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Introduction générale

La nature est pleine de ressources aux vertus bénéfiques. Depuis des milliers d’années,
I’humanité a utilisé diverses plantes trouvées dans son environnement. En plus de son alimen-
tation, I’homme y trouve des substances actives qui procurent un bienfait a son organisme afin
de traiter et soigner toutes sortes de maladies. L’usage thérapeutique des plantes médicinales et

tres présentes dans certains pays du monde, et surtout les pays en voie de développement [1] [2].

La médecine traditionnelle est trés répandue en Algérie pour sa richesse en plante aux
propriétés pharmacologiques qui leur conferent un intérét médicinal [3]. Parmi les principales
plantes utilisées sont celles du genre Artemisia [1]. Il a été démontré que ce genre a un effet
antioxydant significativement plus élevé et antidiabétique en plus de ses effets antimicrobiens
et antifongiques [4].

Ces activités biologiques que présentent les plantes ont incité les chercheurs scientifiques
a étudier leurs métabolites bioactives qui sont impliqué dans le traitement naturel de plusieurs
maladies. Dans le but de faire la découverte de nouvelles molécules bioactives qui seront utili-
sées dans la synthése de nouveau médicaments plus actives et plus efficace pour le traitement
des maladies, comme c’est le cas de 1’aspirine extrait d’écorces de Salix alba, galegine isolé de

Galega officinalis....ect [5].

C’est dans ce contexte que s’inscrit le présent travail, dont le but principal est de faire un
dosage des polyphénols et flavonoides, ensuite faire une étude phytochimique des différent es-
péces chimique et enfin réalise une étude des activités antioxydant : DPPH, ABTS, GOR, phe-

nanthroline et CUPRAC, et enzymatique : a-amylase, a-glucosidase et acetylcholinstérase.

Notre travail est divisé en trois chapitres, présentés comme suit : le premier chapitre con-
tien d’une maniére précise et résumer tout ce qui concerne notre theme, sous le titre de recherche
bibliographique. Le deuxiéme chapitre de ce document intitulé matériels et méthodes présente
les méthodes choisies ainsi que le matériel utiliser au cours de cette étude, suivie du troisieme
et dernier chapitre qui présente et traite les résultats qui ont été obtenue au cours de cette re-

cherche intitulés résultats et discussion.
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I.1Etude botanique
1.1.1 Généralité

La famille des astéracées contient plus de 500 espéces, parmi ces especes : Artemisia
judaica L, appelé aussi armoise de judée, elle est une plante vivace aromatique, a une odeur

agréable, utilisée dans la médecine traditionnelle en Algérie [6]. (Voir Figure 1).

Figure 1 Artemisia judaica L[7].

1.1.2 Systématique de la plante

Tableau 1 Classification qu'occupe Artemisia judaica L [8].

Rang Nom scientifique
Embranchement Phanérogames ou Spermaphytes.
Sous-embranchement Angiospermes.
Classe Eudicots
Sous classe Asteridées
Ordre Asterales.
Famille Astéracées.
Genre Artemisia
Espéce Artemisia judaica L

Sous espéce Artemisia judaica L ssp. sahariensis.
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1.1.3 Description de la plante

C’est une plante qui a un réceptacle trés velu, capitules disposés en longues grappes ter-
minales généralement simples. Feuilles de 1-2 cm de long. Fleurons insérés tres obliqguement
sur I'akene, trés velus au sommet (au moins sur ceux qui sont hermaphrodites). Tiges suffrutes-

centes a la base, de 20-40 cm. Foréts claires, pentes pierreuses [9].

1.1.4 Distribution géographique

On trouve cette plante répartie dans plusieurs régions dans des montagnes de 1200 a 1800
meétres d’altitude, dans le désert méridional de I'Algérie (large distribution du désert du sud
jusqu'a la cote) en Egypte (désert et la cote) et au Moyen-Orient (péninsule du Sinai, Arabie
saoudite et Jordanie) [6], [10].

1.1.5 Composition chimique

Plusieurs enquétes ont démontré que cette plante est riche en flavonoides et lactones ses-
quiterpéniques, riche aussi en d’autres composés comme le pipéritone et le cinnamate, la judai-
cine, la cirsimaritine, terpinéne-4-ol et d'acétate de bornyle et aussi la présence de hydrocar-
bures monoterpéniques (santolina triene, artemisia cétone, et l'alcool artémisia,), aussi la pré-
sence de a-phellandrene qui est la plus abondante. Cette plante contient aussi des composés
toxiques mais en petite quantité telle que B-thujone et camphre [6] [11] [12]. Sont huile essen-
tielle est riche en monoterpenes oxygénés [13]. (Voir tableau 2). Contiens aussi des saponins,

terpénes et tannains [14].

1.1.6 Activité biologique et thérapeutique

Il a été demontré que le composee judaicine de cette plante a un effet cardiotonique, et
que la cirsimaritine, posséde une action antivirale et antibactérienne et antifongique (inhiber
I’activité de Staphylococcus aureus, Candida albicans et Rodotorula ruba, Callosobruchus ma-
culatus) ainsi qu'un effet inhibiteur de I'activité de plusieurs enzymes des mammiféres [11] [14]
[15].Son huile essentielle a des propriétés insecticides, anti-médicamenteuses et antifongiques
[12], elle contient aussi de la santonine qui a des effets vermifuges. Elle a une activité acaricide,

allélopathique et antioxydante [10].

Les effets médicinaux de cette plante sont les suivante: traitement ophtalemique, amé-
lioration de I’immunité, diminution du risque d'athérosclérose, cancer, arthrite et maladies gas-

tro-intestinales [13], anthelminthique, anti-inflammatoire, analgésiques et antipyrétiques [14].
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Tableau 2 Pourcentages les plus marquants des composés chimiques de I’huile essentielle

d’Artemisia judaica d’origine algérienne [16].

Composé chimique Pourcentage (%)

Piperitone 53,5
chrysanthenone 9,9
Cis-chrysanthenyl acetate 7,5
Cis-chrysanthenol 3,7
Devanone 3,4
Camphor 1,6
(2)-ethyl cinnamate 1,6
(E)-ethyl cinnamate 1,9

1.2Métabolites secondaires

1.2.1 Généralité

Composé secondaire, composé phytochimique et facteur antinutritionnel sont tous des
termes qui désignent un ensemble de métabolites secondaires (plus de 200,000 structures), ils
sont produits en faible quantité (répartition limitée dans les plantes supérieures) et indispen-
sables a la vie du végétal (se protége contre les herbivores, bactéries champignon et virus),
responsable de plusieurs fonctions essentielles telles que la communication intracellulaire la
défense et la régulation des cycles catalytiques et 1’adaptation dans les environnements [17] ;
[18].

1.2.2 Classification

Les métabolites secondaires ont de nombreuses applications pharmaceutiques [19] ; ils
sont classés en trois grands groupes : les composés phénoliques, les terpénes et les alcaloides.
Chacune de ces classes est composée d’un grand nombre de molécules a activité biologique
[17].
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1.2.2.1Composer phénolique

Les composés phénoliques ou polyphénols sont importants pour la plante et aussi pour
I’homme ; ils sont caractérisés par un ou plusieurs noyaux aromatiques hydroxylés, répartis en
plusieurs composeés. Les polyphénols sont treés exploités par les chercheurs pour leurs propriétés
physiologiques, comme les activités antiallergiques, anti-artherogeniques, anti-inflammatoires,
hépato-protectives, antimicrobiennes, antivirales, antibactériennes, anticarcinogéniques, anti-

thrombotiques, cardioprotecteur et vasodilatatrice [17], [18], [20].
«» Biosynthese et classification des composées phénolique

C’est la voie de I’acétate qui est a ’origine des composés phénoliques, dont les précur-
seurs sont les acides aminés phénylalanines et tyrosines, qui sont synthétisés par la voie de
I’acide shikimique [21].

Les polyphénols sont classés en plusieurs groupes en fonction du nombre de noyaux aro-
matiques de leurs structures et les substituants qui les relient : les flavonoides, acide phénolique,

tannin, saponines, stilbenes, lignanes [20] (Voir figure 2).

| Voie shikimate

Phosphoénolpyruvate

“Z0,4P0O coo’

CH, R
HO COO
+ ~
o H —_— — — - — — — >
H OH o - OH
H OH OH
CH20PO ;-
[ Erytrose-4-phosphate | ‘ Acide shikimique |
Acide cinnamique ——  Acide hydroxybenzoique
Acide p-coumarique ——p Acide hydroxycinnamique Tanins
l \ hydrolysables
4 Coumaroyl-CoA + 3 malonyl- CoA
/ \ Lignines
Stilbéne Flavonoides

Figure 2 Biosynthese des composer phénolique [21], [22] , [23].
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a) Flavonoides

Les flavonoides sont des composeés naturels a faible poids moléculaire hydrosoluble, ils
contiennent un nombre variable de groupes hydroxyles phénoliques dans leurs structures chi-
miques. Ils ont d’excellentes propriétés de chélation du fer et autres métaux de transition, ses
propriétés leur permettent d’avoir une excellente capacité antioxydante (contre les radicaux
hydroxyles, et superoxyde). Ils jouent un réle important dans la défense de 1’organisme contre
les agents oxydants (les rayons ultras violets, pollution de I’environnement. . .etc.), ont des effets
thérapeutiques dans de nombreuses pathologies (cardiopathie, ischémie, athérosclérose ou can-
cer) [24], [25].

Kaempferol : R1=R2 = H; R3= OH Daidzein : R1=R2=H

Ry
R, HO 0
Quercetin : R1I=R3 =0H; R2 = HHO o O I Genistein : R1=0H; R2=H
O | R © O
Ry ORI
OH O

Isoflavone S R1= RI—
Apigenin : R1=R3 = H; R2= OH Flavonol -RIFRZ
Ra'
. :R1=0l; R2=
Luteolin : R1= H; R3=R2= OH \ / l ' >
i 3 B \4'/OR4
OH O o
Flavone / \
Ry .
Malvidine: R1= R2= OCH2 Ry R Eriodictyol : R1=R2= OH
2
OH
Cyanidine: R1= OH; R2=H ® O HO 0. Hesperetin : R1= OH; R2= OCH3
HO o} u
-
OH OH O
OH
Anthocyanidine Flavanone

Figure 3 Classification et exemple de flavonoides et de leurs structures chimiques. Les struc-
tures chimiques de chacune des six classes de flavonoides sont présentées a titre d'exemple
[29].

% Classification

Les flavonoides ont une structure chimique avec un squelette commun partagé, benzo-

pyrane (C6-C3-C6), constitué de deux cycles de phényle (A et B) lié par un cycle pyrane (C).
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Selon les variations du cycle C, la présence ou non de groupes hydroxyle et méthyle addition-
nels, ainsi que de la position ou ceux-ci ont été insérés dans le squelette de base, on obtient une
multitude de structures dont les principales classe sont: Flavan, Flavonols, Flavones, isoflavone,
flavanone, et Anthocyanidines [26], [27]. (Voir la figure 3)
% Biosynthése

Le cycle A est synthétisé a partir de 3 molécules de malonyles coenzyme A, le cycle B
formé a partir de la p-coumaroyl-coenzyme A issue de la phénylalanine. Ces derniers vont
subir plusieurs modifications enzymatiques pour aboutir a la synthése des différentes classes de
flavonoides. Des réactions de substitution catalysées par d’autres enzymes vont permettre la
différenciation des flavonoides de chaque classe [28]. (\Voir la figure 3)

1.2.2.2 Terpenes

Les terpénes sont des produits isoprénoides naturels bioactifes présents dans plusieurs
plantes. La famille des terpénes est le principal constituant des huiles essentielles, ils sont com-
plexes et renferment des milliers de composés classés selon leurs degrés de polymeérisation [30],
[31]. lls sont répartis dans tous les organes de la plante. Ces composés ont des propriétés phar-

macodynamiques en fonction du squelette terpénique [32], [33]. (Voir le tableau 3)
« Biosynthése

La biosynthése de tous les terpénes est initiée par la synthése d’unité isoprénique a partir
de l'acide mévalonique ou le méthylérythritol phosphate, ces unités sont soumises ensuite a
I'action de condensation séquentielle pour former les différents terpénes cyclique et acyclique
[32], [34] [35]. (\Voir la figure 4)

Tableau 3 Different terpéne ainsi que leur different effet pharmacodynamique [32].

Terpénes Propriétés pharmacodynamiques

Pinénes Rubéfiant

Azuléne Anti-inflammatoire
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Géraniol, Linalol, Cinéol Antiseptique
Ascaridol Vermifuge
Thuyone Stupéfiant

Voie cytosolique du mévalonate I Voie plastidique du méthylerythritol

Dimethylallyl diphosphate (C5) Isopentenyl diphosphate (Cs)

e
C10 — Monoterpenes
P Geraniol
. T Bomeol
Géranyl dlpPo_sphate (C10) _— Linalool
PP Limonene
Menthol
‘ C15 — Sesquiterpenes; C15 —Triterpenes
(E)- beta- Farmesene
. Artistoloch:
(E.E)-Farnesyl diphosphate (C15) _— Al;j_;sfmizze
IPP Sterols

Beta-Amyrin
fJM J c’\}o( C20 — Monoterpenes; C40- Tetraterpenes

Diterpene resins
(E.E,E)-Géranylgeranyl diphosphate (C20) _— Gibberellins

Carotenoids

Figure 4 Biosynthése des composées terpéniques [35].

1.2.2.3 Alcaloides

Ce sont des substances naturelles stables, cycliques, contiennent dans leurs structures un
ou plusieurs atomes d’azote ; plus de 15 000 alcaloides ont été identifiés, ils sont trouvé princi-
palement dans les plantes fleurissantes mais sont aussi produits par d’autres étres vivants
comme les fourmis, les grenouilles et les coccinelles. Ils possédent différentes voies de biosyn-
these mais sont principalement synthétisés a partir d’acide aminés (lysine, tyrosine, trypto-
phane), ils sont classés en fonction de la position de I’atome d’azote au sein de la structure et
la famille de plantes [36] , [37].

Les alcaloides sont aujourd’hui utilisés dans tous les domaines de la santé. La morphine
est un alcaloide célebre pour ses activités thérapeutiques puissantes, aussi I’opium utilisé pour

ses propriétés analgésiques d’autres sont utilisées pour leurs propriétés anticancéreuses comme
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la vinblastine et la vincristine, la quinine pour traiter du paludisme, la lidocaine ou la tétracaine
en tant qu’anesthésiques locaux, la nicotine pour le sevrage anti-tabac, et bien beaucoup

d’autres [40]. (Voir Figure 5)

HO

N—
_/\\“\\‘
Ho\/
O\/\ /!\ /o IS
= NETS |
Y ’ / N/
HON

Figure 5 Structure 3D de deux alcaloides : la morphine et la quinine [38], [39].

I.3Activité biologique
1.3.1 Stress oxydant

C’est une agression de la cellule, provoqué lors d’un déséquilibre entre les espéces réac-
tives de I’oxygéne (ERO) et les agents antioxydants (AOX) ; qui conduit a des dégats structu-
raux et fonctionnels. La perturbation de la balance cellulaire est causée par plusieurs fac-
teurs endogenes et exogenes:

v Facteurs endogenes : un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale (ischémie, vieil-
lissement,..), action de complexe enzymatique (xanthine oxydase, NADH, oxydase, monoa-
mine oxydase...), inflammation, la libération du fer par la ferritine.

v Facteurs exogeénes : le tabagisme, consommation d’alcool, mal nutrition, amiante, pollu-

tion, exercice intense ou mal géré [41], [42],[43]. (Voir figure 6)
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Déséquilibre patho\ogique

+ Enzymes anti oxydantes
Anti * Cofacteurs :Zn, Se
* [Espécesréactives de 1’02 oxyda nt * Vitamine C ( alimentation )
* Dysfonction mitochondrie
« Métaux loures: Fe , Cu /’—J
+ Facteurs environnementaux

oxydant

Balance du stress oxydant

Figure 6 Illustration simplifiée des relations entre les ERO et les AOX [44].

1.3.1.1 Especes réactives de I’oxygéne

Les ERO sont des molécules réactives, instables ; ils ont un ou plusieurs électrons seuls
sur la couche externe. Ces molécules vont constamment chercher la stabilité, ils vont donc soit
arracher des électrons a d’autres molécules du milieu, soit perdre des €lectrons, les molécules

qui sont attaqués, a leurs tours vont devenir des espéces réactivent [45]. Voir le tableau qui

suit :

Tableau 4 Principales espéces réactives [46], [47].

Espéces Radicalaires Espéces non Radicalaires
Anion superoxyde (O2") : tres réactif, oxyde  oxygeéne singulet (*O2) : trés réactive, peut
les catécholamines. initier I’oxydation des lipides.
Monoxyde d’azote (NO) Nitroperoxyde (ONOOH)
Radical hydroxyle ("OH) : tres réactif peut Peroxyde d’hydrogéne (H202) : stable
diffusible, initiateur principale de la faiblement toxique, diffusible antiseptique.
lipoperoxydation

10
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1.3.1.2Mécanisme de production des ERO

Les especes réactives de 1’oxygeéne sont produites principalement au niveau de la mito-

chondrie [48].
< Anion superoxyde (02™)

L’oxygéne moléculaire subit une réduction mono-électronique pour produire 1’anion su-
peroxyde, aussi produit par le NADH déshydrogénase, le NADPH oxydase des cellules vascu-
laires endothéliales, par oxydation des composés suivants : neuromédiateur (adrénaline, nora-
drénaline, dopamine...), le thiol (cystéine), des coenzymes réduits (FMNH2, FADH2), ainsi
que par la détoxification des xénobiotiques par le cytochrome P450 [48], [49]. (Voir figure 7)

% Peroxyde d’hydrogéne (H202)

Il est obtenu soit par détoxification d’O2™ par le superoxyde dismutase, soit par réduction
bi-¢électronique de I’oxygéne catalysé par des oxydases (aminoacides oxydases, glycolate oxy-
dase, urate oxydase...), soit par une monoamine oxydase de la membrane externe de la mito-

chondrie qui catalyse la désamination oxydative de certaines amines [49]. (Voir figure 7)

% Radical hydroxyle (°OH) et I’anion basique (OH")

Le H>Oz est dit toxique, car il est le précurseur de deux molécules extrémement réactives
de structure électronique différente, qui sont 1’’OH et OH™ (réaction de Fenton) [49]. (Voir
figure 7).

% Oxygene singulet (*O2)

Les rayonnements sont capables de géenérer des radicaux libres, soit en scindant la molé-
cule d'eau lorsqu'il s'agit des rayons ionisants X ou v, soit en activant des molécules photosen-
sibilisantes lorsqu'il s'agit des rayons ultraviolets qui vont par ce mécanisme produire des 02
et de 10, [48]. (Voir figure 7)

% Monoxyde d’azote et ces dérivés (NO)

Le radical NO est produit par difféerents types cellulaires. L’enzyme NO-synthase est un
catalyseur dans la réaction qui produit du monoxyde d’azote ou oxyde nitrique (NO*) & partir
d’arginine et d’oxygéne. Le NO- réagit avec 1’02 pour former la peroxynitrite (ONOOH) pos-
sédant un puissant potentiel oxydant. [50]. (Voir figure 7)

11
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1
0, D — 0?2 | ——— Peroxyde d’hydrogéne

Oxygéne singulet Oxygene
- SOD )
Arginine Cyele Redox my¢loperoxydase
NADPH ox Feas
mitochondrine
O o HOCI
Monoxyde d’azote Anion superoxyde
v
ONOO

Peroxynitrite

Figure 7 Origine des différents radicaux libres oxygénés et especes réactives de I’oxygene
impliqué en biologie [48].

1.3.1.3 Cible des ERO

La production d’ERO en quantité excessive et non régulée est la cause de lésion directe
de molécules biologiques comme 1’oxydation de I’ADN, qu’il soit nucléaire ou mitochondrial,
par les radicaux O2°~ et OH°. Les attaques des ERO des protéines induisent 1’apparition de
groupements carbonyles, de cystéines oxydées, de fragments peptidiques (détachements
d’acides aminés) ou d’agrégats protéiques ; ils peuvent également réagir avec les acides gras
poly-insaturés des phospholipides membranaires et des lipoprotéines, initiant ainsi des chaines
de peroxydation lipidique, aussi avec des glucide, ainsi que d’autres lésions dites secondaires
comme le mutagéne des métabolites libres lors de 1’oxydation des lipides qui peuvent conduire
a des pertes de fonction et de stabilité et méme aussi a une mort cellulaire [48], [51], [52].
(Voir figure 8)

12
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Espéces réactives de 1'oxygene

N

ADN Lipide protéine

A 4 v

Oxydation des acides nucléique Peroxydation lipidique Oxydation des groupements sulthydryls

v

Production d’aldehydes :

Malon dialdéhyde, hydroxynonénal

|

L 2 Perturbation de I’intégrité membranaire v

Altération des génes Altération des protéines

Altération fonctionnelles des récepteurs

-

Dommages cellulaires

Figure 8 Différentes cibles des Espéces Réactives de I'Oxygene [53].

1.3.1.4 Maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est responsable de plusieurs maladies :

» Par I’apparition de molécules biologiques anormales et en surexprimant certains genes :
cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu,
cedemes pulmonaires, vieillissement accéléré.

» Responsable aussi de I’apparition de maladies plurifactorielles : le diabéte, la maladie
d’Alzheimer, les rhumatismes et maladie cardiovasculaires.

> 1l a aussi un role dans I’apparition des facteurs athérogénes : augmentation de la résis-
tance a I’insuline, I’homocystéine [48].

1.3.2 Activité antioxydante

Les AOX sont des substances a faibles concentrations capables d’inhiber ou de retenir les
ERO, par transfert d’électrons ou d’atomes d’hydrogéne et peuvent aussi agir en chélatant des
ions métalliques (Fe, Cu). lls peuvent développer des synergies entre eux (vitamine E et C)
[54]. lls sont de deux sources, exogenes, et endogenes [42] (voir le tableau 5). Les AOX assu-
rent deux fonctions, un role sacrificiel car ils ont la capacité d’éliminer les ERO et un réle

préventif grace a son potentiel d’inhibition de formation d’oxydant réactif [55].

13
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Tableau 5 Différentes sources d’antioxydants dont dispose 1’organisme pour répondre aux

situations de stress oxydant [56].

Endogéne Exogene

Enzymatique Non enzymatique lipophiles hydrophiles

- Super-oxyde dis- - Glutathion
mutase - Albumine - Vitamine E - Polyphénols
- Glutathion pe- - Bilirubine - Vitamine A - Vitamine C
roxydase - Coenzyme Q10 - Caroténoides - Oligoélément
- Catalase - Ac. Urique

1.3.2.1 Systéeme de défense enzymatique

% Superoxydes dismutases (SOD)

La SOD est une métalloprotéine qui se trouve sous trois isoenzymes, différents par leurs
localisations chromosomiques dans le géne, le contenu métallique, structure quaternaire et leur
localisation cellulaire. Elle permet la production de peroxyde d’hydrogéne et d’oxygene a partir

de I’élimination de I’anion superoxyde [42], [50], selon la réaction suivante

20, +2H"— H,0,+ 0,

+«» Glutathion peroxydases (GPxs )

La GPxs est une sélénoproteine synthétisée par le foie et le rein, présentée sous cing iso-
formes. Elle agit par la réduction des peroxydes en présence de son substrat spécifique le glu-
tathion (c’est un tripeptide : Y-glutamyl-cystenyl-glycine, (Voir figure 10)) réduit (GSH), dé-
montré par la réaction suivante [42], [50] :

2GSH + H,O, — GSSG + 2H:0

14
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+» Catalase

Les principales enzymes capables de détruire le peroxyde d’hydrogene sont les catalases
dont leur cofacteur est le fer, présentes dans les hématies et les peroxysomes hépatiques. et le
glutathions peroxydases a cofacteur sélénium[48]:

Catalase (Fe I11) + H,O2 — Catalase (Fe V) H202

Catalase (Fe V) H202 + H20, — Catalase (Fe III) + H20 + O

1.3.2.2 Systéme antioxydant non enzymatique

®,

«+ Glutathion

Il se trouve dans les compartiments cellulaires majoritairement sous forme réduite (GSH)
et a faible concentration sous forme oxydée (GSSG), le rapport réduit/ oxydé représente un
excellent marqueur de peroxydation lipidique [42]. 1l est le cofacteur de nombreuses enzymes
d’oxydation (GPxs). Il permet la conjugaison des protéines oxydées aux espéeces électrophiles
pour les réduire. Les radicaux O2° et OH® sont éliminés par interaction indirecte par le gluta-
thion [53] [57]. (Voir figure 9).

% Les polyphénols

Sont des molécules organiques hydrosolubles qu’on trouve dans les végétaux. Elles
jouent plusieurs roles parmi lesquels : permettent I’emprisonnement des ERO, de bon chéla-
teurs de metaux de transition ; comme le fer et cuivre qui catalyse des oxydations[42], [50].
(Voir figure 10)

Glutamic acid Cysteine Glycine

Figure 9 Structure du tripeptide le glutathion réduit (GSH) [58].
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Figure 10 Apercu des différentes espéces oxygénées activées (EOA) et des antioxydants ré-
gulateurs de leur production [42].

1.3.2.3 Méthode de dosage de I’activité antioxydant

Dans le but de quantifier les AOX dans un échantillon biologique, les chercheurs ont
exploité leurs capacités naturelles a piéger des radicaux libres pour élaborer des méthodes de
dosage efficaces.

Plusieurs tests ont été développés afin de déterminer I’activité antioxydant in vivo et in
vitro, parmi ces méthodes :

+ ORAC (Oxygeéne Radical Absorbance Capacity) et TRAP (Total Radical Trapping An-
tioxidant Parametre) permettent le piégeage des peroxydes ROO,

+ FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) permettent le piégeage des ions fer-
riques,

+ ABTS (sel d’ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) et
aussi le radical libre DPPH (diphenyl-picrylhydrazyle). Les résultats sont comparés a une

solution de reférence qui a une grande activité antioxydante [17].

1.3.3 Activité enzymatique

1.3.3.1 Diabéte sucré

Le diabete est une maladie chronique caractérisée par une hyperglycémie et une pertur-
bation des métabolismes glucidiques, lipidiques et protéiques. Les types de diabete les plus
connus sont : type 1 (diabete insulino-dépendant, est caractérisé par une absence ou une trop
faible production d’insuline par les cellules du pancréas), type 2, (est caractérise par un défaut
d’action de I’insuline (insulinorésistance) qui peut évoluer vers un épuisement des cellules sé-

crétrices d’insuline) [18], [59].
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1.3.3.2 a -amylase et a -glucosidase

L’ a-amylase est présente dans les sécrétions salivaires et pancréatiques. Elle catalyse
I'nydrolyse glucosidique des composants de I'amidon. Le rdle de 1’a-amylase dans le clivage
des glucides est complété par I'action de 1'a-glucosidase, présente dans la bordure de la brosse
de l'intestin gréle et responsable de la libération du glucose [60]. L'absorption digestive du glu-
cose permet I’¢élévation glycémique postprandiale, ce qui représente un probléme pour les dia-
bétiques [61]. Une approche pratique pour réduire I'nyperglycémie postprandiale consiste a re-
tarder I'absorption des hydrates de carbone aprés I'apport alimentaire. Ceci pourrait étre réalisé

par I'inhibition d' o -amylase et d' a. -glucosidase présente dans le systéme gastro-intestinal [62].
1.3.3.3 Maladie d’Alzheimer

C’est une maladie neurodégénérative progressive, associée au déclin cognitif, une forme
courante de démence chez les personnes agées ; causee par I'accumulation de protéine au niveau
des synapses, qui stop la communication entre deux neurones en bloquant I’entrée des produits
chimiques qui permettent a I’information de circuler (acétylcholine (ACh)) [63] , [64].

L'un des principaux axes de recherche traiter les symptéme de cette maladie a été d'aug-
menter l'activité cholinergique par I’inhibition de la dégradation intra-synaptique de l'acétyl-
choline (produits chimiques qui sont libérés par un neurone et détecté par un neurone récepteur

au niveau des synapses) en utilisant un inhibiteur de la cholinestérase [65], [64].
1.3.3.4 Acétylcholinestérase et butyrylcholinestérase

L'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE) sont des enzymes ace-
tylcholines hydrolases ayant une activité estérase. L’ AChE met fin aux impulsions nerveuses
en catalysant I'nydrolyse de I'acétylcholine (ACh), alors que le BChE dégrade 1’acétylcholine,
lorsque I’ AChE est inhibée ou absente. L'inhibition des I'enzymes AChE et BChE par des inhi-
biteurs spécifiques est la cible thérapeutique pour le traitement de troubles tels que la maladie
d'Alzheimer, Un grand nombre de flavonoides ont été isolés a partir de plantes, dont certains
sont testés pour leur potentiel d'inhibition possible de I'AChE [66], [67], [68]
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La partie qui concerne le criblage phytochimique a été réalisée au niveau du laboratoire
de biochimie RDC de I’université Mentouri Constantine 1. L’autre partie de 1’étude expérimen-
tale qui concerne les activités antioxydantes et anti-enzymatiques ainsi que le dosage des poly-
phénols et flavonoides a été réalisé au sein du laboratoire 02 de biochimie du centre de re-
cherche de biotechnologie (Crbt), dont le siege est fixé a Constantine, chargé de la réalisation
des programmes de recherche scientifique et du développement technologique dans les do-
maines des biotechnologies.

11.1 Matériels

11.1.1 Matériels végétal

La plante a été récoltée dans EIl Hoggar de la wilaya de Tamanrasset mois de février 2019.
Elle a été sécher a température ambiante a I’abri du soleil dans un endroit aéré, ensuite elle a

été broye a I’aide d’un broyeur ¢électrique (MF 10 basic micro-broyeur). (Voir figure 11)

Figure 11 Broyage de la plante par 1’appareil MF 10 basic Micro-broyeur.
11.2 Méthodes
11.2.1 Préparation des extraits
+ Extraction

La méthode qui a éte utilisée pour I’extraction est la macération. C’est une méthode d’ex-
traction solide-liquide trés simple, s’obtient en mettant la plante en contact a froid avec un sol-

vant quelcongue. Le temps de contact est parfois tres long [69].
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50 g de la plante broyée a été pesés avec une balance (KERN), puis a été mélangés dans
un erlenmeyer avec 300 ml de solvant hydrométhanolique (7/3, v/v), pour une macération qui
aduré 10 jours. Au cours de cette durée, 200 ml du méme solvant ont été ajoutés, la macération

a été repétée une autre fois mais n’a duré que 24h. (Voir figure 12)

Figure 12 Illustration des étapes de pesé et de macération de la plante.

Le mélange a été ensuite filtrés avec du coton. Le filtrat a été séché a 40°C a I’aide d’un
évaporateur rotatif (R-210 BUCHI), pour obtenir un extrait brut. 1l a été ensuite repris dans 150
ml d’eau distillé, puis laissé a température ambiante pendant une nuit. Apres, le mélange a été
dissous avec un appareil ultrason (Elmasonic S70 H) puis filtré 2 fois de suite, on obtient par la suite

Iextrait aqueux. (Voir figure 13)

(@

Figure 13 Illustration des étapes de filtration (a), d’évaporation a pression réduite (b), et de

dissolution dans appareil ultrason (e) ainsi que 1’extrait brut (C) et I’extrait aqueux (d).
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% Fractionnement par décantation

La décantation consiste a séparer deux liquides non miscibles entre eux, le liquide le
moins dense reste en surface et le liquide le plus dense se retrouve en bas .Cette étape va per-
mettre de diviser I’extrait brute en plusieurs fractions par utilisation de solvants a différentes
polarités. Les solvants qui ont été utilisé pour 1’affrontement avec I’extrait aqueux, du moins
polaires aux plus polaires sont le dichlorométhane, 1’acétate d’éthyle et le n-butanol respecti-

vement.

Dans une ampoule a décanter I’extrait aqueux a été melangé avec 150 ml de dichloromé-
thane. Apres que les deux phases se soient bien séparées, on a récupéré le dichlorométhane
dans un ballon pour évaporer le solvant, le solvant évaporé a été récupéré pour faire un deu-
xieme et un troisieme affrontement. Ces étapes ont été les mémes pour les deux autres solvants
(Voir figure 14). En plus de I’extrait méthanolique le résultat était trois fractions qui ont été

récolté dans des boites de pétrie :

v" F1 : extrait dichlorométhane
v' F2: extrait acétate d’éthyle
v" Fs: extrait N-butanol

Dichlorométhane Acétate d’éthyle n-Butanol

Figure 14 lllustration des différentes fractions apres décantation.

Les quatre extraits ont été pesés, puis les rendements d’extractions (Rex) exprimé en pour-

centage (%) ont été calculés selon la formule suivante :
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Rex = P1/ P2 *100

P1 : poids de I’extrais aprés extraction

P : poids de la poudre avant extraction

50 g de plante

¥v" macération (2 fois 70% methanol)
v' Filtration
v’ evaporation

Fragment de I’extraits brute

Pour I’évaluation de sont [+ * — Extraits brute

activité biologique

v Reprit dans 150 ml d’eau distillé
v dissolution
v" Filtration

A J

Extraits aqueux

//

o
o

— | v" Affrontement avec le dichlorométhane

-

—

Extraits aqueux | F1 dichlorométhane |

v' Affrontement avec 1’acétate d’éthyle | \
\A

| F2 acétate d’éthyle | | Extraits aqueux |

| v' Affrontement avec le n-butanol

A 4

F3 n-butanol

Figure 15 Schéma illustrant les différentes étapes d’extraction.

11.2.2 Criblage phytochimique

Le principe est soit base sur la formation de complexes insolubles en utilisant les réactions
de précipitations, soit sur la formation de complexes colorés en utilisant des réactions de colo-
ration.
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11.2.2.1 Les stéroides

Ils sont mis en évidence par I’ajout de 1 ml d’acide sulfurique concentré a 1 ml d’extraits
dissout dans du chloroforme. Le test positif est révélé par 1’apparition d’une couche supérieure

de couleur rouge [70].

11.2.2.2 Les quinones libres

On mélange 2 ml d’extraits avec quelque goutte de NaOH (1:10). L’apparition d’une
couleur jaune, rouge ou violet est le signe de la présence de quinones libres [71].

11.2.2.3 Flavonoides

IIs sont mis en évidence par un teste simple et rapide, teste au magnésium. On met quelque
goutte d’HCI concentré (2 N) et 0.5 g de Mg dans 5 ml de I’extrait, puis on laisse agir pendant
3 min a température ambiante. La coloration rose-rouge ou jaune aprés incubation indique la

présence de flavonoides [72].

11.2.2.4Flavonoides glycoside

2 ml d’extraits dilués dans le méthanol avec 1 ml d’hydroxyde de potassium (KOH) a 1 %

I’apparition d’une couleur jaune révéle la présence des flavonoides glycosides [73].
11.2.2.5 Sucre réducteur

5 ml de liqueur de Fehling ont été ajouté & 5 ml de I’extrait, la formation d’un précipité
rouge brique apres 2-3 min de chauffage au bain-marie a 70 °C indique une réaction positive
[74].

11.2.2.6 Teste des saponines

La détection des saponines est réalisée par I’ajout d’un peu d’eau a 1 ml d’extraits. Ensuite
cette solution est fortement agitee, aprés 15 min de repos la détection des saponines se traduit

par la persistance d’une mousse d’aux moins 1 cm aprés les 15 min [75], [76].

11.2.2.7 Anthocyanines

On mélange 5 ml d’extraits avec 4 ml d’hydroxyle d’ammoniac (NH4OH) concentré
(30%). L’apparition d’une coloration rouge indique la présence des anthocyanines [72].
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11.2.2.8Alcaloide

Teste d’alcaloide ou test de Mayer (mercuritétraiodure de potassium): les extraits
méthanoliques sont repris dans quelques ml d’HCI (50%). La formation d’un précipité jaune,
aprés I’ajout de quelques gouttes du réactif de Mayer, témoigne la présence d’alcaloides. Ce

test est fondé sur la capacité qu’ont les alcaloides a se combiner avec les métaux lourds [76].

11.2.2.9 Tanin complexe

Un aliquot d’extraits est repris dans 2ml d’eau distillée, on a ensuite ajouter quelques
gouttes d’HCI concentré, le tout est chauffée au bain-marie bouillant, la formation d’un préci-

pité rouge indique un test positif [74].

+ La préparation des différents solutions utilisée lors des différents dosages et teste biologique

sont au niveau de I’annexe I
11.2.3 Dosage des polypheénols et flavonoides
A. Dosage des flavonoides

La méthode de Topcu et al [77], pour le dosage des flavonoides est basée sur la formation
d’un complexe entre Al*3 et les flavonoides. Cette méthode a été utilisée aprés modification

pour une détermination sur microplaque a 96 puits.

«» Procédure

Une plaque a 96 puits a été rempli avec 50 pl de chaque dilution des différent extrait de
plante, puis 130 pl de méthanol (MeOH) ont été ajouté. Ensuite 10 pl de la solution de potas-
sium acétate (CH3COOK) (S1) et 10 pl de la solution de nitrate d’aluminium (AI(NO3)3, 9H20)
(S2) ont été ajouté. Une lecture avec un lecteur de microplaque (Perkin Elmer) a 415 nm aprées
40 min a température ambiante a I’abri de la lumiére. Un blanc échantillon est préparé en rem-
plagant I’extrait par le méthanol. La procédure est la méme pour I’étalon avec la quercétin a la

place de I’extrats. (Voir figure 17)
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Figure 16 Illustration de I’appareille Perkin Elmer et d’une plaque a 96 puits.

B. Dosage des polyphénols total

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
(FCR) selon la méthode de Singleton et Rossi [78], modifié par Muller et al [79]. Le réactif
FCR, constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide phosphomo-
lybdique (HsPMo012040), est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en mélange d'oxydes de
tungsténe (WsO23) et de molybdéne (MogO-3). La coloration bleu produite est proportionnelle
a la teneur en phénols totaux et posséde une absorption maximum aux environs de 750 -765

nm.

0,

¢ Procédure

20 ul de chaque dilution des différents extraits de la plante sont mélangé avec plaque
de 96 puits, 100ul de FCR dilué (1 :10) et 75 pl de carbonate de sodium (7,5%) (Na.CQ3), apres
la plague a été mise a I’obscurité a température ambiante et pendant 2h avant d’effectuer une
lecture a 765 nm. Un blanc d’échantillon est préparé en remplagant I’extrait par du méthanol.

La procédure est la méme pour 1’acide gallique.

11.2.4 Activités biologiques

11.2.4.1 Activités antioxydante
A. Teste de PABTS

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al [80]. L activité totale d’une
molécule est déduite de sa capacité a inhiber le cation radical ABTS™ il est formé par arrache-
ment d’un électron e a un atome d’azote de I’ABTS. En présence de Trolox (ou d’antioxydant

donneur de H"), I’atome d’azote concerné piége un H', conduisant a ’ABTS", ce qui entraine
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la décoloration de la solution, et cette activité est comparé a des antioxydants de reférences
(BHT et BHA"). (Voir figure 17)

X3 Procédure

Dans une plaque a 96 puits, 40 pl de chaque dilution des différents extraits de la plante
est ajouté a 160ul de ABTS™ ensuite le mélange est mis a 1’obscurité pendant 10 min avant
d’effectuer une lecture a 734 nm. Un blanc est préparé de la méme maniére en remplacant
I’extrait par le méthanol. L'activité d’ABTS" a été exprimée en pourcentage d’inhibition qui a

été calculée par I'équation suivante :

ABTS? Scavenging effect (%) = (AControI — AE&chantilion / AControI)* 100

ABTS

s SOz NH, "
THLN OLS s ~N %
V2
N T
| CoHsg
CoHg

- ‘\ e

s SO5 NH/*
THLNO5S s ~N %
CE > T
'T'* CzHs

CzHs
ABTS™"

Figure 17 Formation de I ABTS™" [81].

B. Teste DPPH

L'activité anti-radicalaire libre est déterminée spectrophotométriqguement par le dosage
du DPPH selon la méthode décrite par Blois [82]. Le principe de cette méthode est la réduction
du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur violette en 2.2 diphenyl-1-picrylhydra-
zine de couleur jaune. Lorsque le DPPH est réduit par un antioxydant, son absorption diminue.

BHT et le BHA sont utilisés comme standards antioxydants. (Voir figure 18)
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NO, NO,

NO, ON

2,2diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2"-diphenyl-1-picrylhydrazine

Figure 18 Réaction du radical stable DPPH avec un composé antiradicalaire (AH) [83].

«» Procédure

Un volume de 40 pl de chaque dilution des différents extraits de la plante est utilisé pour
remplir une plaque de 96 puits a qui sont ajouté 160ul de DPPH, ensuite la plaque a été mise a
I’obscurité pendant 30min avant d’effectuer une lecture & 517 nm. Un blanc est préparé en

remplagant de I’extrait par du méthanol.

C. Teste CUPRAC

La capacité antioxydante réductrice du cuivre est déterminée par la méthode CUPRAC
d’Apak et al [84]. La méthode CUPRAC (Pouvoir antioxydant réducteur de I'ion cuivrigque) est
basée sur le suivie de la diminution de 1’absorbance accrue du complexe néocuproéne (NC),
cuivre (Cu™®) NC,-Cu™. En effet en présence d’un agent antioxydant, le complexe cuivre-
neocuproene est réduit et cette réaction est quantifiée spectrophotométriqguemet. (\Voir figure
19)

«* Procédure

Une plaque a 96 puis est remplie avec 40 pl de chaque dilution des différent extraits de
plante puis 60ul d’acétate d’ammonium (ACNHa) (S1) sont ajoutés, ensuite 50 pl de la solution
de néocupronin (Sz) et 50 pl de la solution de chlorure de cuivre Sz (Cu Ci2, 2H20) sont ajoutés.
Une lecture avec un lecteur de plaque a été faite a 450 nm apres 1h d’incubation a température
ambiante et a I’obscurité. Un blanc échantillon est préparé en remplacant les réactifs par le

méthanol.
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Oxidized
AOX Product

Figure 19 Réaction du complexe néocuproiene avec un antioxydant [84].

D. Test GOR

L'activité anti radicalaire du galvinoxyl (GOR) est déterminée par la méthode de Shi et
al [85]. Le galvinoxyl est un radical phénoxyle stable ayant un pic d'absorption élevé a 428 nm
dans I'éthanol. En présence des composés phénoliques ou d'autres antioxydants, il est réduit par

transfert d'électrons ou d'atomes d'hydrogene a I'état incolore [86]. (Voir figure 19)

R® :alkyl ou radical alkoxy

Figure 20 Réaction du radical GOR avec un antioxydant [85].

« Procédures

Une plaque a 96 puis est rempli avec 40 ul de chaque dilution des différents extraits de

plante puis 160ul de galvinoxyl sont ajoutés. Une lecture avec un lecteur de plaque est effectuée
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a428 nm aprés 120 min d’incubation a température ambiante et a I’obscurité. Un blanc d’échan-

tillon est préparé en remplagant 1’extrait par le méthanol.

E. Test de la phénanthroline

L’activité de la phenanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka,
[87]. Le BHT est utilisé comme standard. Elle est basée sur la réduction du Fe*en Fe?*ion en
présence d’un antioxydant. L'ion Fe?* formé réagi avec I'ortho-phénanthroline pour donner un

complexe rouge orange.

% Procédures
10 ul de chaque dilution des différents extraits de la plante est utilisés pour remplir une
plaque de 96 puis a qui on a ajouté 50l de chlorure de fer (FeCls) ensuite 30 pl de phénanthro-
line et 110 pl de méthanol aprés incubation pendant 20 min a 30°C avant d’effectuer une lecture
a été faite a 510 nm. Un blanc est préparé de la méme maniére en remplagant 1’extrait par le

solvant utilisé (Méthanol).
11.2.4.2 Test enzymatique
A. Test de I’a-amylase

L'activité inhibitrice de 1'a-amylase a été réalisée a l'aide de la méthode de Zengin et al

[88] iode / iodure de potassium (IK1) avec une légére modification.

% Procédures

La microplaque est remplie selon le schéma mis dans la partie annexe I, 25 pl de chaque dilu-
tion des différents extraits de plante sont utilisé pour remplir une plaque de 96 puis ensuite on
ajoute 50ul de solution d’a-amylase apres on incube pendant 10 min a 37°C, puis 50 pl d’ami-
don sont ajoutés, on incube encore une fois dans les mémes conditions, enfin on ajoute 25 pl
d’HCI1 et 100 pl IKI puis lecture directe a 630 nm. Le pourcentage d’inhibition est calculé se-

lon 1’équation suivante:

%INH =1 - [(Ac' Ae) - (As' Ab) / (Ac‘ Ae)]

v" Ac= Absorbance [Amidon+ IK I+ HCI + Vol de solvant d’extrait + Vol tampon Enzyme].
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v' Ae= Absorbance [Enzyme + Amidon + IKI + HCL+ Vol de solvant d’extrait].

<

As = Absorbance [Enzyme + Extrait + Amidon + IKI + HCI].
v Ab= Absorbance [Extrait + IKI + 125ul de tampon].

B. Test de I’a-glucosidase

L’activité inhibitrice de a-glucosidase est déterminée par la méthode de Sinéad Lordan,
[89]. Elle a eté évaluée in vitro par I’hydrolyse du p-nitrophenyl-a-D-glucopyranoside en pré-
sence d’enzyme.
% Procédure
Un volume de 50 pl de I’extrait est mélangé avec 100 ul de la solution d’enzymes et 50
pl du substrat, apres 30 min d’incubation a 37 °C, une lecture a 405 nm est effectuée. Le
contréle et le blanc sont préparés en utilisant les mémes solutions mais pour le control 1’extrait

est remplacé par le méthanol, et I’enzyme est remplacé par le tampon.

%INH = (Abs de I’extrait-Abs de Blanc) / Abs de control x 100

HO
H—MM———> glucose +\©\
NO.
o :: ~
NO.

2

H

Figure 21 Hydrolyse du PNPG en présence de I’a-glucosidase [89].

C. Teste anticholine estérase

L’activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase et de la butyrylcholinestérase est présenté
par la méthode d’Ellman et al [90]. Le principe chimique de la réaction est présenté dans la
figure 22. L'enzyme hydrolyse le substrat acetylecholine iodé (ATCI) en thiocholine et en acide
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acetique. La thiocholine peut réagir avec le DTNB, et cette réaction donne naissance a une
couleur jaune. L'intensité de la couleur du produit est mesurée a 412 nm et elle est proportion-

nelle a l'activité enzymatique. La galantamine est utilisée comme référence.

il CH e
CcH
)J\ o~ 3 AChE |;/\ )J\
HaC s - |I\|—<:H3 _ H3C—ITI SH -+ HsC CH,
CHg CHg
Thiocholine Acetic acid
HoOOC COOH
OZNOS SONOZ
DTNB
HoOC, COOH

S

ixed disulphide Yellow 5-thio 2- nitrobenzoic (TNB)

Figure 22 Mécanisme chimique de la méthode d'Ellman [91].

« Procédure

Dans une microplaque de 96 puis on a mis 150 ul de sodium phosphate buffer (pH 8.0),
ensuite 10 pl d’extrait de plante puis 20 pl AChE ou BChE, aprés on a incubé a 25° C pendant
15 min et on a ajouté 10 pl de DTNB et 10 pl d’acetylthiocholine iodide ou 10 pl de buty-
rylthiocholine chloride aprés on a fait une lecture a 412 nm, pour 0 min et a 15 min.

Le pourcentage d’inhibition d’AChE ou BChE est déterminé par rapport au blanc (éthanol
avec le phosphate buffer pH 8) par la formule suivante :

%INH = (abs E — abs S) / abs E *100

E : I'activité de I'enzyme sans extrait

S : l'activité de I'enzyme avec 1’extrait
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¢ Statistique

Les résultats des activités antioxydantes et enzymatiques ont été exprimés soit en pour-
centage d’inhibition et en Clsp ou Aos. Ces dernier sont inversement liés a la capacité antioxy-
dante d'un compose, elle exprime la quantité d'antioxydant requise pour inhiber a 50 % le radi-
cal, plus la Clso est faible plus I'activité antioxydante est grande.

IIs ont été calculé a partir de la courbe tracee, & partir du pourcentage d’inhibition ou
I’absorbance en fonction de la concentration des différentes dilutions des extraits dont 1’équa-
tion est sous forme y=ax + b. les résultats sont les moyennes des trois répétitions exprimeées en

pg/ml. Le logiciel qui a été utilisé pour le calcul des valeurs d’IC50 et A0.5 est I’Excel 2013.

31






Chapitre 111 : Résultats et discussion

111.1 Rendement d’extraction

L’extraction par macération des molécules bioactives a partir de 50 g de la poudre végé-
tale et la décantation avec différent solvant a permis d’obtenir en plus de I’extrait brut trois
fractions, dont les rendements d’extraction ont été calculés, et la couleur et 1’aspect ont été

déterminés pour chaque extrait. (\Voir tableau 6 et figure 23).

Tableau 6 Aspects, couleurs et masse des différents extraits d’A. judaica.

Extrait Masse (g) Aspects couleurs
Méthanol 13.62 pateux Marron
Dichlorométhane 0.54 pateux Marron
Acétate d’éthyle 0.79 cristallise Jaune-orange
n-Butanol 441 pateux Brique

30 27,24
25
s 20
£ 15
2 8,82
¢ 10
5 1.5.8 1,08
0
EMAJ EBAJ EAAJ EDAJ

Figure 23 Les Rendements en % des différents extraits

L histogramme présenté dans la figure 23 a permis d’établir les observations suivante :
I’extraction avec le méthanol a 70% a donné un rendement d’extraction de 27,24 % c’est une

quantité élevée, donc il représente un bon choix d’extraction des métabolites secondaires. Des
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études ont montré que les solvants polaires comme le méthanol et I'éthanol ont une meilleure
extraction des composés phénoliques a partir de matiéres végétales, en les comparant avec les

solvants moins polaires comme l'acétone et I'hexane [92].

Parmi les fractions c’est le n-butanol, qui vient en premiére place suivi par 1’acétate
d’éthyle et le dichlorométhane avec des rendements d’extraction de 8,82 ; 1.58 ; 1,08 % res-
pectivement, on peut dire que I’EBAJ a permis une bonne extraction de métabolites secondaire
que les autres solvants donc la composition de 1’extrait brute été riche en métabolite polaire. La
comparaison avec d’autres travaux est difficile, car cela dépend de plusieurs facteurs tel que la

méthode d’extraction, les solvants utilisé et les conditions de travail [93].

111.2 Criblage phytochimique

Une analyse qualitative des différents extraits d’A. judaica a été effectué dans le but de
mettre en évidence les différentes classes de métabolites secondaires qui la compose, Toutefois,
ce screening phytochimique ne renseigne pas sur la nature des molécules chimiques, mais les
tests de caractérisation phytochimique présentent des imprécisions, car ils sont basés en grand
partie sur I’analyse qualitative. (Voir tableau 7)

v Une réaction franchement positive est représentée par: +++
v Une réaction moyennement positive est représentée par:++
v Une réaction faiblement positive est représentée par: +

v L’absence de la substance est représenté par:—.

Tableau 7 Résultats du criblage phytochimique des quatre extraits.

Teste 1 2 3 4 Résultats Témoin

Persistance d’une mousse d’au
moins 1 cm

Saponine - - - -
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Couche supérieure de couleur
rouge

Steroides +++ + ++ +++

La formation d’un précipité
jaune

Alcaloides ++ + + +++

L’apparition d’une couleur
jaune, rouge ou violet

Quinones
_ ++  +++ ++ +

Libre

L’apparition d’une coloration

rouge
Anthociani-
dine
L’apparition d’une couleur
jaune

Flavonoides

++ 4+ +
Glycosyle
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La formation d’un précipité Fred 1= :‘ | '
20%%

rouge brique

“
Sucre « 3N
= = + |

Reducteure

La formation d’un précipité
rouge
Tannain

complexe

< 1: Extraits brute ; 2 : Extraits dichlorométhane ; 3 : extraits acetate d’éthyle ; 4 : ex-

traits n-butanol

Le criblage phytochimique de la partie aérienne d’A. judaica a révelé dans les quatre
extraits la présence des familles chimiques suivantes : les flavonoides, flavonoides glycosylés,
sucre réducteur, quinone libre et stéroide, alcaloides par contre elle a révélé 1’absence des ta-
nins, saponine et des anthocianidine.

En se basant sur les données bibliographiques, nous avons trouvé des résultats similaires
aux notres en ce qui concerne la présence de flavonoides [14], alcaloides [94] et les flavonoides
glycosyle [72] ;et pour les tanins complexe et saponine [14] et pour les anthocyanidine nos
résultats révelent leur absence par rapport a d’autres travaux. lls ont aussi révélé la présence
d’autres composeés : les terpénes [14] et les coumarins [94], la différence dans la composition

en métabolites secondaires est peut-étre di a la différence climatique d’une région a une autre.

111.3 Teneur en flavonoides et polyphénols totaux

Les flavonoides ont été quantifiés selon la méthode de Topcu et al, basés sur la formation
d’un complexe entre Al*® et les flavonoides, le résultat est obtenue par ’apparition de couleur

jaune, (voir la figure 24) [77].

La teneur en polyphénols totaux est déterminée en utilisant le réactif de FCR [78] selon
une méthode de dosage sur microplaque décrite par Muller et al [79]. On a obtenu une couleur
bleue fonceé comme résultats (voir figure 24).
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La teneur en flavonoide et polyphénols est exprimée en microgramme équivalent en acide
gallique ou quercétine par milligramme de I’extrait, les résultats ont été calculés a partir de la
courbe d’étalonnage de I’acide gallique ou la quercétine dans une gamme de concentrations
allant de 3,125 a 200 pg/ml. Les résultats obtenus pour le dosage des polyphénols et des flavo-
noides sont les moyennes de trois répétitions plus ou moins 1’écart-type. L’équation est sous

forme y =ax +b. (Voir figure 25 et 26)

(a) (b)

Figure 24 Dosage des polyphénols (b) et flavonoides (a).
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Figure 25 Courbé d’étalonnage de la quercétine.
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Figure 26 Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Les résultats de polyphénols et flavonoides totaux sont présentés comme suit :
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Figure 27 Histogramme présente les différents teneurs en flavonoides des différents extraits.

D’apres les résultats obtenus (voir figure 27), tous les extraits possedent une importante
quantité de flavonoides. L acétate d’éthyle est le plus riche en flavonoides que les autres extraits
avec une valeur de 299,18+5,91ug QE/mg, alors que le taux des autres extraits sont beaucoup
plus faible, que 1’acétate d’éthyle, dont le taux du n-butanol est de 91,10+£1,57 ug QE/mg, le
méthanol et le dichlorométhane ont des quantités presque identique : 73,3£2,47 ug QE/mg et
72,45£3,90 pg QE/mg respectivement. On peut dire que 1’extrait brut été plus riche en flavo-
noides a polarité modéré car ’EAAJ a une teneur plus élevé que le EBAJ qui est a polarité

élevé.
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Figure 28 Histogramme présente les teneuses en polyphénols des différents extraits.

D’apreés les résultats obtenus (voir figure 28), toutes les fractions ainsi que 1’extrait brut
ont une importante teneur en composée phénolique, cependant les fractions polaires :acétate
d’¢éthyle et le n-butanol, ont les résultats les plus significatifs par rapport aux deux autres ex-
traits, donc ils sont plus riches en composée phénolique, avec des concentrations de
460,86x7,83UgGAE/mg et 403,31+5,15 pg GAE/mg respectivement, puis vient ensuite 1’ex-
traits dichlorométhane et I’extraits méthanol avec une teneur presque identique de 209,49+5,34
pMg GAE/mg, 189,49+ 2,21 ug GAE/mg respectivement. Donc on conclue que I’extrait brut est

riche en composés phénoliques polaires que les autres extraits.

Cette grande différence dans les teneurs phénoliques entre les extraits peut étre le résulte
vraisemblablement du fait que le dosage par le réactif FCR n'est pas spécifique seulement aux
polyphénols, mais beaucoup de composés peuvent réagir avec ce réactif comme les protéines,
les sucres, donnant un taux phénolique apparent élevé [95]. Ou on peut dire que la solubilité
élevée des phénols dans les solvants polaires donne la concentration élevée de ces composés

dans les extraits [96].

Les fractions acétate d’éthyle et n-butanol présentent une teneur de polyphénols et flavo-
noides plus élevé que I’extrait brut, cela peut étre dii a I’interférence des différents composeés

dans ce dernier.

Des travaux sur A. judaica L révelent que I’extrait méthanolique 70% a une teneur en
flavonoides de 35,77 mg EQ/g Ps et de 100 mg EQ/g Ps en polyphénols [72]. Aussi d’autres
études concernant les différentes espéces du genre Artemisia révélent des résultats élevés en

flavonoides et polyphénols : 91 et 19,47 mg EAC/g Ps pour I’extrait acétate d’éthyle d’A. com-
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pestris [97] et 2,11 et 0,30 mg EAC/g Ps pour I’extrait méthanolique d’A. herba alba [98] res-
pectivement. Ces résultats sont supérieurs a celle de nos extraits, on peut dire que la plante
Artemisia judaica est moins riche en composés phénoliques et flavonoides que les autres es-
péces, mais ces resultats sont obtenus dans des condition d’extraction différentes, donc on ne
peut pas faire une comparaison complete, car la méthode d'extraction influence sur la quantité

totale et la teneur en phénols et en flavonoides [93].

Polyphénols Flavonoides
500 460,86

400

300 229,18
209,49 189,49

200
91 72,45 73,37
100 |
_-

EAAJ EBAJ EDAJ EMAJ

Flavonoides pg GAE et
polyphénoles QE/g

Figure 29 Comparaison entre la teneur en polyphénols (vert) et flavonoides (jaune).

D’aprés I’histogramme présenté dans la figure 29, on constate que les extraits sont plus
riches en polyphénols qu’ont flavonoide et que le taux de flavonoide représente 49,73 % pour
I’extrait acétate d’éthyle et 22,59 % pour le n-butanol et 34,60 % et 38,72 % pour 1’extrait
dichlorométhane et I’extrait méthanolique respectivement. De ¢a en déduit que cette plante con-
tient d’autres composés phénoliques en plus des flavonoides. Une étude a démontré qu’en plus
des flavonoide il y a la présence d’autres familles chimiques : les tannins ; les anthocyanes, les
glucosides, les saponosides [72]. Les composés phénoliques et les flavonoides sont détectés en

forte quantité uniqguement dans les extraits polaires.

111.4 Activités biologique de I’extraits de la plantes

Tous les extraits ont des pourcentages d’inhibition ou des absorbances qui augmentent
avec I’augmentation de la concentration et aussi avec 1’augmentation de I’efficacité de I’activité

biologique.

+ Les pourcentages d’inhibition ainsi que les absorbances des différents extraits pour les

différents tests sont présenté dans I’annexe 1.
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I11.5 Activité antioxydant

Il est préférable d’utiliser plusieurs méthodes pour mesurer ’activité antioxydante, car

chaque méthodes est spécifique par son mode d’action [99].

Les méthodes utilisées pour 1’évaluation de ’activité antioxydante des extraits sont :
DPPH, ABTS™, CUPRAC, GOR et phénantroline.

A. Activité anti-radicalaire DPPH

L’évaluation de I’activité antiradicalaire DPPH des extraits, a été effectué selon la mé-
thode décrite par Blois [82], I’apparition d’une couleur jaune signifie que le DPPH de couleur

violette a été réduit par un antioxydant (voir figure 30) . Les résultats sont ensuite comparés
aux références, le BHA et le BHT.

Figure 30 Test du DPPH sur microplaque
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Figure 31 Valeurs des Clsp au test DPPH.
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D’aprés I’histogramme présenté dans la figure 31, on a pu constater que parmi les ex-
traits, seule ’EAAJ a manifester la meilleur activité avec une Clso =11,87+0,36 pg/ml, cette
activité est deux fois supérieure a celle du standard le BHT (22,32+1,19 pg/ml), et proche a
celle du standard le BHA (5,73+0,41pug/ml).

y =-0,0751x + 52,935
45 -0,83543

Clg, extraits pg/ml
N
o

0 100 200 300 400 500

Teneur en polyphénoles ug GAE/g

Figure 32 Corrélation entre la teneur en polyphénols et les valeurs des Clso des extraits.

D’apreés la courbe présentée dans la figure 32, on observe une bonne corrélation avec
un coefficient de régression linéaire proche de 1, donc il y a une forte relation entre les poly-
phénols et les valeurs des Clso, puisque & chaque fois que les polyphénols augment les Clsg
diminus. Donc on peut dire que I’activité antioxydante des différent extraits peut-étre expliquer
par leur richesse en composée phénoliques. Les polyphénols possédent des propriétés antioxy-
dantes et ils sont capables de piéger les radicaux libres [100]. 1l a été démontré que les molécules
antioxydantes telles que ’acide ascorbique, 1’a-tocophérol, les flavonoides et les tanins rédui-
sent et décolorent le DPPH [101].

Nos recherches bibliographique nous ont pas permis de trouver des travaux réalisés dans
les mémes conditions donc on a comparés nos résultats avec des travaux faite sur une huile
essentielle de la méme espéce ou I’huile a manifesté une Clso= 200 pg/ml a la concentration de
1000 pg/ml [72]. Cette huile essentielle est faible en activité par rapport a nos extraits et cela

est dli a la non présence des composes polaires dans les huiles.
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B. Activité antiradicalaires ABTS*

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al [80], I’activité totale d’une
molécule est déduite de sa capacité a inhiber le radical ABTS* obtenu a partir de I’ABTS le

résultat est obtenue par le changement de la couleur du bleu vers I’incolore.(Voir figure 30)

Figure 33 Test ABTS sur plaque a 96 puits
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Figure 34 Valeur d’Clso pour le test ABTS.

La fraction acétate d’éthyle a manifesté le meilleur pouvoir antioxydant avec une Cl so
= 8,05+0,27 pg/ml meilleurs aux autres extraits qui ont des Clso proches : 11,79+0,33ug/ml ;
10,88+0,65ug/ml et 14,92+0,87ug/ml pour ’EDAJ, EMAIJ et EBAJ respectivement. On com-
parant ’EAAJ avec les standards on constate que sa valeur d’Clsg est presque égale a celle du
BHA et proche a cele du BHT, L’EBAJ est plus polaire et il a présenté une activité antioxydante
moyenne par rapport aux EDAJ et EMAJ, on peut dire que les polyphénoles qui ont réduit le

radicale ABTS sont majoritaire dans ces extraits et minoritaire dans I’extrait butanolique.
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Figure 35 Comparaison entre les valeurs d’Clsg de I’ABTS des différent extrait et celle des

composeée phénolique et flavonoides

A partir de la figure 35 on constate que les Clso diminuent avec 1’augmentation des
composées phénolique et flavonoides mais ce n’est pas le cas chez ’EBAJ car il a une teneur
plus élevé en polyphénols et flavonoides mais ils présentent une faible activité antioxydante par
rapport aux EMAJ et EDAJ cela peut étre expliqueé par le faite que tous les molécules faisant
partie des composer phénoligues et flavonoides ne peuvent avoir une activité antioxydantes ou
que certaines composée n’ont pas pu réagir correctement avec la molécule d’ABTS. Certain
travaux ont trouvé que une teneur élevée en flavonoides ne signifie pas nécessairement une

capacité élevée antioxydantes [99].

Parmi les peu de travaux réalisés sur la méme espéce en ce qui concerne 1’activité an-
tioxydante ABTS cette plante a révélé un grand pouvoir antioxydant [4], mais une autre étude

amontré que A. judaica a une faible activité antioxydant en la comparant a d’autre plante [102].

C. Teste de galvinoxyl

L'activité du radicale galvinoxyl est déterminée par la méthode de Shi et al [85]. (Voir
figure 36)
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Figure 36 Profil de microplaque obtenu du GOR.
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Figure 37 Valeur des Clsodans le test GOR.

De I’histogramme présenté par la figure 37 on observe que I’extrait acétate d’ethyle a la
meilleur valeur d’Clsp =10,31+0,11ug/ml, donc c’est I’extrait qui a le pouvoir anti-radicalaire
le plus élevé, par contre si on le compare avec les valeurs d’Clso des standards (BHA= 5,38
10,06 ; BHT= 3,32+0,18ug/ml) ce méme extrait a une valeur proche de Clso ce qui veut dire
gue son activité antioxydante est par rapport au standard bonne.

Les extraits en présenté une bonne activité antioxydante, di surement la richesse de ces

extraits en composée phénolique qui ont la capacité de réduire la molécule galvinoxyle.

D. Test CUPRAC

Ce test est déterminé par la méthode Apak et al [84], base sur le suivie de la diminution
de I’absorbance accrue du complexe néocuproéne-cuivre (Cu*?) en présence d’un agent an-

tioxydant. (Voir figure 38)
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Figure 38 Profil de microplaque obtenu d’CUPRAC.

22,4
20
15,07
15
10
4, 15 3 64
5

EDAJ EMAJ EBAJ

Aos Mg/l

Figure 39 Valeur d’Aos pour le test CUPRAC.

En observant la figure 39 on remarque que, parmi les extraits c¢’est I’acétate d’éthyle et
le n-butanol qui ont les meilleurs valeurs de Aos de 4,15+0,75 ; 8,53+0,18 respectivement. En
comparaison avec les standards on remarque que la valeur Aos de 1’acétate d’éthyle est meil-
leure par rapport a celle du BHT=9,62+0,87 ; et proche de celle du BHA= 3,64+0,19, cependant
I’extrait n-butanol a une valeur trés élevée par rapport au BHA, et proche a celle du BHT. On
conclue que les deux extraits EAAJ et EBAJ ont pu réduire le complexe neocupronin d’une
maniére comparable a celle des standards.

E. Test phénanthroline

La méthode de la phénanthroline est basée sur la réduction de Fe**en Fe2* par un antioxy-
dant. Le Fe?" formé a réagi avec I'orthophénanthroline pour donner un complexe rouge orange.
elle est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka [87]. Le BHT est utilisé comme
standard.
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Parmi les extraits seuls ’acétate d’éthyle a révélé une absorbance supérieure a 0.5 de
0,65+0,01 & la concentration de 50 pg/ml, par rapport au standard 1’acétate d’éthyle a présenté
une absorbance faible par rapport au BHT (4,84+0,01). En les comparants au réduction des
standards utilisés a la concentration 50ug/ml nos extraits n’ont pas pu réduire le complexe Fe-
orthopénanthroline.
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Figure 40 Valeur d’Aos du test phénanthroline.

L’acétate d’éthyle révélé une valeur tres élevé d’Aos qui est de 30,36+2,42 pg/ml par
rapport au standard BHT qui est de 2,24+0,17, donc on peut dire que ’EAAJ a une activité
antioxydante vis-a-vis de la phénanthrolien moyenne a celle du standard.

+ Pour tous les tests c’est I’acétate d’éthyle qui a révélé de trés bon résultats antioxydante a des
concentrations de 1,5625 a100 pg/ml comparable a celle des standard et méme supérieur a eux
pour certain test, mais pas pour la phénanthroline a la concentration de 50 pg/ml. cette activité
est d0 peut étre a la forte teneur de nos extraits en polyphénols et flavonoides ou au faite que
notre plante contient différents types de polyphénols et la synergie entre ces derniers peut ex-
pliquer leur pouvoir antiradicalaire important.

+ En constate aussi que pour tous les tests I’extrait brute a révélé une activité antioxydante trés
faible par rapport a ’EAAIJ peut-étre est d0 a des interférences entre les molécules.

Plusieurs travaux ont démontré que cette plante a une importante activité antioxydante
a savoir 1’étude faite par Adel EI-Sayed et al [4] et celle de el massrey et al [103] A.judaica
L. posséde un bon pouvoir antioxydant mais avec différent valeur d’Clso. La méthode d'extrac-
tion des antioxydants influe sur la capacité antioxydante. Divers facteurs tels que les conditions
expérimentales, les méthodes de préparation des échantillons et la pertinence physiologique de

I'échantillon. devraient étre pris en compte dans I'évaluation des antioxydants [93].
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111.6 Activité enzymatique
A. Acetylcholinestérase et butyrylcholinestérase

L’activité inhibitrice de I’AChE et le BChE est déterminée par la méthode d’Ellman et
al [90]. Le changement de couleur du jaune vers le transparent indique qu’il y a une inhibition.

La Galantamine est utilisée comme solution de référence. (Voir figure 41)

Figure 41 Profil de microplaque obtenu d’ACHE (a) et BCHE (b).

% Antiacétylcholinestérase

Les extraits EDAJ, EBAJ et EMAJ ont présenté un pourcentage d’inhibition trés faible
(inférieure a 50%) a des concentrations de 800ug/ml, les valeurs obtenues sont incomparables
au standard car ce dernier a présenté un pourcentage de 94,77 £ 0,34 % qui est trés élevé a la
concentration de 200 pg/ml, donc aucun des extraits n’a montré une activité inhibitrice signifi-

cative.

Une étude a prouvé que I’extrait éthanolique de cette plante a une activité inhibitrice
contre cette enzyme chez les pucerons a forte concentration [94]. Un certain nombre d'études
ont attribué l'inhibition de I'AChE a la présence prédominante de squiterpenes dans les extraits.
Le monoterpéne alpha-pinene a été démontré comme un puissant inhibiteur de I'AChE [104],
on peut dire que nos extraits ne sont peut-étre pas riches ont composé terpénique. D’autre étude
ont prouvé que certain flavonoides peuvent fortement inhiber les enzymes AChE et BChE [66];
malgré que nos extraits sont riche en flavonoides mais ils n’ont pas présenté une bonne activité

inhibitrice, cela veut dire que nos extraits sont pauvre en certains types de flavonoides.
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% Butyrylcholinestérase

Seulement les deux extraits brut et EDAJ ont montré un pourcentage d’inhibition élevé
de 58,01+ 1,05 et 74,40+ 3,85 % respectivement a une concentration de 800ug/ml par rappord
aux autres extraits donc ils ont la capacité d’inhiber I’enzyme. Par comparaison avec le standard
qui a une valeur de 78,95+ 0,58 % a la concentration de 200ug/ml seul ’EDAJ a une capacité
d’inhibition proche du standard. On constate aussi que ’EDAJ a présenté un pourcentage d’in-
hibition élevé malgré sa composition en produits apolaires, donc on peut dire que les métabo-
lites bioactifs qui sont impliqué dans 1'inhibition de I’enzyme sont des molécules de faible po-

larité.
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Figure 42 Histogramme des valeurs d’Clso du test BChE.

D’aprés I’histogramme présenté dans la figure 42 ’EDAJ et EMAJ ont une faible ac-
tivité par rapport au standard ce qui veut dire que la capacité d’inhibition est tres faible par

rapport a celle de la galantamine.

Des études ont révélé que le limonéne qui est un composée terpénique a une activité
inhibitrice modérée contre la BChE [105], de ¢a on peut dire que nos extraits sont pauvres en
limonéne. Malgré que le criblage phytochimique a révélé la présence d’alcaloides dans ces ex-
traits mais ils ont quand méme présenté une tres faible inhibition car selon certains travaux,

plusieurs alcaloides comme la galanthamine sont des inhibiteurs des cholinestérases [106].
B. Teste d’inhibition de I’a-amylase

L'activité inhibitrice de l'a-amylase a été réalisée a l'aide de la méthode iode / iodure

de potassium (IKI) avec quelques modifications [88]. (\VVoir figure 43)
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Figure 43 Profil de microplaque obtenu d’a-amylase.

Les pourcentages d’inhibition des trois fractions et celle de 1’extrait brut n’ont présenté
aucune absorbance a la concentration de 800 pg/ml, ce qui signifie que nos extraits ne possédent

pas d’activité inhibitrice contre cette enzyme.

Des études sur la méme espece en Arabie saoudite a montré que 1’extrait méthanolique
a 80% possede une activité inhibitrice de I’enzyme a-amylase avec un pourcentage d’inhibition
de 94 % a 4000 pg/ml [107], ce qui est différent de ce que nous avons obtenu. Certaines études
affirment que les composés phénoliques présents dans les plantes inhibent les enzymes en les
hydrolysant en glucides tels que I’alpha amylase [108], mais malgreé la richesse de I’EAAJ en
composée phénolique cela n’a eu aucun effet sur ’enzyme, peut-€tre cela est dii a ’absence des
polyphénols qui peuvent inhiber I’enzyme ou que ces derniers empéche son inhibition par leur
interaction les unes avec les autre. Une autre étude sur Artemisia de Sibérie montre que les
acides caféeoylquiniques qui sont des polyphénoles été des inhibiteurs les plus efficaces de I'a-
amylase [109]. De cela on peut dire aussi que notre plante est pauvre en certaines composées

phénoliques qui ont un rdle dans I’inhibition de cette enzyme.

C. Test d’inhibition de I’a-glucosidase

L’activité inhibitrice de 1’a-glucosidase a été évaluée in vitro par dosage du composé
nitrophenyl résultant de I’hydrolyse du pnitrophenyl-a-D-glucopyranoside en présence de cette
enzyme. Selon de nombreuses études in vivo, I'inhibition de l'a-glucosidase est considérée
comme l'une des approches les plus efficaces pour la maladie du diabete [89]. L’acarbose est

utilisée comme standard. (Voir figure 44).
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Figure 44 Profile de microplaque obtenue de 1’a-glucosidase.
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Figure 45 Valeur d’Clso du standard acarbose et les différents extraits.

De la figure 45 on remarque que les deux extraits EDAJ et EMAJ, ont présenté une
faible activité inhibitrice de I’enzyme a-glucosidase, contrairement a I’EAAJ, et EBAJ qui ont
une bonne valeur d’Clso de 66,46+0.71 et 156,46+0,69 g / ml respectivement, cependant 1’ex-
traits acététe d’éthyle a manifesté une trés bonne activité, par rapport au standard 1’acarbose
(275,43+1,59 pg / ml). Cela est peut étre da a la richesse de 1’extrait en composé phénolique
car d’aprés certains travaux, les plantes riches en polyphénols totaux et qui ont un potentiel
anti-oxydant sont généralement prescrits en médecine traditionnelle pour traiter le diabete
[107], cela explique aussi la faible capacité d’inhibition des extraits de faible polarité comme
le EDAJ qui est moins riches en composée phénolique, mais cela n’explique pas la faible inhi-

bition de I’extrait brut qui est di peut-étre a I’interférence entre les molécule présente dans
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I’extraits . Aussi que les composés polyphénoliques présents dans les plantes, inhibent les acti-
vités des enzymes hydrolysant les glucides, en raison de leur capacité a se fixer aux protéines
[108].

D’autres études sur la méme espece réalisés en Egypte ont révélé que 1’extrait méthano-
liqgue a 95% n’a aucun effet inhibiteur sur I’enzyme avec un pourcentage de 0% [110], ce qui
est différent de ce que nous avons trouvé puisque dans notre cas I’EMAJ a une faible activité
inhibitrice sur I’enzyme, due peut étre a sa pauvreté en composée phénolique. Une autre étude
sur A. judaica d’Arabie saoudite a démontré que I’extrait méthanolique 80% a une activité
inhibitrice sur I’enzyme avec un pourcentage d’inhibition de 60% a 4000 pg/ml [107] ce qui
est similaire mais cette inhibition été obtenue a des concentrations élevé. Cela peut étre expliqué
par la différence dans la région de récolte et aussi d’autres facteurs qui influe sur la modification

de la teneur en composée phénolique.
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Conclusion

Ce travail avait pour ambition d’évaluer 1’activité antioxydante et enzymatique in vitro,
ainsi qu’une étude phytochimique suivi d’une analyse quantitative de polyphénols et flavo-

noides des extraits d’Artemisia judaica,.

Les tests ont été effectués sur 1’extrait brut obtenu aprés macération dans 70% de métha-
nols, et les fractions dichlorométhane, acétate d’éthyle et n-butanol obtenus aprés décantation.
Les résultats été comme suit : tous les extraits ont présentés une activité antioxydante mais
celle de I’acétate d’éthyle été plus élevée ; ces résultat s’explique par la richesse de 1’extraits en
composée phenolique et flavonoides avec des teneurs de 460,86+7,83 HgGAE/g et 229.18+5.91
Mg QE/g respectivement. En ce qui concerne les tests enzymatique seule I’ a-glucosidase a pu

étre fortement inhibée par I’extrait acétate d’éthyle.

Ces résultats satisfaisant peuvent nous permettent de continuer a faire d’autre étude in
vivo, de plus I’ensemble de ces résultats obtenus in vitro constituent qu’une premicre étape dans
la recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active, afin d’avoir une vue plus
approfondie sur les activités antioxydantes et enzymatiques des extraits de cette plante. Les
résultats de ces activités intéressantes nous encouragent & caractériés les molécules respon-
sables de ces activités par des méthodes chromatographiques. Il serait aussi intéressant d’ex-
plorer les activités antibactériennes, antifongique, anti-protozoaire...ect des extraits de cette

plante.
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Annexe |: Préparation des solutions

1. Préparation des solutions pour le dosage des flavonoides
% Préparation des solutions de Potassium acétate (1 M) et de nitrate d’aluminium (10%)

Pour 1 M Potassium acétate (CH3COOK) on dissolve 9.80g de (CH3COOK) dans 100 ml
d’eau distillé pour obtenir la solution (S1). Pour 10% nitrate d’aluminium (A1(NO3z)3, 9H20) on

pese 10g dans 100ml d’eau distillée.

+ Préparation de la gamme d’étalon de la quercetin

La gamme d’étalon de la Quercetin a était préparé comme suit : 1 mg de la quercetin est
dissoute dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution 0,2mg/ml Sm. Les dilutions sont prépa-

rées dans des eppendorfs présenté par le tableau suivant :

Tableau 8 Différentes dilutions de la gamme d’étalonnage de la quercetin

Quercetin (200) 200ul Sm
Il (175) 175ul Sm + 25ul MeOH
/1 (150) 150 pl Sm + 50ul MeOH
Il (125) 125 pl Sm + 75ul MeOH
/I (100) 100 pl Sm + 100ul MeOH
11 (75) 75 pl Sm + 1251 MeOH
/1 (50) 50 pl Sm+ 150ul MeOH
Il (25) 25 pl Sm + 175 pl MeOH

2. Préparation des solutions pour le dosage des polyphénols
% Préparation de Carbonate de sodium (Na2COs) & 7,5% et Folin Ciocalteu (FCR)

7,5 g de Na2CO3z sont dissouts dans 100 ml d’eau distillé. Iml de la solution FCR con-

centré (2M) est complété a 10ml avec 1’eau distillée.
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* Préparation de la gamme de I’acide gallique

0,5 mg de I’acide gallique est dissoute dans 5 ml de méthanol pour obtenir la solution S;

(0,2mg/ml). Les dilutions sont préparées dans des eppendorfs présenté par le tableau suivant:

Tableau 9 Différentes dilutions de la gamme d’étalonnage de I’acide gallique

Concentration Dilution
Acid gallique (25) 25 pl Sg + 175 pl MeOH
/Il (50) 50 pl S1+ 150l MeOH
Il (75) 75 pl Sy + 1254 MeOH
/I (100) 100 pl S1 + 100ul MeOH
Il (125) 125 ul S1 + 75u1 MeOH
/I (150) 150 pl S; + 50p MeOH
Il (175) 175ul Sy + 251 MeOH
Acid gallique (200) 200ul Sy

3. Préparation des solutions pour le teste ABTS
%+ Préparation de PABTS *

19.2 mg (7 mM) d’ABTS dans 5 ml H.O et mélanger a 3.3 mg (2.45 mM) dans5 ml H20
persulfate de potassium K>S>Og puis sont mis a I’abri de la lumiére pendant 12-16 h. L’absor-
bance de la solution ainsi obtenue est ajustée par (Ethanol ou H20) a 0.700 £ 0.020 a 734 nm

avant [’usage.

v' M (ABTS) = 548.68 g/mol
v M (K2S20s8) =270.32 g/mol

4. Préparation des solutions pour le teste DPPH
+ Préparation de la DPPH

Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol, gardé & -20°¢ a I’abri

de la lumiere. L’absorbance est 0.5 nm (517 nm) dans le spectrophotométre.
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5. Préparation des solutions pour le teste CUPRAC

Préparation d’une solution S1 qui contient 1,927 g d’acétate d’ammonium (AcNHa4) qui
est dissout dans 25 ml (H20) (PH=7.0) et une solution S; préparé par la dissolution de 0,042625
g de chlorure de cuivre (CuCl., 2H-0) dissout dans 25 ml (H20) et enfin une solution Sz a 0,039
g (Neocupronin) dissout dans 25 ml (EtOH).

v M (CuCly, 2H;0) = 170,50 g/mol
v" M (AcNH.) =77 g/mol
v" M (Neocupronin) = 208,27 g/mol

6. Préparation de solution de galvinoxyl a 0.1 mM
4 mg de GOR sont dissoute dans 100 ml de méthanol
7. Préparation des solutions de phénantroline et le ferric chloride

Pour préparer une solution de phenontroline 0.5 % il faut dissoudre 0.05g dans 10ml de

MeOH. 0.02g de (FeCls) dans 10ml de H>O pour préparer la solution de chlorure ferrique.

8. Preparation des différentes dilutions

On a préparé sept dilutions dans des eppendorff dont les extraits ont été dissout dans du

méthanol, qui sont :

Tableau 10 Différentes dilutions de la gamme d’étalonnage de 1’acide gallique

(1/1) x mg (extrait) + 1000 ul de méthanol
(1/2) 500 pl solvant+ 500 ul de (1/1)
(1/4) 500 pl solvant+ 500 ul de (1/2)
(1/8) 500 pl solvant+ 500 ul de (1/4)
(1/16) 500 ul solvant+ 500 ul de (1/8)
(1/32) 500 pl solvant+ 500 ul de (1/16)
(1/64) 500 pl solvant+ 500 ul de (1/32)
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9. Procédure pour la préparation des solutions tampon

+ Solution tampon:
1- 8,890 g de (Na2HPO4, 2H20) + 500 ml de H.O — V1
2- 1,56 g de (NaH2PO4, 2H>0) + 100 ml de H2O — V2
V1 +V2 — Solution Tampon comme le montre le tableau .On ajoute du NaOH pour

augmenter la valeur du PH

Tableau 11 Différent volume utilisé pour chaque degré de pH.

pH 5,8 6,2 6,4 6,6 6,8 7 72 174 76 7,8 8
NaH2PO4
92 81,5 73,5 62,5 51 39 28 19 13 85 5,3
(ml)
NayHPO4
() 8 18,5 265 375 49 61 72 81 87 915 945
m

10. Préparation des réactifs d’ Préparation des solutions pour le teste d’inhibition de I’a-
amylase

L’enzyme a-amylase est dissout dans 9ml de tampon. Pour préparer la solution d’ami-
don, il faut mettre la solution dans un microonde a plusieurs cycles de 15 secs. L’HCl de 1M est
préparé par 1’ajouter de maniére délicate de 45.83 ml d’eau a 4.17 ml d’HCL pure. La solution
IKI est obtenue par dissolution de 3 g de KI dans 100 ml d’eau puis 127 mg d’iodine (5SmM)
sont ajouter, agitation jusqu’a dissolution. Le tampon phosphate (pH 6.9) avec 6 mM NacCl
(35.1 mg NaCl pour 100 ml de tampon)

Tableau 12 Schéma de la plaque de 1’activité inhibitrice de 1’alpha-amylase

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Asi Ast Ast Am  As; As, As; Az As  As  As Ay
Asi Ast Ass Am As; As, As; Az As  As  As Ay
Ass Ast Ast Am A, As; A, Az As  As  As Ay
Asi; Ast Ast Am A, As, A, Az As  As  As Ay
Ass Ast Ass Am A, As; As; Az As  As  As Ay
As; Ast Ast Am As;, As, As; Az As  As  As Ay

m m O O © >»
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G ASy AS1 ASy Ap1 ASy ASy ASy Ap2 AS As AS Ap
H Ae Ae Ae Ae Ae Ae AcC AcC AcC AcC AcC AcC

11. Préparation des solutions pour le teste d’inhibition de I’a-glucosidase

Préparation d’une solution tampon sodium phosphate 100 mM, pH 6,9 (voire la partie
préparation des solutions tampon). La solution d’enzyme (0.1U/ml) est préparé comme suit :
dissoudre 1 mg d’enzyme alpha-glucosidase dans 10 ml de tampon phosphate 100 mM, pH 6,9
(Solution a stocké) et aliquoter chaque 1 ml dans un eppendorf. La solution de substrat (5 mM)
: dissoudre 15.06 mg dans 10 ml de tampon phosphate, 100 mM, pH 6,9. Le standard (Acar-
bose 1mg/ml) : dissoudre 1mg d’acarbose dans 1 ml d’eau distillée ou tampon phosphate, 100
mM, pH 6,9. Solution d’enzyme : diluer un Eppendorf dans 9.8 ml de tampon phosphate, 100
mM, pH 6,9.

12. Préparation des solutions pour le teste anti-choline estérase
+ DTNB (5,5-Dithiobis (2-nitro-benzoic acid)) Solution

16 mg DTNB + 7,5 mg de bicarbonate de sodium (NaHCO3). Additionné au mélange 4
ml de tampon pH=7 et 4 ml (pH=8)

+ ACI (Acetylthiocholine iodide) substrate Solution:
16 mg ACI dissout dans 4 ml H,0 et 4 ml de tampon phosphate a pH =8
+ BuCi (S-Butyrylthiocholine iodide) substrate Solution:

4 mg BuCI + 4 ml H,O+4 ml Tampon (pH =8)

+ Preparations des enzymes:

¢+ Solution AChE:

v" 0,2 mg AChE + 4 ml (pH=8) pour donner la solution A

v Mettre 20 pl de la solution A dans 20 eppendorff

v On prend un seul eppendorff qui contient 20 pl de la solution A et on ajoute 3 ml de

pH = 8 + controlé I’absorbance a 412 nm qui doit étre entre 0.4-0.5

« BChE Solution
v" 0,2 mg AChE + 1 ml (pH=8) pour donner la solution A
v Mettre 20 pl de la solution A dans 20 eppendorff
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v On prend un seul eppendorff qui contient 20 ul de la solution A et on ajoute 2 ml de

pH = 8 + contrdlé 1’absorbance a 412 nm qui doit étre entre 0.4-0.5

VI
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Annexe Il : Pourcentage d’inhibition et absorbance

NA: pas d’absorbance.

Tableau 13 Activité antioxydante du test Phenanthroline

Extraits
EDAJ EMAJ EAAJ EBAJ BHT
[ng/mi]
50 0,31+0,01 | 0,31£0,02 | 0,65+0,01 | 0,39+0,03 | 4,84+0,01
25 0,28+0,01 | 0,30+0,00 | 0,45+0,05 | 0,30+0,01 | 3,48+0,03
12,5 0,27+0,00 | 0,27£0,01 | 0,37+0,01 | 0,28+0,01 | 1,84+0,01
6,25 0,27+0,00 | 0,26£0,01 | 0,31+0,00 | 0,26+0,02 | 1,23+0,02
3,125 0,25+0,00 | 0,26+0,01 | 0,27+0,00 | 0,25+0,00 | 0,53+0,03
1,5625 0,24+0,01 | 0,25+£0,01 | 0,25+0,00 | 0,24+0,01 | 0,47+0,01
0,7812 0,23+0,01 | 0,25+0,01 | 0,23+0,02 | 0,23+0,01 | 0,47+0,01
Aos <05 <0.5 30,36+02,42 <0.5 2,24+0,17
Tableau 14 Activité antioxydante du test galvinoxyl
Extraits
EDAJ EMAJ EAAJ EBAJ BHT BHA
[ng/mi]
100 79,05+0,26 | 74,44+0,51 | 74,81+£0,15 | 71,12+0,28 | 71,13+0,74 | 70.60%0,10
50 70,77+£0,97 | 72,97+0,16 | 73,53+0,11 | 69,35+1,51 | 70,49+0,55 | 70.32+0.65
25 45,89+0,97 | 61,44+0,67 | 70,75%0,59 | 57,00+0,44 | 70,02+0.50 | 70,19+0.51
12,5 26,79+1,42 | 30,28+1,17 | 62,46+1,23 | 25,31+0,72 | 68,89+0,26 | 65.02+1,26
6,25 7,61+0,20 | 11,10+0,54 | 26,92+1,38 | 7,96%£3,47 | 61,29+0.69 | 54.16+0.27
3,125 2,45+0,41 | 4,82+3,76 | 9,47+1,17 | 1,64+0,99 | 49,23+0.77 | 39.15+0.88
1,5625 159+1,34 | 1,16+0,76 | 4,10+1,83 | 0,69+0,42 | 34,66+2.62 | 25.99+2,56
Clso

Vil
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Tableau 15 Activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase

Extraits Standard
EDAJ EMAJ EAAJ EBAJ Galantamine
[Hg/mi] [ng/mi]
800 30,93+ 891 | 12,28+2,89 | NA | 3,80+ 2391 200 94.77
400 16,91+ 1,04 NA NA NA 100 91,80 £ 0,20
200 0,70+ 3,63 NA NA NA 50 85,78 + 1,63
100 NA NA NA NA 25 80,69 + 0,41
50 NA NA NA NA 12,5 68,50 + 0,31
25 NA NA NA NA 6.25 43,77 £ 0.00
12,5 NA NA NA NA 3.125 35,93+ 2,28
Clso <50 <50 <50 <50 Clso 6.27+1.15
Tableau 16 Activité antioxydante par le test DPPH.
Extraits
EDAJ EMAJ EAAJ EBAJ BHT BHA
[ng/mi]
100 75,02+0,35 | 83,40+0,26 | 85,13+0,13 | 84,38+0,60 | 83,60+0,23 | 87,73%0,15
50 56,98+0,82 | 69,21+1,57 | 84,75+0,13 | 76,75+1,16 | 56,02+0,53 | 87,53+0,82
25 39,09+0,39 | 41,28+2,48 | 82,72+1,12 | 45,36+0,73 | 52,63+2,70 | 84,09%0,35
12,5 27,85+0,73 | 21,66+0,78 | 52,68+2,16 | 22,19+2,23 | 37,12+1,80 | 76,76%1,65
6,25 19,92+1,71 | 11,25+2,72 | 27,09+0,60 | 16,38+1,44 | 22,21+1,30 | 54,33+1,59
3,125 15,32+0,39 | 10,42+2,61 | 20,38+4,84 | 5,66+1,31 | 11,69+1,88 | 28,95+1,16
1,5625 12,60£0,45 | 3,55+3,92 | 15,70+3,47 | 4,83+3,24 | 6.77+1.22 | 22.21+1.24
Clso 40,50%0,77 | 33,97+1,09 | 11,87+0,36 | 30,50%0,23 | 22.32+1.19 | 5.73x0.41

Vil
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Tableau 17 Activité antioxydante par le test ABTS

Extraits
EDAJ EMAJ EAAJ EBAJ BHT BHA
[ug/ml]

100 93,58+0,23 | 93,18+0,09 | 93,08+0,26 | 92,78+0,00 | 94.87+0.87 | 88.81+0.37

50 91,97+1,00 | 92,58+0,35 | 92,78+0,00 | 90,77+0,35 | 93.37+0.86 | 78.52+0.80

25 76,23+2,08 | 85,50+2,73 | 90,77+0,17 | 74,07+0,61 | 92.18+1.27 | 63.72+2.02

12,5 51,80+1,48 | 55,66+3,14 | 71,0+2,56 | 45,58+2,83 | 90.36+0.00 | 49,71+0.12

6,25 32,89+0,26 | 34,95+1,52 | 46,78+1,62 | 27,62+3,16 | 78.55+3.43 | 40.28+2.88
3,125 19,10+2,17 | 22,36+3,73 | 20,75+£0,96 | 17,19+3,16 | 59.22+0.59 | 34.13+1.31
1,5625 12,23+0,91 | 11,37+0,60 | 12,48+0,48 | 12,13+0,15 | 49.22+0.75 | 31.47+1.60
Clso 11,79+0,33 | 10,88+0,65 | 8,04+0,27 | 14,92+0,87 | 1.59+0.03 | 7.54+0.67

Tableau 18 Activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase
Extraits Standard
EDAJ EMAJ EAAJ | EBAJ Galantamine
[ng/ml [ng/ml]

800 74,40+ 3,85 | 58,01+ 1,05 NA NA 200 78,95+ 0,58
400 62,77+ 4,26 | 41,18+1,34 NA NA 100 73,57+ 0,77
200 37,91+ 4,67 | 24,55+ 5,04 NA NA 50 63,87+ 2,85
100 13,21+ 3,65 1,67+ 3,79 NA NA 25 45,13+ 2,60
50 4,10+ 1,07 NA NA NA 12,5 24,03+ 2,94

25 NA NA NA NA 6.25 6,93+ 0,62
12,5 NA NA NA NA 3.125 3,26+ 0,62
Aos0 Aos
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Tableau 19 Teste inhibiteur de I’a- d'amylase

DU | epay | EMAY | EAAT | EBAS Sendard | carbose
[g/ml [hg/mi]
800 NA NA NA NA 4000 53,05£1,59
400 NA NA NA NA 2000 37,21£3,54
200 NA NA NA NA 1000 31,81£2,89
100 NA NA NA NA 500 10,70+0,96
50 NA NA NA NA 250 9,4610,11
25 NA NA NA NA 125 8,08+0,30
12,5 NA NA NA NA 62.5 7,76+0,17
Clso <50 | <50 | <50 | <50 Clso 365,93+10,70

Tableau 20 Activité antioxydante par lI'essai CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capcity).

Extraits
EDAJ EMAJ EAAJ EBAJ BHT BHA
[ng/mi]

100 1,4840,02 | 2,24+0,03 | 3,32+0,02 | 3,15+0,05 | 2.04+0.14 | 3.76x0.03
50 0,91+0,03 | 1,34+0,01 | 2,68+0,03 | 2,14+0,08 | 1.48+0.09 | 3.45+0.02
25 0,55+0,01 | 0,76+0,01 |1,77+0,04 | 1,20+0,07 | 1.03+0.07 | 2.36+0.17
12,5 0,32+0,00 | 0,43+0,01 | 1,02+0,00 | 0,69+0,01 | 0.66+0.07 | 1.34+0.08
6,25 0,22+0,00 | 0,27+0,00 | 0,67+0,08 | 0,40+0,01 | 0.33+0.04 | 0.78+0.01
3,125 0,15+0,00 | 0,18+0,00 | 0,40+0,08 | 0,24+0.01 | 0.19+0.01 | 0.46+0.00
1,5625 0,12+0,00 | 0,14+0,00 | 0,24+0,01 | 0,16+0,00 | 0.11+0.04 | 0.23+0.07
A0.50 22,40+0,24 | 15,07+0,20 | 4,15+0,75 | 8,53+0,18 | 9.62+0.87 | 3.64+0.19
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Tableau 21 Teste inhibiteure de 1’a-glucosidase

Extraits tandard
g/l EDAJ EMAJ EAAJ EBAJ fg/mi Acarbose
800 67,48+1,48 53,12+0,72 | 87,39+2,30 | 52,72+1,73 5000 91,05+0,72
400 50,00+4,08 47,31+3,27 75,45+1,90 51,60+2,53 2500 85,54+0,45
200 40,22+5,70 41,55+8,48 | 60,09+2,14 | 50,72+3,74 1250 80,19+1,66
100 34,00+6,30 37,78+3,59 | 54,72+2,38 | 45,52+6,59 625 67,29+2,63
50 31,10+6,44 38,03+4,76 | 41,15+£3,20 | 44,20+5,17 312,5 54,86+1,79
25 27,20+7,34 30,76+3,08 | 40,15+3,20 | 41,22+7,21 156, 25 38,91+3,20
12,5 11,59+2,22 10,5048,13 | 22,43+5,50 | 16,17+8,10 78,125 27,43+2,18
Clso 422.64+0.36 | 555.22+0.59 | 66.46+0.71 | 156.46+0.69 Clso 275,43+1,59

Tableau 22 Teneur totale en composés phénoliques et en flavonoides

Extraits | Teneur en polyphénols total | Teneur en flavonoides
[ug/ml] (g GAE/mI) (Hg QE/ml)
EDAJ 209,4945,34 72.45+3.90
EMAJ 189,49+ 2,21 73.37+2.47
EAAJ 460,86+ 7,83 229.18+5.91
EBAJ 403,31+5,15 91.10£1.57

Xl







Résumé

Artemisia judaica est une plante faisant partie de la famille des astéracées, elle est tres
utilisée en médecine traditionnelle. Dans le but de mettre en évidence de nouveaux métabolites
actifs, leurs activités antioxydantes et enzymatiques ont été évaluées. L’extrait méthanolique
ainsi que ses trois phases (dichlorométhane, acétate d’éthyle, et n-butanol) ont présenté une
teneur élevée en polyphénols et flavonoides mais celle de I’acétate d’éthyle était tres élevée
avec des teneurs de 460,86+7,83 ug GAE/mg et 229.18+5.91 pg QE/mg respectivement, le
criblage phytochimique a révélé la présence d’autres métabolites tels que les flavonoides gly-
cosylés, tanin, sucre réducteur, quinone libre, stéroide et alcaloides. Seul I’extrait acétate
d’¢éthyle a présenté un effet antiradicalaire plus puissant et élevée par rapport aux des standards
mais seulement pour les tests DPPH, CUPRAC, avec une Clsp del1,87£0,36, et un Aos de
4,15+0,75ug/ml respectivement. L’extraits acetate d’ethyle a présenté un effet antidiabétique

en inhibant I’enzyme 1’a-glucosidase, avec une valeur d’Clso égale a 66.46+0.71ug / ml.

Mots clés : Artemisia judaica, Activité antioxydante, activité enzymatique, criblage phyto-

chimique, antidiabetique




Sommary

Artemisia judaica is a plant belonging to the family Asteraceae, it is very popular in tra-
ditional medicine. In order to highlight new active metabolites, its antioxidant and enzymatic
activities were evaluated. The methanolic extract and these three phases (dichloromethane,
ethyl acetate, and n-butanol) had a high content of po-lyphenols and flavonoids but that of ethyl
acetate was very high with contents of 460.86 + 7.83 ug GAE /mg and 229.18 = 5.91 ug EQ/
mg respectively, the phytochemical screening revealed the presence of other metabolites such
as glycosylated flavonoids, tannin, reducing sugar, free quinone and steroid, alkaloids. Only the
ethyl acetate extract had a stronger and higher anti-radical effect compared to the standards but
only for the DPPH and CUPRAC tests, with an ICsp of 11.87 + 0.36, and an A o5 of 4.15 £ 0.75
ug / ml respectively. The ethyl acetate extract had also an antidiabetic effect by inhibiting the
a-glucosidase enzyme, with an ICsg value of 66.46 £ 0.71 pug / ml,

Key words: Artemisia judaica, Antioxidant activity, anti-enzymatic, phytochemical screening,

anti-diabetic
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Résumé

Artemisia judaica est une plante faisant partie de la famille des astéracées, elle est tres uti-
lisée en médecine traditionnelle. Dans le but de mettre en évidence de nouveaux métabolites ac-
tifs, leurs activités antioxydantes et enzymatiques ont été évaluées. L’extrait méthanolique ainsi
que ses trois phases (dichlorométhane, acétate d’éthyle, et n-butanol) ont présenté une teneur éle-
vée en polyphénols et flavonoides mais celle de I’acétate d’éthyle était tres €levée avec des teneurs
de 460,86+7,83 ug GAE/mg et 229.18+5.91 pug QE/mg respectivement, le criblage phytochi-
mique a révélé la présence d’autres métabolites tels que les flavonoides glycosylés, tanin, sucre
réducteur, quinone libre, stéroide et alcaloides. Seul ’extrait acétate d’éthyle a présenté un effet
antiradicalaire plus puissant et élevée par rapport aux des standards mais seulement pour les tests
DPPH, CUPRAC, avec une Clsg del1,87+0,36, et un Ags de 4,15+0,75ug/ml respectivement.
L’extraits acetate d’ethyle a présenté un effet antidiabétique en inhibant I’enzyme 1’a-glucosidase,

avec une valeur d’Clsg égale & 66.46+0.71ug / ml.

Mots clés : Artemisia judaica, Activité antioxydante, anti-enzymatique, criblage phytochi-

mique, anti-diabetique
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