxication aura lieu
lors de I’ingestion de grandes quantités de la plante avec une dose supérieure a 15 g de
feuilles (Moussaoui, 2010).

Le test de I’Activité toxique des huiles essentielles d'Artemisia campestris a montré
que la létalite (CL50) des larves de crevettes saumatres était de 15 a 20 pg/mL. Cette toxicité

est due a la présence du caryophyllene et du germacréene (Judzentiene et al., 2010).
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I. Les métabolites secondaires

Le terme « métabolisme secondaire », qui a été introduit par Albrecht Kossel en 1891,
est utilisé pour décrire une vaste gamme de composes chimiques dans les plantes (Guillaume,
2008). Ils sont responsables de I'adaptation et de la survie des plantes, en particulier dans des
conditions défavorables (Takshak et Agrawal, 2019). Les métabolites secondaires sont des
molécules organiques complexes synthétisées et accumulées en petites quantités par les
plantes autotrophes (Lutge et al., 2002) Parmi les composés polyphénoliques, on retrouve

dans une grande mesure les flavonoides et les tanins.

I.1. Les composés polyphénoliques

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents dans les feuilles de
nombreuses plantes supérieures et dans les fruits (Reitzer et al., 2007). Ce sont des composés
chimiques principalement biosynthétisés naturellement par les plantes et les organismes
marins dont ils sont généralement extraits. Les polyphénols sont composeés de plusieurs unités
phénoliques (CsHsO). En fonction du nombre et de la structure de liaison des unités
phénoliques, les polyphénols sont divisés en quatre groupes principaux, les flavonoides, les
stilbenes, les lignanes et les acides phénoliques, présentant des propriétés physiques,
chimiques et biologiques différentes (Shavandi et al., 2018). Les polyphénols comprennent un
large groupe de métabolites secondaires végétaux qui contribuent a la croissance des plantes,
a la pigmentation, a la pollinisation et a la résistance aux agents pathogénes, les prédateurs et

les stress environnementaux (Ou et al., 2019).

I.1.1. Structure chimique

Les polyphénols sont caractérises par la présence d'un ou plusieurs groupes hydroxyles

liés a un cycle benzénique.

OH

Figure 5 : structure générale du phénol.
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I. 1.2. Classification des polyphénols

Les polyphénols ont plusieurs groupes phénoliques avec ou sans autres fonctions

(alcoolique, carboxylique, etc.). Dans cette famille de molécules, de nombreuses substances

peuvent étre classées en différents groupes selon leur structure (Macheix et al.,, 1990 ;
Nagendran et al., 2006), comme le montre le Tableau 2.
Tableau 2 : Classification des polyphénols (Crozier et al., 2006).
Nbre de Squelette Classification Structure de base Exemple
carbones
7 C6-C1 Acides phénols Acide gallique
P QCOOH gati
8 C6-C2 Acétophénones ®_<CH2 Gallacetophénone
OCHj;
Acide
8 C6-C2 Acides phénylacétique COOH p-hydrxy
phénylacétique
9 C6-C3 Acides @fCOOH Acide
hydroxycinnamique p-Coumarique
9 C6-C3 Coumarines 0._0O Esculetin
L
@)
10 C6-C4 Naphtoquinones : i Juglone
)
13 C6-C1-C5 Xanthones Mangiférine

11
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14 C6-C2-C6 Stilbénes g O Resérvatol

15 C6-C3-C6 Flavonoides l o) O Naringénine

1.2. Les flavonoides

Les flavonoides sont les composés polyphénoliques les plus abondants contenus dans
les végétaux (Stoclet, 2010). Ces molécules sont considérées comme des pigments presque
universels de plantes, elles sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois
des feuilles. La plupart du temps, ils existent a I'état naturel sous forme d’hétérosides (Djemai,
2008).

1.2.1. Structure chimique

Leur structure (Figure 6) comprend un squelette composé de deux cycles aromatiques
(A et B) porteurs de plusieurs fonctions phénol et réunis par une chaine de trois atomes de
carbone, ces derniers étant le plus souvent engagés dans un hétérocycle avec un atome
d’oxygene (Stoclet, 2010).

Figure 6 : Structure générale des Flavonoides.
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1.2.2. Classification des flavonoides

Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon

le degré d’oxydation et la nature des substituant portés sur le cycle C (Figure 7).
(Pietta, 2000).

1.3 Les isoprénoides ou terpénoides

Les isoprénoides sont des composés issus de la condensation d’unités de base a 5 carbones de
type isopréne. On parle également de composés terpéniques ou terpenoides. L’unité
monoterpéne correspondant & des molécules a 10 carbones formees & partir de deux unités
isoprénes. De facon analogue a la famille des composés phénoliques, les isoprénoides
regroupent a la fois des molécules de faible poids moléculaire, volatiles et composants

principaux d’huiles essentielles, et des molécules hautement polymérisées (Gravot, 2008).

Tableau 3 : les six grandes classes des flavonoides (Morand, 2014)

Sources
Classes Structures Molécules alimentaires
majeures
" Oignons,
Quercetines, g
. epinards,
Flavonols kaempférol, .
o brocolis,tomates,
myricétine. A
the, vin rouge
o Céreales, plantes
Apigenine, .
Flavones T aromatiques,
lutéoline .
tisanes
o O Hespérétine,
Flavanones O naringénine, Agrumes
ériodictyol
@)

13
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Isoflavones Daidzéine, Soja,
génistéine légumineuses
OH
OH Monoméres :
‘ Catéchines, Cacao thé -
Flavanols HO O gallocatéchines omme’ frui’ts
Polymeéres : P '
OH proanthocyanidines
OH
H
O OH Cyanidine,
. . - : :
Anthocyanes HO ¢ H pelargo_nl_dlne, Bales,_fruns
malvidine, rouge, vin rouge
0N delphinidine
OH

1.3.1. La Classification des composés terpéniques

Tableau 4 : Classification des composés terpéniques (Benabdelkader, 2012).

Classe Formule Nbre d’isopréne exemple
brute
OH
Hémierpénes CsHs 1 / y
Isoprene Methylbutenol

Monoterpéenes CioH1s6 2 ;j 5/3 Sé

Linalool Limonene a-Pinene
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Sesquiterpénes CisH24 3
5-epi-Aristolochene a-farnesene
Diterpénes C20H32 4 ‘ OH
AN
Kaurene Geranylgeraniol
0AC
OH _
0 0
Ho OH
Triterpenes CsoHas 6 Ho o
a-Amyrin Cucurbitacine E
/\\\\\\\\\Q
Lycopene
Tetraterpénes CaoHes 8
W
B-Carotene
Polyterpénes (CsHg)n 45-30000 OH
500-5000

le caoutchouc (cis-1,4-polyisopréne)

1.4. Les tanins

On peut dire d’un point de vue général, que les tanins sont des composés phénoliques

présents dans la nature sous forme polymeérisée. Dans les végétaux, il existe en effet deux

types de polyméres phénoliques ayant des propriétés complexes, les tanins et les lignines. Les

tanins sont des polyphénols ayant des poids moléculaires compris entre 500 et 3.000 qui, en
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plus des propriétés classiques des phénols, ont une aptitude a transformer les peaux fraiches

en cuir imputrescible (Doat, 1978). Les tanins peuvent se diviser en deux classes:

e Les pyrogalliques (ou hydrolysables) : Ce sont des esters du glucose et d'acides
phénoliques (soit I'acide gallique soit I'acide ellagique) (Gazengel et Orecchioni,
2013).

e Les catéchiques (ou condensés non hydrolysables) : Ce sont des polymeres
flavaniques. lls sont constitués d'unités de flavan-3-ols liées entre elles par des

liaisons carbone—carbone (Bruneton, 2009).

R1 =R2 =H : Afzéléchol
R1 =0H ; R2 =H : Catéchol
R1 =R2 = OH : Gallocatéchol

Figure 7 : Structure de base des tanins.
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I. Stress oxydatif

Le stress oxydatif (ou oxydant) se définit comme 1’incapacité de 1’organisme de se
défendre contre les radicaux libres, en raison de la perturbation d’équilibre endogéne entre ces
derniers et les agents oxydants (AO). Ce désequilibre conduit potentiellement & des dégats
structuraux et fonctionnels (Bensakhria, 2018). Plusieurs espéces radicalaires existent dans la
nature, celles dérivant de 1’oxygéne sont appelées espéces réactives de I'oxygene (ERO) ou
radicaux libres oxygénés (ROS de I’acronyme anglais Reactive Oxygen Species), celles
dérivant du carbone et celles dérivant de I’azote (oxyde nitrique NO, peroxynitrite . NOg’, ...).

Dans ce qui suit, nous allons parler uniquement des ERO.

I1. Especes réactives de I’oxygene (ERO)

Les ERO sont définies comme des molécules qui contiennent de l'oxygéne et dont
I’existence est relativement courte avec un temps de demi-vie (ti2) de l'ordre de quelques
nanosecondes a quelques heures. Ils sont produits sous forme de molécules, ions et radiaux
dans de nombreux processus chimiques et biologiques. Leurs roles different de maniere
significative en fonction de leurs types, des réactions auxquelles ils participent et de la cible.
Dans les processus biologiques, les ERO sont des sous-produits naturels du métabolisme de
I'oxygéne qui jouent un rdéle important dans la transduction des signaux cellulaires et dans le
métabolisme de I'oxygene et L’homéostasie. Cependant, sous la pression de l'environnement
(tel que les rayonnements ionisants), les niveaux des ERO peuvent augmentent
considérablement ce qui cause le stress oxydatif, entrainant des dommages cellulaires et

diverses maladies (Su et al., 2018).
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I11. Les principales ERO
I11.1. Les ERO radicalaires
I11.1.1. Le radical superoxyde O2"

Le radical superoxyde est produit a partir de 1’oxygéne moléculaire principalement par
les cellules phagocytaires (neutrophiles, monocytes, macrophages et éosinophiles). Malgré le
fait qu’il participe & l'inactivation des virus et des bactéries, sa présence a un taux élevé,
résultant de la simulation excessive ou inappropriée des cellules phagocytaires, peut entrainer
des lésions tissulaires séveres, comme c'est le cas dans le syndrome d'ischémie-reperfusion.
En effet, I'activation de la xanthine oxydase par l'ischémie va provoquer une formation
importante de radicaux superoxydes en présence d'oxygene lors de la reperfusion (Goudable
et Favier, 1997) . Le radical superoxyde O2" est ’ERO qui posséde la plus faible réactivité
vis-a-vis des substrats bio-organiques en raison, notamment, d’une constante de vitesse faible.
On lui connait quelques cibles privilégiées comme le cytochrome c, la vitamine C, et bien
entendu la SOD. Cependant, ’O2" est capable de produire d’autres radicaux beaucoup plus
réactifs. Il s’agit de toxicité indirecte (Migdal et Serres, 2011).

I11.1.2. Le radical hydroxyle OH*

Le radical hydroxyle OH" est I’oxydant le plus puissant des ERO avec une constante
de vitesse assez élevée. Le OH" est une espéce qui réagit avec des substrats sur son lieu de
production, qui ne possede pas de cibles privilégiées et qui a une tres faible durée de vie. Le
OH’ peut oxyder un substrat selon trois modes d’action : un arrachement d’un électron, un
arrachement d’un atome d’hydrogéne sur un substrat organique ou une addition sur une
double liaison. Les deux derniers modes d’action conduisent a la formation de radicaux
centrés sur le carbone (Migdal et Serres, 2011). Ce radical peut étre produit a partir de l'eau
par les radiations ionisantes dans tous les organismes vivants, mais il est surtout formé par la
réaction de Fenton a partir d'H202. L'ion ferreux réagit avec le peroxyde d’hydrogéne selon la

réaction suivante :
Fe 2"+ Hy0,—» OH '+ OH+ Fe®*

Le radical hydroxyle formé est trés oxydant. 1l peut initier une peroxydation lipidique
qui pourra continuer en chaine. C'est le radical le plus dangereux pour l'organisme
(Goudable et Favier, 1997).
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111.1.3. Les radicaux alkyles R* et peroxyles ROO*

Les radicaux alkyles sont les derniers maillons dans la chaine de production des ERO.
Ils sont les résultats de 1’action oxydante des OH" sur les chaines d’acides gras polyinsaturés
(RH). Les R" et ROO" sont a I’origine des processus radicalaires en chaine et en particulier de

la peroxydation lipidique (St-Louis, 2011).

I11.2. Les ERO non radicalaires

I11.2.1. Peroxyde d’hydrogéne (H.O2)

Le peroxyde d’hydrogeéne (H202) est produit en grande partie a partir du radical
superoxyde en présence de superoxyde dismutase qui catalyse la réaction. Le H20, est un
produit plus stable que les radicaux superoxydes, c'est pourquoi il diffuse tres facilement a
I'intérieur et a l'extérieur de la cellule. C'est un oxydant tres puissant capable d'accepter deux
électrons supplémentaires. Il est potentiellement toxique pour la cellule et il est utilisé par la
myeéloperoxydase pour produire de I'hypochlorite qui permet de tuer les microorganismes

pathogenes (Goudable et Favier, 1997).

V. Origine du stress oxydant

L'organisme peut avoir a faire face a une production en radicaux libres beaucoup trop
forte pour étre maitrisée, qui sera observée dans les intoxications aux métaux lourds, dans
I'irradiation, dans les ischémies/reperfusions suivant des thromboses. La rupture d'équilibre
peut provenir d'une défaillance nutritionnelle ou de la carence en un ou plusieurs des
antioxydants apportés par la nutrition comme les vitamines ou les oligo-éléments, présents en
quantité limitée dans l'alimentation. Enfin, la mauvaise adaptation peut résulter d'anomalies
génétiques responsables d'un mauvais codage d'une protéine soit enzymatiquement
antioxydante, soit synthétisant un antioxydant (comme la gamma glutamyl synthétase
produisant le glutathion), soit régénérant un antioxydant, soit couplant la défense a I'énergie
(comme la G6PD), soit d'un promoteur de ces mémes génes que la mutation rendra incapable
de réagir a un excés de radicaux. Généralement, le stress oxydant sera la résultante de
plusieurs de ces facteurs et se produira dans un tissu et un type cellulaire bien précis, objet de

la defaillance et non pas dans tout I'organisme (Favier, 2003).
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V. Les conséquences du stress oxydant

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi des
Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés
notamment lors de I'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces composes
anormaux par production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-

anticorps créant une troisieme vague d'attaque chimique (Favier, 2003).

V1. Antioxydants et systéemes de défense

Pour se protéger des effets déléteres des ERO, I’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydantes. On distingue deux sources d’antioxydants : I’une est
endogéne et se compose d’enzymes (superoxyde dismutase, glutathion ,peroxydase, catalase),
de proteines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systémes de réparation
des dommages oxydatifs comme les endonucléases; I’autre exogéne apportée par
I’alimentation sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E, caroténoides,
ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique;. A cela s’ajoutent quelques
oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes

antioxydantes (Haleng et al., 2007).

V1.1. Antioxydants endogenes

V1.1.1. Superoxydes dismutases

Les Superoxydes dismutases(SOD) éliminent les radicaux superoxydes par
dismutation du radical en H202 et en OH * et OH". Elles permettent d'éliminer les radicaux
superoxydes mais provoguent I'apparition de peroxyde d'hydrogene diffusible et dangereux a
distance. La synthése des SOD subit un rétrocontrole négatif par les fortes concentrations de
peroxyde d'hydrogene. L'activité des SOD est dépendante des apports nutritionnels en cuivre

et a un moindre degré en zinc (Goudable et Favier, 1997).

V1.1.2. Catalases

Elles réduisent le peroxyde d'hydrogene H20: en libérant de I'oxygene et de I'eau. Elles
sont localisées surtout dans les peroxysomes. Elles n‘éliminent pas la totalité du peroxyde
d'hydrogene. (Goudable et Favier, 1997).Son rdle principal consiste en 1’élimination des
peroxydes lipidiques résultant de I’action du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés
(Haleng et al., 2007).
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V1.1.3. Glutathion peroxydases

Les GSHPX réduisent le peroxyde d’hydrogéne H20- et les hydroperoxydes lipidiques.
Pour leur fonctionnement, elles utilisent le glutathion reduit(GSH) comme cofacteur sur
lequel elles transferent l'oxygene, le transformant en glutathion oxydé(GSSG). Dans la
cellule, dans les conditions physiologiques, la forme glutathion réduit est prédominante
(95%). Les GSHPX connues sont des enzymes a sélénium. Le sélénium est intégré dans la
protéine sous forme de sé1énocystéine. Le facteur limitant de la synthése des sé1énoprotéines,
et donc des GSHPX, est la teneur intracellulaire en sélénium. Le stress oxydant selon sa
nature et son intensité peut entrainer une modification de la synthése des GSHPX pour une
meilleure adaptation cellulaire ou une inactivation de I'enzyme. Il est important de noter que
la lutte contre les radicaux libres passe par un effet complémentaire des SOD et des GSHPX.
En effet, le radical superoxyde n'est pas particulierement agressif pour les milieux
biologiques, les SOD seules ont donc un effet ambigu générant du peroxyde d'hydrogéne qui,
lui, est tres cytotoxique expérimentalement surtout en présence de traces de fer. Il faut donc
la présence concomitante des SOD et des GSHPX pour obtenir un effet protecteur optimum

contre les radicaux libres (Goudable et Favier, 1997).

V1.2, Antioxydants exogenes

V1.2. 1. Les polyphénols

Ils constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux.
L’alimentation fournit environ 1g de polyphénols par jour principalement par 1’apport en
fruits et, dans une moindre mesure, en légumes et en céréales. lls sont présents sous forme
d’anthocyanine dans les fruits rouges et le vin rouge, sous forme de flavonoides dans les
agrumes, I’huile de lin et sous forme d’épicatéchine dans le vin, le thé, le chocolat, les
pommes, les oignons et les algues brunes. Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des
ERO et de tres bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre
(Haleng et al., 2007)
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V1.2. 2. Les vitamines

Les vitamines E (a-tocophérol) et C (acide ascorbique) semblent étre tres importants
dans la lutte contre le stress oxydant. La vitamine E étant liposoluble, elle se fixe aux
membranes et peut ainsi séquestrer les radicaux libres empéchant la propagation des réactions
de peroxydation lipidique (Garait, 2006). La vitamine C, hydrosoluble est, avant tout, un
excellent piégeur des ERO (HOe ou O2e-) (Garait, 2006). Elle inhibe également la
peroxydation lipidique en régenérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de sa
réaction avec des radicaux lipidiques. Ses fonctions sont nombreuses : contribution au bon
fonctionnement du systéme immunitaire, implication dans la synthése du collagéne et des

globules rouges ainsi que dans les mécanismes de métabolisation du fer (Haleng et al., 2007).

V1.2. 3. Les oligoéléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont
des métaux essentiels dans la defense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes
antioxydantes requiérent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD
mitochondriale a besoin de manganeése, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de
fer et la GPx de sélénium. Cependant, certains oligoéléments, notamment le fer, lorsqu'ils sont
en exceés dans I'organisme et sous leur forme réduite, peuvent avoir une action prooxydante
(réaction de Fenton, d'Haber-Weiss) (Garait, 2006).

V1.2. 4. Les caroténoides

La B caroténe, la lutéine, le lycopene, la cryptoxanthine et les pigments
xanthophyllessont aussi des piégeurs d’ERO et plus particulierement de I’oxygene singulet

(Benaraba, 2007).
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Figure 8 : Antioxydants d’origine alimentaire : a-tocophérol (vitamine E), acide ascorbique

(vitamine C), B-caroténe, acide caféique et quercétine (Gardés-Albert et al., 2003)
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Nous presentons dans cette partie les travaux expérimentaux réalisés au laboratoire de
biochimie, Centre de Recherche Biotechnologie (C.R.Bt) de Constantine, ces travaux

concerne 1’étude des activités biologiques de la plante Artemisia campestris.

. Matériel

I.1. Récolte et traitement de la plante

La récolte de la plante Artemisia campestris a été effectuée au mois de Novembre
2018, dans la région de Tassili (Hoggar), dont ’altitude est d’environ 1800 m, la plante a été
identifiée par le botaniste Chagga Abdellah ( Botaniste de ’université de Tamanrasset ),
Apres la récolte, la partie aérienne de la plante a été bien nettoyée et lavée, ensuite séchée

sous I’ombre dans un endroit bien aéré a une température ambiante et a I’abri de ’humidité.

1.2. Réactifs chimiques et solvants
1.2.1. Réactifs

Tableau 5: Réactifs utilisés

DPPH Galvinoxyl

a-tocophérol Acetate d’ammoniumCH3COONH,
BHT Chlorure de cuivre CuCly,

BHA Neocupronine

ABTS Aceétate de potassium (CH3COOK)
Persulfate de potassium K2S,0g Nitrate d’aluminium (AI(NO3)3
Phosphate buffer Quercétine

Potassium ferricyanide KsFe(CN)s Folin-Ciocalteu

Chloroaceticacid (TCA) acide phosphotungstique (HzPW12040)
Chlorure de fer FeCls Acide phosphomolybdique (HsPMo012040)
Phenanthroline Carbonate de sodium (Na2CO3)

1.2.2. Les solvants

Tableau 6: Solvants utilisés et leurs formules

Formule

Méthanol CH3OH
Dichlorométhane | CH.Cl,
Acétate d'éthyle = CsHsgO:

Solvant

Solvant Formule
Acétate d'ethyle | C4HgO>
Butanol C4H100
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1.3. Matériel utilisé

1.3.1. Liste d’appareils utilisés
=1 —

Broyeur a lame

Agitateur magnétique Ph-metre Etuve

Figure 9 : Appareils utilisés dans la réalisation du protocole expérimental.
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1.3.2. Verreries utilisées et autres

Tableau 7: Différentes Verreries utilisées et autres.

Béchers Entonnoirs
Eprouvettes graduées Spatules
Ampoule a décanté Microplaques
Micropipettes Pissettes
Erlenmayers Cotton stérile
Papier aluminium Para- film

Il. Méthodes
I1.1. Broyage

Pour la préparation des extraits, la partie arienne de la plante (Les feuilles) séchée dans
un endroit sec a 1’abri de la lumiére, a été broyé en poudre tres fine a 1’aide d’un broyeur

électrique.

11.2. Extraction par les solvants
L’extraction est une opération qui vise a récupérer des substances hydrosolubles a

partir de la poudre de plantes, a ’aide d’un solvant organique.

La préparation des extraits a partir d’Artemisia campestris est effectuée par
macération. 50 g de la poudre végétale sont macérés dans un mélange hydro-alcoolique
Méthanol/Eau (70:30 (v/v)), pendant 24 heures a température ambiante. L’extrait obtenu est
filtré sur papier filtre, puis concentrée sous pression réduite a 45°C avec un rotavapeur de type
BUCHI R-210.Cette opération a été répétée trois fois avec renouvellement du solvant.
L’extrait brut hydrométhanolique est ainsi obtenu. 150 ml d’eau distillée sont ajoutés a cet
extrait et I’ensemble est placé dans un bac a ultrason, ensuite filtré avec du coton stérile. A
I’aide d’une ampoule a décanter, nous avons procédé a des extractions successives de type
liquide-liquide en utilisant le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle et le butanol. L’extraction
avec chaque solvant est renouvelée trois fois pour un meilleur résultat. Les phases organiques
sont récupérées puis concentrée sous pression réduite a 41, 43 et 60°C, successivement avec
le rotavapeur permettant ainsi d’obtenir I’extrait dichloro-méthanique, 1’extrait d’acétate

d'éthyle et I’extrait Buthanolique.
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Macération Filtration Evaporation

| . :

Extrait
méthanolique

/// o\
N L
3 %

Fractionnement par :

Dichlorométhane

Extrait Extrait Extrait
dichlorométhanique d’acétate d'éthyle buthanolique

s

Figure 10 : Protocole des différentes étapes de I’extraction liquide-liquide.
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Calcul du rendement
Le rendement d’extraction est le rapport entre le poids des fractions obtenues et le

poids de la matiére végétale. 1l est calculé selon la formule suivante :

R% = — £ % 100
= —— X
T PmMv

R : rendement
PE : poids de l’extrait (en g)
PMV : poids de matiere végétale (en g)

I11. Protocoles

Le protocole expérimental est présenté sur I’organigramme suivant :

‘ 4 Extrait

} Contenu phénolique total \Activités antioxydants ‘

DPPH

‘ Pouvoir réducteur

1
Flavonoides
totaux

—‘ ABTS

Activité phénantroline

GOR

CUPRAC

Figure 11 : Protocol d’étude des activités biologiques.

I11.1. Dosage des Flavonoide et des polyphénols

I11.1.1. Flavonoides totaux

a. Principe de la réaction

Le dosage des flavonoides dans les extraits est basé sur la formation d’un complexe
entre Al*%et les flavonoides. La méthode connue (Topgu et al., 2007) est utilisée avec

quelques modifications pour une détermination sur microplaque a 96 puits.
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b. Mode opératoire

1-Préparation des solutions

Une solution S; d’acétate de potassium CH3COOK de concentration 1M est préparée
par la dissolution de 9.80 g de CH3COOK dans 100 ml d’eau distillée. La solution a 10% en
nitrate d’aluminium (AI(NOz)3, 9H20) est préparée en dissolvant 10 g de ce produit dans 100

ml d’eau distillée.
2-Préparation de I’extrait de plante

Une masse de 1 milligramme d’extrait de plante est dissoute dans un volume de 1 ml

de méthanol pour obtenir la solution Sz,

c. Procédure

1-Pour Pextrait

On mélange 50 pl de S (extrait de plante), 130 pl de MeOH, 10 pl de S; (CH3COOK)
et 10 ul d’AI(NO3)2, 9H20, on attend 40 mn et on réalise la lecture a 415 nm. L’échantillon
blanc est préparé en remplagant les réactifs par le méthanol (50 pl extrait + 150 pl méthanol).

2-Pour I’étalon
Préparation de la gamme d’étalon de la Quercétine :

On prend 1 mg de la Quercétine et on le dissolve dans 5 ml de méthanol pour obtenir
la solution Sm & 0,2 mg/ml. Des solutions diluées sont préparées dans des eppendorfs a partir

de cette solution mére comme suit :

Quercétine (25) 25 pl Sm + 175 pl MeOH
Quercétine (50) 50 pl Sm + 150ul MeOH
Quercétine (75) 75 ul Sm + 125uIMeOH

Quercétine (100) 100 pl Sm + 100l MeOH
Quercétine (125) 125 pl Sm + 75ul MeOH
Quercetine (150) 150 pl Sm + 50ul MeOH
Quercétine (175) 175 pl Sm + 25ul MeOH
Quercétine (200) 200 pl Sm + 0 pl MeOH
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50 ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque a 96 puits. On y ajoute 130 pl
de MeOH, 10 pl de S; (CH3COOK) et 10 ul d’Al(NO3)2, 9H20, on attend 40 mn et on réalise
la lecture a 415 nm.

111.1.2. Contenu phénolique total

a. Principe de la réaction

La teneur en polyphénols totaux est determinée en utilisant le réactif de Folin-
Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965) selon une méthode de dosage sur microplaque décrite par
Miller (Mdller et al., 2010) .

Le réactif FCR, constitué d’'un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et
d'acide phosphomolybdique (HsPMo012040), est réduit lors de l'oxydation des phénols, en
mélange d'oxydes de tungstene (WsO23) et de molybdene (Mo0gO23). La coloration bleue
résultante est proportionnelle a la teneur en phénols totaux, et posséde une absorption

maximale aux environs de 750 -765 nm.

b. Mode opératoire

e Préparation de la solution de carbonate de sodium (Na2COs) a 7,5%
Cette solution est préparée en dissolvant 7,5 g de Na.COz dans 100 ml d’eau distillée.
e Préparation de ’extrait de plante

Une masse de 1 mg d’extrait est dissoute dans un volume de 1 ml de I’eau distillée (ou de

méthanol).
e Préparation de Folin Ciocalteu (FCR)

Dans une fiole jaugée de 10 ml on place 1ml de la solution FCR concentré (2M) et on

complete le volume avec de 1’eau distillée.
c. Procédure

A 20 ul d’extrait de plante on ajoute 100 ul de FCR dilué (1 :10) et 75 pl de carbonate
de sodium a 7,5%, et on place le mélange a 1’obscurité pendant 2h. La lecture est réalisée a
765 nm. Un blanc est préparé¢ de la méme maniére en remplagant 1’extrait de plante par le

solvant utilisé (le méthanol).
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d. Gamme d’étalonnage
Préparation de la gamme d’étalon de I’acide gallique :

On dissout 0,5 mg de I’acide gallique dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution S1 a

0,2 mg/ml. Les solutions diluées sont préparées dans des eppendorfs comme suit:

25pug/ml ——> 25l de S1 + 175pl de MeOH
50 pg /ml ——— 50 pl de S1 + 150pl de MeOH
75ug/ml ———— 75 pl de S1 + 125pl de MeOH
100pg/ml ———— 100 pl de S1 + 100pn de MeOH
125pg /ml ————>125 pl de S1 + 75ul de MeOH
150pg /ml ————— 150 pl de S1 + 50p! de MeOH
175 pg /ml ———— 175 pl de S1 + 25ul de MeOH
200pg /ml————= 200 pl de S1

20ul de chaque dilution sont transférés dans une microplaque auxquelles on ajoute 100ul de
FCR (1:10) et 75 pul de Na2CO3 a 7,5%. Le mélange est incubé pendant 2h de temps et la

lecture est réalisée a 765 nm.

I11.2. Les activités antioxydantes
111.2.1. Le piégeage du radical libre DPPH

a. Principe de la réaction

L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du
DPPH (Blois, 1958) 1’a-tocophérol, le BHT et le BHA sont utilisés comme des standards.

b. Mode opératoire
e Préparation de la DPPH

On dissout 4 mg de DPPH dans 100 ml de méthanol et on garde le mélange a 1’abri de la
lumiére a 4 °C. L’absorbance enregistrée avec le spectrophotomeétre a une longueur d’onde de

517 nmestde 0.5.
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c. Procédure

On mélange 160 pl de DPPH et 40 pul d’extrait, et on réalise la lecture a 517 nm.

I11.2.2. L’activité de la réduction du radical-cation ABTS

a. Principe de la réaction
Cette activité est déterminée par la méthode de Re (Re et al., 1999).
b. Procédure

La solution a 7 mM de I’ABTS préparée en dissolvant 19,2 mg d’ABTS dans 5 ml d’H20
et la solution a 2.45 mM de persulfate de potassium K>S>Og préparée en dissolvant 3,3 mg de
K2S20g dans 5 ml HO ,sont mélangés et mis a I’abri de la lumiére pendant 16 h .
L’absorbance de la solution ainsi obtenue est ajustée avec de 1’éthanol ou de I’eau a 0.700 +

0.020 a 734 nm avant 1’usage.

160 ul d’ABTS" sont mélangée a 40 ul d’extrait. On attend 10 mn et on réalise la lecture a
734 nm.

L'activité de ’ABTS" est exprimée en pourcentage d’inhibition et calculée par 1'équation

suivante :

Ac
ABTS* (%) = —— x 100

Ac : Absorbance contréle.

AEe : Absorbance extrait.

111.2.3.La réduction du radical Galvinoxyl (GOR)

a. Principe de la réaction
L'activité GOR est déterminée par la méthode décrite par Shi (Shi et al., 2001).
b. Mode opératoire

Un mélange de 40 pl d’extrait et 160 pl de Galvinoxyl (0,1 mM) est incubé pendant120

mn. La lecture est réalisée a 428 nm.
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111.2.4. Pouvoir réducteur FRAP

a. Principe de la réaction

L’activité du pouvoir réducteur est déterminée par la méthode d’ Oyaizu (Oyaizu, 1986)

avec une légere modification.
b. Procédure

Un mélange constitué de 10 pl d’extrait, 40 pl de solution tampon phosphate (pH 6.6) et
50 ul de ferricyanide de potassium (1%) KzFe(CN)s (1 g de KsFe(CN)s dans 100 ml H2O ) est
incubé a 50 °C pendant 20 mn. On y ajoute 50 ul de tri-chloroaceticacide (TCA) a 10% (1 g
de TCA dans 10 ml H20), 40 ul d’H20 et 10 pl de chlorure de fer FeCls a 0.1% (0,1 g de

FeClz dans 100 ml H20). La lecture est réalisée a 700 nm.

II1.2.5. L’activité phénanthroline

L’activité phénanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska (Szydlowska-
Czerniaka et al., 2008).

a. Préparation

e Préparation d’une solution de phénanthroline & 0.5%
0.05 g de 1,10-Phénanthroline sont dissous dans 10 ml de méthanol.

e Préparation d’une solution de chlorure de fer (FeCls) a 0.2%
0.02 g de FeClz sont dissous dans 10 ml d’H:0.

b. Procédure

Un mélange de 10 pl d’extrait, 50 pl de FeClz a 0.2%, 30 pl de phénanthroline a 0.5% et
110 pl de méthanol est incubé a 1’obscurité a 30 °C pendant 20 min. La lecture est réalisée a

510 nm. Le BHT est utilisé comme standard.
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111.2.6. CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capacity)
Cette activité est déterminée par la méthode d’ Apak (Apak , et al., 2004).

a. Préparation des solutions
1,927 g d’acetate d’ammonium (CH3COONH4) + 25 ml (H.0) —» S,
0,042625 g de (CuClz, 2 H,0) +25 ml d’H20 —» S,
0,039 g de Néocupronine + 25 ml d’éthanol . S3

b. Procedure

On mélange 40 pul d’extrait avec 60 pl de S1, 50 pl de Sz et 50 pl de Sz et on attend 1 h

de temps. La lecture est réalisée a 450 nm.
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I.1. Rendements des extraits

L'extraction des flavonoides des feuilles d’Artemisia campestris est réalisee par macération
dans un mélange Méthanol/H20O avec des proportions 7/3 en volume (v/v). Le fractionnement par
des solvants a polarité croissante, entre autres le dichlorométhane, 1’acétate d'éthyle et le butanol,
permet de séparer les composés de 1’extrait brut selon leur degré de solubilité¢ dans les solvants
d’extraction. Cette extraction nous a permis apres évaporation des solvants, de récupeérer des
quantités d’extraits solides a partir de chaque phase. Le poids récupéré et le rendement calculé pour

chaque extrait, sont représentés dans le tableau 8.

Tableau 8: Poids et rendement de chaque extrait.

Matiére végétal Extrait Poids de I’extrait (g) | Rendement (%)
E ME 10,08 20,16
Dichlorométhane 0,68 1,36
509
Acétate d'éthyle 0,28 0,56
Butanol 2,12 4,24

Les résultats obtenus montrent que 1’extrait butanolique représente le rendement le plus
élevé avec 4.24%, suivi par I’extrait dichlorométhanique avec 1.36%. Cependant, I’extrait acétate
d’éthyle posséde le rendement le plus bas avec 56%. La différence de rendement entre les extraits

est due aux techniques d'extraction utilisées et aux solvants utilisés.

Il est difficile de comparer les résultats obtenus avec ceux de la bibliographie, car le
rendement qui est lié a la quantité de métabolites présents dans la plante n’est que relatif et dépend
des propriétés génétiques, de 1’origine géographique, des conditions et a la durée de stockage de la
récolte et de la méthode et des conditions dans lesquelles l’extraction a été effectuée

(Lee et al.,2003).

I1. Teneur en flavonoides et en polyphénoles
I1.1. Teneur des extraits en polyphénoles

La teneur en polyphénoles totaux estimé par la méthode de Folin-Ciocalteu pour chaque
extrait est calculée a partir de la courbe d’étalonnage et exprimée en microgrammes équivalent en

acide gallique par milligramme d’extrait. La mesure de I’absorbance a été effectuée a une longueur

d'onde de 765 nm.
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Figure 12 : Courbe d’étalonnage d’Acide Gallique (Moyenne + ET des trois essais).

Tableau 9 : Absorbances des extraits et du controle
Extrait | EME | EME | EME | E DI E DI E DI

AE 2577 | 2501 |2611 |2761 |2791 |2.702
AC 0.104 | 0.104 | 0.101 |0.107 |0.107 | 0.107
2.47 2.40 2.51 2.65 2.68 2.60
696.65 | 674.29 | 707.53 | 749.88 | 758.71 | 732.53

Extrait | EAC |[EAC |[EAC |EBU |EBU |EBU

AE 2483 | 2473 | 2.42 2.028 |2.022 | 1.963

AC 0.1 0.113 |0.105 |0.105 |0.105 |O0.117
2.38 2.36 2.32 1.92 1.92 1.85

P 670.18 | 663.41 | 650.18 | 534.88 | 533.12 | 512.24

Tableau 10: Moyennes des teneurs en polyphénols.

Calcul des Teneurs

Extrait Moyenne SD
E ME 69282 | 1604
EDI 747.04 | 13.32
EAC 661.25 | 10.17
EBU 526.75 | 12.60
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On remarque d’apres les résultats du tableau 9 que la quantité des composés phénoliques
totaux est de 526.75 ug EGA/mg pour I’E BU et 747.04 ug EGA/mg pour I’E DI. Cependant, une
quantité moyenne de 661.25 et 692,82 ug EGA/mg, a été détectée pour I’extrait E AC et pour le

brut, respectivement.

11.2. Teneur des extraits en flavonoides

La teneur en flavonoides de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe d’étalonnage

et a été exprimée en microgrammes équivalent en quercétine par milligramme d’extrait, la mesure

Chapitre II : Résultats et discussion

de la densité optique a été effectuee a la longueur d'onde de 415 nm.
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Tableau 11: Moyennes des teneurs en flavonoides et I’écart type des quatre extraits.

Figure 13 : Courbe d’étalonnage de la quercétine.

Calcul des Teneurs
Extrait Moyenne SD
E ME 132.87 3.22
E DI 74.86 4.97
EAC 61.24 4.71
EBU -3.30 0.37
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D’apres les résultats du tableau 10 le taux des flavonoides le plus élevé a été détecté dans
I’extrait Brut avec 132.87 pg EQ/mg. Cependant, le taux des flavonoides des extraits E DI et E AC
est de ’ordre de 74.86 et 61.24 pg EQ/mg, respectivement. Il est important de souligner que le
choix des solvants dans la méthode utilisée, ainsi que les conditions dans lesquelles I’extraction a
été effectuée, influence sur le contenu total en polyphénoles et en flavonoides, et par conséquent
affectent les activités biologiques méditées par ces métabolites (Lee et al., 2003).

I11. Les activités antioxydantes

Il existe plusieurs méthodes utilisées pour déterminer l'activité antioxydante d’un
échantillon. Dans cette étude, les propriétés antioxydantes des extraits de méthanol, du
dichlorométhane, d’acétate d'éthyle, et du butanol,des feuilles de la plante Artemisia campestris ont
été déterminées par les six méthodes suivantes: Le piégeage du radical libre DPPH, la réduction du
radical-cation ABTS, la réduction du radical Galvinoxyl(GOR),le test du pouvoir réducteur FRAP,
le test du phénanthroline et le test CUPRAC (Cupric Reducing Antioxidant Capacity).
Les capacités antioxydantes des extraits de la plante ont été comparées avec ceux des standards le
BHA et le BHT. Pour toutes les activités sauf pour le test du pouvoir réducteur, les résultats ont été

comparés a ceux obtenus avec 1’acide ascorbique, 1’acide tannique et 1’a-Tocophérol.

I11.1. Détermination des Clso des extraits

La Clsop (Concentration inhibitrice & 50 %) permet de calculer la concentration de
I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % du radical libre. Elle est calculée graphiquement par
la régression linéaire des graphes tracés représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de
différentes concentrations des fractions utilisées. La Clso est inversement lié a la capacité
antioxydante d'un composé. Plus la valeur de la Clso est basse, plus I'activité antioxydante d'un

composé est grande (Bentabet et al., 2014) .
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Exemple pour calculé Clso :

Tableau 12: Absorbances des quatre extraits au test DPPH.

EM | EM | EM ED ED ED | EAC | EAC | EAC | EBU | EBU | EBU
0.067 | 0.068 | 0.07 | 0.067 | 0.066 | 0.066 | 0.063 | 0.064 | 0.063 | 0.064 | 0.065 | 0.063
0.069 | 0.072 | 0.085 | 0.067 | 0.067 | 0.067 | 0.064 | 0.063 | 0.073 | 0.065 | 0.064 | 0.065
0.181 | 0.162 | 0.164 | 0.128 | 0.123 | 0.123 | 0.083 | 0.085 | 0.086 | 0.081 | 0.074 | 0.075

0.271 | 0.274 | 0.269 | 0.254 | 0.239 | 0.235 ] 0.22 | 0.176 | 0.221 | 0.206 | 0.215 | 0.2

0.331 | 0.336 | 0.325 0.317 | 0.31 | 0.313 0.291 | 0.298 | 0.3 | 0.292 | 0.273 | 0.23

0.356 | 0.352 | 0.357 | 0.346 | 0.345 ] 0.348 | 0.307 | 0.336 | 0.325 | 0.321 | 0.327 | 0.35

0.37 | 0.381 | 0.38 | 0.373 | 0.372 | 0.369 | 0.359 | 0.364 | 0.436 | 0.362 | 0.35 | 0.359

0.391 | 0.384 | 0.399 | 0.397 | 0.391 | 0.384 | 0.401 | 0.386 | 0.418 | 0.326 | 0.393 | 0.4

La derniére ligne du tableau 11 représente la ligne du controle.
Alors la moyenne de contrdle (MC)= 0.3892,
et I’écart type (ET)= 0.0219952.

Calcul du pourcentage d’inhibition du 2éme extrait (dichlorometane):

AC E
[% = — x 100
==

Avec : Ac : Absorbance du contr6le.

A€ : Absorbance de ’extrait.

Tableau 13: Pourcentage d’inhibition du DPPH par I’extrait dichlorométhane.

ED ED ED
82.7837 | 83.0407 | 83.0407
82.7837 | 82.7837 | 82.7837
67.1092 | 68.3940 | 68.3940
34.7323 | 38.5867 | 39.6146
18.5439 | 20.3426 | 19.5717
11.0921 | 11.3490 | 10.5782
41542 | 4.4111 | 5.1820
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L’équation de la courbe linéaire est sous la forme Y=a X +b

Pour la détermination de la Clso (Y=50) :

Y—b
X =
a
150 = ——
50— b
X =
a

Tableaul4: Clso des trois essais et leur moyenne au test DPPH.

Y A B Clso Cls0ORT ORT ET
50 2,590 | 2,355 18,40
50 2,537 | 5,439 | 17,56 17,82 0,50

50 2,560 |5,182 | 17,51
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-Méthode graphique pour calculer la Clso des trois essais d’extrait diclorometane :

0.0080 -

0.0070 1 y=2.5901x + 2.3555
RZ=1

0.0060 -
0.0050 -
0.0040 -
0.0030 -
0.0020 -
0.0010 -
0.0000 T T )

0.0080 -
0.0070 - y =2.5373x +5.439
0.0060 - R?=0.9973
0.0050 -
0.0040 -
0.0030 -
0.0020 -
0.0010 -

0.0000 T T )

0.0080 -
0.0070 -
y =2.5608x +5.182
R?=0.9924

0.0060 -
0.0050 -
0.0040 -
0.0030 +
0.0020 -

0.0010 -

0.0000 T T )
0 10 20 30

Figure 14 : Méthode graphique pour calculer la Clsp des trois essais d’extrait dichlorometanique.
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I11.1.1. Le piégeage du radical libre DPPH

Ce test permet de mettre en évidence le pouvoir anti-radicalaire d’un antioxydant pur, ou
d’un extrait antioxydant. La solution éthanolique du DPPH de couleur mauve-foncé est caractérisée

par son spectre UV présentant un maximum d’absorbance a 517 nm. Sous 1’action d’un antioxydant

Chapitre II : Résultats et discussion

AOH qui le réduit en DPPHH, sa couleur change et devient jaune (Noureddine et al., 2015).

- ’
- .
> ol

E.ME

E.BU

Figure 15 : Profil de la microplaque de dosage de 1’activité anti-radicalaire (DPPH).

Tableau 15:Pourcentage d’inhibition et la CIsg du test DPPH.

Extrait % Inhibition du test DPPH

1.5625 g 3.125 g 6.25 ug 12,5 ug 25 ug 50 g 100 ug
E Me 3,13+1,56 | 8,78+0,68 15,03+1,42 30,28+0,65 | 56,57+2,68 | 80,64+2,19 | 82,44+0,39
E DI 4,58+0,53 | 11,01+0,39 19,49+0,90 37,64+257 | 67,97+0,74 | 82,78+0,00 | 82,96+0,15
E AC 0,73+11,07 | 17,09+3,76 23,85+1,21 47,15+6,60 | 78,24+0,39 | 82,87+£1,42 | 83,73+0,15
E BU 8,27+1,60 | 14,52+3,93 | 31,9148,16 46,81+1,94 | 80,30+0,97 | 83,38+0,15 | 83,55+0,26
BHT 6.77+1.22 | 11,69+1,88 22,21+1,30 37,12+1,80 | 52,63+2,70 | 56,02+0,53 | 83,60+0,23
BHA 22.21+1.24 | 28,95+1,16 | 54,33+1,59 76,76+1,65 | 84,09+0,35 | 87,53+0,82 | 87,73+0,15

Clso pg/mL

E Me E DI EAC E BU BHT BHA
21,92+0,94 17,82+0,50 14,66+0,75 13,29+1,56 22.3241.19 5.73+0.41
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Figure 16 : Histogramme de la Clso des extraits et standards obtenus par le test DPPH.

D’apres le tableauls et la figure 16 , les résultats révélent que I’extrait buthanolique est le
plus actif avec une Clso de 13,29 +1,56 pg/ml suivi par ’extrait d’acétate d'éthyle avec une Clso
de 14,66 +0,75ug/ml. Les deux extraits du dichlorométhane et du méthanol sont les plus faibles
avec des valeurs de Clso de 17,82+0,50 et 21,92 £0,94 pg/mL, respectivement. En comparaison
avec les standards BHT et BHA dont les Clsp sont de 22.32+1.19 et 5.73+0.41 pg/ml,
respectivement, tous les extraits montrent une activité antioxydante plus importante que celle du
standard BHT. Par ailleurs, les résultats obtenus montrent une activité antioxydante plus importance
que celle obtenus avec la méme plante, évaluée dans d’autres travaux (Noureddine et al., 2015 ;

Bakchiche et Gherib, 2014) .

111.1.2. Réduction du radical-cation ABTS

La méthode de réduction du radical-cation ABTS est I'une des méthodes les plus utilisés
pour la détermination de la concentration des radicaux libres. En réagissant avec le persulfate de
potassium (K2S20g), I’ABTS (acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique), forme le
radical ABTS+ de couleur bleue (a verte). L’ajout d’antioxydant va réduire ce radical et provoque
la décoloration du mélange. La décoloration du radical mesurée par spectrophotométrie a 734 nm

est proportionnelle a la concentration en antioxydant Zaabat et al., 2010) .
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Test ABTS
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Figure 17 : Histogramme de la Clso des extraits et standards obtenus par le test ABTS.

Nos résultats révélent que 1’extrait d’acétate d'éthyle est le plus actif avec une Clsode
5,70+0,40 pg/ml suivi par ’extrait du dichlorométhane avec une Clso de 8,03 +0,80 pg/ml. Par
ailleurs, les extraits méthanolique et buthanolique sont les plus faibles avec des valeurs de la Clso de
11,01+0,99 et15,45 +0,74 ng/mL, respectivement. En comparaison avec les standards BHT et BHA
dont les Clsp sont de 1.55+0.26 et 7.54+0.67 pg/mL, respectivement, seulement 1’extrait d’acétate
d'éthyle présente une activité antioxydante plus importante que le standard BHA. Ces résultats sont
plus significatifs que ceux trouveés par Bakchiche et al. lors I’étude de la méme plante
(Bakchiche et Gherib, 2014)

111.1.3. La reduction du radical Galvinoxyl (GOR)

Le GOe est un radical relativement stable. Il est largement utilisé pour I'évaluation rapide d
’activité antioxydante des polyphénols grace a la capacité de transférer des atomes d'’hydrogeéne
labiles aux radicaux. Ce test vise a déterminer la capacité des phénols a réduire le radical GO+ de
couleur jaune a la forme réduite incolore. La décoloration du radical mesurée par
spectrophotométrie a 428 nm est proportionnelle a la concentration en antioxydant
(Shang et al., 2015) .
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Figure 18 : Histogramme de la Clso des extraits et standards obtenus par le test GOR

Nos résultats révelent que les trois extraits (du dichlorométhane, de I’acétate d'éthyle et du
méthanol) sont les extraits les plus actifs avec une Clso de 16,04+0,47, 16,42+0,44 et 16,86+0,23
ug/mL, respectivement. Alors que I’extrait buthanolique est 1’extrait le plus faible avec une Clso de
I’ordre de 20,33+0,73 pg/ml. En comparaison avec les standards BHT et BHA dont la Clso est de
3.32+0,18 et 5.38 +0,06 ug/mL, respectivement, tous les extraits montrent une activité antioxydante

plus faible.

I11.2. Détermination des Ao des extraits et des standards

Les valeurs Aoso correspondant a la concentration de 0,50 d’absorbance, ont été calculées a
partir du graphique d'absorbance en fonction de la concentration de chaque échantillon, afin de
comparer les données d’activité. Plus la valeur de I’Aos0 est petite plus la capacité de ’antioxydant

est meilleur.

I11. 2.1. Le pouvoir réducteur FRAP

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé¢ a son pouvoir donneur d’électron. Cette technique
permet de mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®*) présent dans le
complexe KsFe(CN) en fer ferreux (Fe?*) (Bentabet et al., 2014).
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Figure 19 : Histogramme des Aq.so des extraits et standards obtenus par le test du pouvoir réducteur
FRAP.

Nos résultats révélent que I’extrait acétate d'éthyle est le plus actif avec une Aoso de
24,91+7,13 pg/ml suivi par I’extrait buthanolique avec une Agso de 38,06+6,34 ng/ml. Les extraits
dichlorométhane et du méthanolique sont les plus faibles avec des valeurs de Aoso de 49,81+0,22 et
44,30+3,18 pg/mL, respectivement. En comparaison avec les standards I’acide ascorbique, I’acide
Tannique et 1’a-Tocophérol dont les Aoso sont de 6.77£1.15, 5.39+0.91 et 34.93+2.387 pg/mL,
respectivement, tous les extraits montrent une activité antioxydante inférieure sauf pour 1’extrait

acétate d'éthyle dont I’activité antioxydante est plus importante que celle de 1’a-Tocophérol.

111.2.2. Le test phénanthroline

La méthode phénanthroline est une méthode appliquée pour mesurer la capacité antioxydante
totale des antioxydants. Cette méthode est basée sur la réduction de Fe*3 par un agent antioxydant
pour donner ’ion  Fe*2 qui ensuite réagit avec la phénanthroline pour donner un complexe de

couleur rouge orangé, et qui absorbe a 510 nm (Szydtowska-Czerniaka et al., 2008).
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Figure 20 : Histogramme des Ao.so des extraits et standards obtenues avec le test

phénanthroline.

Nos résultats révelent que les deux extraits buthanolique et d’acétate d'éthyle sont les extraits les
plus actifs avec des Aoso de 0,390 et 0,93+0,07 pg/ml, respectivement, alors que les extraits du
méthanol et du dichlorométhane, sont les plus faibles avec les valeurs de Aoso de 6,20+0,68 et
6,68+0,19 pg/mL, respectivement. En comparaison avec les standards BHA et BHT dont les
Aososont de 0,93+0,07 et 2,24+0,17 upg/mL, respectivement, seulement les deux extraits

buthanolique et d’acétate d'é¢thyle montrent une activité antioxydante plus importante.

111.2.3. Le test CUPRAC

La méthode CUPRAC (cupric ion reducing antioxidant capacity) est largement utilisée pour
mesurer I’activité antioxydante. Elle est basée sur la réduction en présence d’un agent antioxydant
du complexe néocuproéne (NC)- cuivre (Cu*?) de couleur bleu en complexe Nc-Cu* de couleur

jaune-orangé qui absorbe a 450 nm (Apak et al., 2007).
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Figure 21 : Histogramme d’Ao.s0 des extraits et standards obtenues avec le test CUPRAC.

Nos résultats révélent que I’extrait d’acétate d'éthyle est le plus actif avec une Aoso de
’ordre de 7,960,229 pg/ml suivi par 1’extrait buthanolique avec une Agso de 18,80+0,68 png/ml. Les
deux extraits du dichlorométhane et du méthanol sont les plus faibles avec des valeurs d’Aoso de
21,70+0,52 et 28,66+1,92 pg/mL, respectivement. En comparaison avec les standards BHT et BHA
dont les Aoso sont de 9.62+0.87 et 3.64+0.19 pg/ml, respectivement, tous les extraits montrent
une activité antioxydante modérée. Cependant, ’activité de I’extrait d’acétate d'éthyle est plus

importante que celle du BHT.
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Conclusion

Notre travail porte sur I’étude de 1’espéce Artemisia campestris qui appartient a la famille
des Astéracées, 1’une des familles les plus importantes dans la région méditerranéenne, et la plus
utilisée dans la médecine traditionnelle.

L’activité antioxydante des différents extraits testés a été évaluée par les méthodes DPPH,
ABTS, GOR, le pouvoir réducteur (FRAP), phénanthroline et CUPRAC. Une quantification des
composés phénoliques (phénols et flavonoides) a également été réalisée.

Les résultats obtenus durant cette étude nous ont permis de conclure que :

— Le rendement de 1’extrait brut est de 20.16%. Parmi les rendements des différentes fractions,
celui de la fraction butanolique est le plus élevé avec une valeur de 4.24%. Le pourcentage
de la fraction dichlorométhanique et acétate d’éthyle sont de 1’ordre de 1.36 et 0.56%,

respectivement.

— La quantification des polyphénols totaux réalisés par la méthode de Folin-Ciocalteu révele
une teneur plus élevée en polyphénols totaux dans I'extrait EDI avec une valeur de 747.04
MgEAG/mg. Les teneurs des extraits EBU et EAC sont de 526.75 et 661.25 ugeAG/mg,
respectivement. Cependant, pour I’extrait brut la quantité des composes polyphénoliques
totaux est de 692.82 pgEAG/mg.

*

" Le dosage des flavonoides a montré une forte teneur dans I’extrait EDI avec
74.86 pgEQ/mg, suivi par I’extrait EAC avec une teneur de 61.24 ngEQ/mg. Par ailleurs,
I’extrait brut contient 132.87ug/mg.

e

AS

L’étude de I’activité antioxydante avec les différentes méthodes utilisées a montré que nos
extraits ont plus ou moins un puissant pouvoir antioxydant. Les résultats les plus
significatifs sont observés avec 1’extrait d’acétate d’éthyle avec un Clso de 1’ordre de
5,70£0,40 pg/ml pour ’ABTS, et avec des valeurs de Ags de 0,90+0,02 pg/ml, de
24,91+7,13 pg/ml et de 7,96+0,29 pg/ml pour le test phénantroline, le test du pouvoir
réducteur et le test CUPRAC, respectivement. Certains de nos extraits présentent dans

certains tests une activité antioxydante plus élevée gue celle des standards.
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Il serait intéressant d’approfondir notre étude afin de la compléter, par :

— La purification des extraits par des techniques chromatographique, et d’identifier la structure
exacte des métabolites en utilisant des techniques plus sophistiqués telles que la
spectrométrie de masse.

— Tester l'activité enzymatique des extraits en utilisant les différents enzymes in vitro
(Alpha amylase, acétycholineésterase).

— Séparer et identifier les autres métabolites secondaires tels que les alcaloides, les quinones,
les tanins (catéchique et vrais), les saponines, les stérols et les polyterpénes.

— Effectuer d’autres activités biologiques in vitro telles que 1’activité antivirale, ’activité
antimicrobienne, ’activité anti alzheimer et I’activité antidiabétique

— Faire des essais in vivo concernant l'activité antalgique, anti-inflammatoire, antivirale et

anticancéreuse.
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Tableau 16: Absorbance de la gamme d’acide gallique.

Annexes

[C] pg/ml Abl Ab2 Ab3 Moyenne + ET
200 0.772 0.757 0.796 0.78
175 0.678 0.718 0.689 0.7
150 0.622 0.59 0.614 0.61
125 0.544 0.55 0.567 0.55
100 0.442 0.445 0.448 0.45
75 0.353 0.353 0.361 0.36
50 0.281 0.274 0.278 0.28
25 0.152 0.188 0.197 0.18
Tableau 17: Absorbance de la gamme de la quercétine.
[C] ug/ml Abl Ab2 Ab3 Moyenne + ET
200 0.977 0.935 0.963 0.96
175 0.818 0.892 0.846 0.85
150 0.717 0.78 0.733 0.74
125 0.553 0.614 0.58 0.58
100 0.467 0.507 0.484 0.49
75 0.386 0.33 0.374 0.36
50 0.277 0.258 0.267 0.27
25 0.119 0.131 0.153 0.13
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Figure 22 : Profil de la microplaque de dosage de 1’activité anti-radicalaire ABTS.

Tableau 18 : Pourcentage d’inhibition et la Clso pour I’ABTS.

Extrait Test ABTS
1.5625 pg 3.125 pg 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 pg 100 pg
EME 13,38+0,57 | 21,75+1,28 | 34,93+2,06 | 56,72+10,73 | 88,19+2,82 | 93,48+0,00 93,76+0,28
EDI 13,67+0,75 | 24,96%1,10 | 42,26%2,68 | 65,88+0,78 | 88,80+1,78 | 92,68+0,30 93,15+0,16
EAC 14,90+3,26 | 33,80+1,84 | 57,90+2,70 | 81,95%¥1,00 | 91,02+0,16 | 92,63+0,14 93,05+0,14
EBU 7,34+2,82 12,20+0,64 | 25,58+0,75 | 42,02+3,41 | 75,66+3,30 | 90,31+2,44 93,24+0,08
BHT 35.61+0.75 | 58.56+3.22 | 75.57+#8.07 | 92.29+1.60 | 93.15+0.19 | 94.06+0.63 91.31+0.26
BHA 31.47£1.60 | 34.13+1.31 | 40.28+2.88 49,71+0.12 63.72+2.02 78.52+0.80 88.81+0.37
Clso
E ME E DI E AC E BU BHT BHA
11,01+0,99 8,03+0,80 5,70+0,40 15,45+0,74 1.55+0.26 7.54+0.67

57



Figure 23 : Profil de la microplaque de dosage de 1’activité anti-radicalaire (GOR).

Annexes

Tableau 19: Pourcentage d’inhibition et la Clsg pour le test GOR.

Test GOR
Extrait

1.5625 3.125 pg 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 pg 100pg
EME 1,9940,95 | 6,68+1,11 | 16,10+0,62 | 43,16+2,49 | 71,31+0,73 | 73,50+0,10 | 74,31%0,21
EDI 2,15+1,18 | 8,99+1,01 | 19,824250 | 47,63+1,44 | 71,09+0,68 | 74,98+0,45 | 75,39+0,10
EAC 1,174#2,23 | 6,25#1,07 | 21524112 | 4564+2,58 | 69,32+0,64 | 74,56+0,18 | 77,42+0,61
EBU 4254106 | 7,17+064 | 8,61+053 | 22,40+1,47 | 65774352 | 70,18+0,26 | 71,02+0,85
BHT 34,66+2.62 | 49,23+0.77 | 61,29+0.69 | 68,89+0,26 | 70,0240.50 | 70,49+0,55 | 71,13+0,74
BHA 25.99+256 | 39.15+0.88 | 54.16+0.27 | 65.02+1,26 | 70,19+0.51 | 70.32+0.65 | 70.60%0,10

Clso
EME EDI EAC EBU BHT BHA
16,86+0,23 16,04+0,47 16,42+0,44 20,33%0,73 3.32+0,18 5.38 0,06

58




Annexes

Figure 24: Profil de la microplaque de dosage de I’activité du pouvoir réducteur FRAP.

Tableau 20: Pourcentage d’inhibition et 1 Aqspour le test pouvoir réducteur FRAP.

Test FRAP
Extrait
3.125 pg 6.25 ug 12.5 pg 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg
EME 0,13+0,01 | 0,16+0,01 | 0,28+0,00 | 0,38+0,01 | 0,55+0,06 | 0,60+0,03 | 0,70+0,05
EDI 0,0740.05 | 0,14+0,02 | 0.27x0,01 | 028+0,01 | 0,53+0,00 | 0,77+0,17 | 1,01%0,13
EAC 0.11+0,02 | 0.19+0.03 | 0,32+0,12 | 0,56+0,07 | 0,79+0,09 | 0,80+0,02 | 1,53+0,70
EBU 0,17+0,14 | 0,18+0,01 | 0,25+0,03 | 0,44+0,05 | 0,64+0,08 | 0,88+0,13 | 1,34+0,13
Acide
) 0,35+0,05 | 0,46+0,03 | 0,84+0,12 | 0,93+0,30 | 1,18+0,34 | 1,370,220 | 1,44+0,21
ascorbique
acide
N 0.28+0.02 | 0,78+0,06 | 1.02£0,07 | 124+0,18 | 0,86+0,6 | 1,01+0,21 | 1,02+0,13
annique
o-Tocophérol | 0.11+0,00 | 0.16+0.00 | 0,21+0,03 | 0,35+0,03 | 0,73+0,03 | 1,37+0,08 | 1,81+0,0
Aos
EME EDI EAC EBU Acide Acide -y
ascorbique tannique Tocophérol
44,30+3,18 | 49,81+0,22 | 24,91+7,13 | 38,0646,34 6.77+1.15 5.39+0.91 34.93+2.38
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Figure 25 : Profil de la microplaque de dosage de I’activité anti-radicalaire du test phénanthroline

Tableau 21: Pourcentage d’inhibition et I’Ags pour le test phénanthroline

Test phénanthroline

=t 0,390625 | 0.78125 1.5625 3125ug | 6.25pg 12.5 g 25 ug 50ug | Aospug/mL
EME | 0,39+0,01 | 0,40+0,02 | 0,41+0,00 | 0,45+0,01 | 051001 | 0,59+0,01 | 0,83+0,01 NT 6,20+0,68
EDI | 0,38+0,01 | 0,39+0,00 | 0,40+0,01 | 0,41+0,01 | 0,48+0,02 | 0,68+0,01 | 0,89+0,13 NT 6,68+0,19
EAC | 0,43+0,00 | 0,49+0,01 | 0,5640,02 | 0,63+0,02 | 0,67+0,04 | 0,91#0,05 | 1,07+0,03 NT 1,17+0,33
EBU | 057+0,03 | 0,65+0,00 | 0,67+0,05 | 0,79+0,02 | 0,85+0,04 | 0,95%0,05 | 0,99+0,00 NT <0,390625
BHA NT 0,49+0,01 | 0,59+0,01 | 0,73+0,02 | 0,93+0,01 | 1,25+0,04 | 2,10+0,05 | 4,89+0,06 | 0,93+0,07
BHT NT 0,47+0,01 | 0,47+0,01 | 053+0,03 | 1,2340,02 | 1,84+0,01 | 3,48+0,03 | 4,84+0,01 | 2,24+0,17

60




Annexes

Figure 26 : Profil de la microplaque de dosage de I’activité anti-radicalaire du test CUPRAC.

Tableau 22: Pourcentage d’inhibition et I’Ags pour le test CUPRAC.

Extrait Test CUPRAC
1.5625 ug 3.125 g 6.25 g 12.5 ug 25 g 50 ug 100 pg Aos pg/mL
EME 0,10+0,00 0,17+0,06 0,17+0,00 0,27+0,02 0,48+0,03 0,80+0,04 1,60+0,17 | 28,66+1,92
EDI 0,11+0,01 0,14+0,01 0,20+0,01 0,32+0,02 0,59+0,01 1,06+0,02 1,59+0,08 | 21,70+0,52
EAC 0.17+0.01 0,27+0.01 0,41+0.01 0,74+0.04 1,29+0.05 2,01+0.08 3,13+0.11 7,96+0,29
EBU 0.13+0.01 0,15+0.02 0,24+0.01 0,37+0.02 0,64+0,01 1,14+0.08 2,02+0.05 | 18,80+0,68
BHT 0.11+0.04 0.19+0.01 0.33+0.04 0.66+0.07 1.03+0.07 1.48+0.09 2.04+0.14 9.62+0.87
BHA 0.23+0.07 0.46+0.00 0.78+0.01 1.34+0.08 2.36+0.17 3.45+0.02 3.76+£0.03 3.64+0.19
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Résumé

Ce travail est une contribution a 1’évaluation de I’activité antioxydante des extraits
métanolique, dichlorométhanique, acétate d’éthyle et butanolique de la plante médicinale Artemisia
campestris. L’activité antioxydante est réalisée en utilisant six méthodes a savoir, le piégeage du
radical DPPH, le piégeage du radical-cation ABTS . La réduction du radical GOR, le test du
pouvoir réducteur FRAP, le test du phénantroline et le test CUPRAC. L’étude de la teneur en
polyphénols et en flavonoides de ces extraits a été également réalisée. Les résultats ont montré que
les extraits méthanolique, dichlorométhanique, acétate d'éthyle et buthanolique ont une activité
antioxydante plus ou moins en piégeant les radicaux libres par comparaison avec les standards
BHT, BHA. Ces résultats sont en corrélation avec les teneurs en polyphénols et en flavonoides.
Donc, notre étude a montré que la plante médicinale Artemisia campestris est tres riche en
composes phénoliques et présente une bonne activité antioxydante. Ces resultats nous permettent de
dire que la plante pourrait étre utilisée comme une source potentielle de molécules bioactives
piégeurs d’espeéces réactives a I’oxygene et d’autres radicaux libres, réduisant ainsi les effets du
stress oxydatif.

Mots clés : Artemisia campestris, activité antioxydante, teneur en polyphénols, teneur en

flavonoides, stress oxydatif, espéces réactives de 1’oxygene, radicaux libres.
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Sommary

This work is a contribution to the evaluation of the antioxidant activity of the metanolic,
dichloromethane, ethyl acetate and butanolic extracts of the medicinal plant Artemisia campestris.
The antioxidant activity is carried out using six methods namely, DPPH radical scavenging, ABTS
radical-cation trapping, Reduction of the GOR radical, FRAP reducing power test, phenanthroline
test and CUPRAC test. The study of the polyphenol and flavonoid content of these extracts was also
evaluated. The results showed that the methanolic, dichloromethane, ethyl acetate and buthanolic
extracts have more or less antioxidant activity by trapping the free radicals compared with the BHT
and BHA standards. These results correlate with polyphenol and flavonoid content. So, our study
showed that the medicinal plant Artemisia campestris is very rich in phenolic compounds and has a
good antioxidant activity. These results allow us to say that the plant could be used as a potential
source of bioactive molecules trapping oxygen-reactive species and other free radicals, by reducing

the effects of oxidative stress.

Key words: Artemisia  campestris, antioxidant  activity,  polyphenol  content,

flavonoid  content,  oxidative  stress, reactive  oxygen  species, free radicals.
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Résumé

Ce travail est une contribution a I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits métanolique,
dichlorométhanique, acétate d’éthyle et butanolique de la plante médicinale Artemisia campestris.
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piégeage du radical-cation ABTS . La réduction du radical GOR, le test du pouvoir réducteur FRAP, le
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piégeant les radicaux libres par comparaison avec les standards BHT, BHA. Ces résultats sont en
corrélation avec les teneurs en polyphénols et en flavonoides. Donc, notre étude a montré que la plante
médicinale Artemisia campestris est trés riche en composés phénoliques et présente une bonne activité
antioxydante. Ces résultats nous permettent de dire que la plante pourrait étre utilisée comme une
source potentielle de molécules bioactives piégeurs d’especes réactives a I’oxygene et d’autres radicaux
libres, réduisant ainsi les effets du stress oxydatif.
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