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Liste des abréviations

Aos : Concentration indiquant 0,50 d’absorbance

ABTS : Sel d’ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)
AChE : Acétylcholinestérase

BChE : Butyrylcholinestérase

BHA : Butylhydroxyanisole

BHT : Butylhydroxytoluéne

CCM : chromatographie sur couche mince

Clso : Concentration d’inhibition a 50%

CL50 : Concentration létale a 50 %

CUPRAC : Complexe cuivre- néocuproine

DPPH : a,a-diphényl-B-picrylhydrazyl

DTNB : Acide 5,5 -dithio-bis (2-nitrobenzoique)

EAG : Equivalent de ’acide gallique

ECAA : extrait chloroformique de la plante ambrosia artemisiifolia
ECEM : extrait chloroformique de la plante erodium montanum
EDTA : Acide éthylénediaminetétraacétique

EMAA : extrait methanolique de la plante Ambrosia artemisiifolia
EMEA : extrait methanolique de la plante Erodium montanum

ERA : especes réactive de 1’azote
ERO : especes réactive de 1’oxygene

EQ : Equivalent de la quercétine

FCR : Folin-Ciocalteu

FRAP : Pouvoir réducteur

FTIR : La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
g : Gramme

HAT : Transfer de I’atome d’hydrogene

Kg : Kilogramme

MA : Maladie d’Alzheimer

mg : Milligramme

mm : millimétre




min : Minute

ml : Millilitre

mmol : Millimole

pH: Potentiel hydrogéne

SD : Standard de déviation

SNP : silver nanoparticule

SPR : résonance plasmonique de surface
TEAC : Trolox equivalent antioxidant capacity
TPC : Contenu total en polyphénols

Trolox : Acide 3,4-dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthyl-2H-1-benzopyran-2-carboxylique
UV : Ultraviolet

U : Unité

UV : Ultraviolet

Mg : Microgramme

ul : Microlitre

pmol : Micromole
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Introduction générale

Introduction générale
Depuis I’antiquité, ’homme n’a cessé de chercher a subvenir de ses besoins en puisant
dans la nature qui lui assure non seulement ses besoins nutritionnels et vestimentaires mais

également médicamenteux. (boutaghane, 2013).

La phytothérapie est I’une des vieilles médecines du monde. Elle représente une
alternative intéressant pour traiter et soigner sans crée de nouvelles maladies. Malgré le
développement phénoménal de 1’industrie pharmaceutique et chimique, 1’intérét populaire
pour la phytothérapie n’a jamais cess¢ d’évoluer. De nos jours ces deux type de médication se
retrouvent intimement liés puisque le modele moléculaire de la plupart des médicaments mis

sur le marché, ont pour origine la plante (Shu, 1998).

Les avancées de la médecine ont permis de mieux comprendre la physiologie du corps
humain et les réactions chimiques permettant son bon fonctionnement. Dés lors, bon nombre
de pathologies ont vu leurs mécanismes de survenue identifiés. L’oxydation, si elle est
nécessaire a la vie, peut aussi avoir un effet délétére : le stress oxydant peut causer de séveres
dommages cellulaires. Pour se protéger de ce type d’agression, notre organisme produit ou

fait appel a une source exogene d’antioxydants. (Thomas, 2016).

L’oxygene, molécule indispensable a la vie, est fortement impliqué dans I’initiation du
stress oxydant caractéris€é par un déséquilibre entre la production d’espéces oxygénées

réactives (EOR) et la capacité du corps a les neutraliser (Sy et al., 2018).

Les ERO regroupant les radicaux libres comme 1I’ion superoxyde, I’ion hydroxyle, le
peroxyde d’hydrogene, est produites normalement dans les cellules durant le métabolisme,
sont des molécules hautement réactives, toxiques et responsables de nombreux dommages
vis-a-vis des constituants cellulaires de 1’organisme (Govindarajan et al., 2005). En raison
de I’'implication des radicaux libres dans 1’étiologie de diverses pathologies notamment le
cancer, le diabete, les maladies cardiovasculaires, les rhumatismes, le vieillissement (Thayyil
et al., 2016), Pour diminuer ces effets, I’apport d’antioxydants dans des quantités adéquates
par le biais de I’alimentation ou de compléments enrichis constitue, en plus des molécule de

source naturelles. (Hadj Salem, 2009).
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Les antioxydants sont des agents qui réagissent facilement avec les substances
oxydantes pour les inactiver et les éliminer, ou diminuer leur production. Ils peuvent étre
hydrophobes ou hydrophiles. (MECHERNENE, 2014).

La capacité antioxydante est liée & des composes capables de protéger un systeme
biologique contre l'effet potentiellement nocif de processus ou de réactions impliquant des

especes reactives de I'oxygeéne et de I'azote (ROS et RNS).(Karadag et al., 2009)

Les composes phénoliques sont parmi les produits secondaires vegétaux les plus
largement distribués et se trouvent dans de nombreuses plantes utilisées comme aliments pour
I'nomme et les animaux. Récemment, la capacité des composés phénoliques a servir

d'antioxydants a été reconnue. (Hagerman et al., 1998)

Ces effets protecteurs des antioxydants ont regu une attention croissante dans les
domaines biologiques, médicaux, nutritionnels et agrochimiques et ont entrainé I'exigence de
méthodes de détermination de la capacité antioxydante simples, pratiques et fiables.
(Karadag et al., 2009)

Ce travail de mémoire de master a pour objectif principal, I’extraction chimique et
I’évaluation du pouvoir biologique de deux espéces de plantes médicinales Ambrosia

artemisiifolia et Erodium montanum. Ainsi que ce manuscrit est subdivisé en trois parties :

e Le premier chapitre est consacré a des généralités bibliographiques sur les deux plantes
Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum et leur utilisation en tant que
bioconservateur ainsi que sur 1’utilisation la spectroscopie infrarouge et des généralités
sur les activités antioxydante, anticholinestérase, et antidiabétique.

e Le second chapitre concerne la description du matériel végétal et les méthodes
d’extractions, d’évaluation des activités antioxydantes, anticholinestérase,
antidiabétique. Ainsi que I’analyse spectroscopique infrarouge des extraits et les tests
de cytotoxicité et la propriété bioconservateur.

e Le troisieme chapitre comprend les résultats et discussion des activités antioxydantes,
anticholinestérase, antidiabétique. Ainsi que les résultats de 1’analyse des extraits par

la spectroscopie infrarouge, les tests de cytotoxicité et de phytotoxicité
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Chapitre | Généralités et données bibliographiques

1 Présentation botanique et geographique des deux familles

Asteraceae et Géraniacée

> La famille des Asteraceae

Les astéracées ou la famille du tournesol est I'une des plus grandes familles de plantes
a fleurs, comprenant plus de 1600 genres et 25 000 especes dans le monde. (Rolnik & Olas,
2021). Les Asteraceae connaissent une distribution géographique mondiale, a I'exception de
I'Antarctique. Elles s'acclimatent bien aux régions tropicales et subtropicales semi-arides, a la

toundra alpine et arctique et aux régions temperées. (boutaghane, 2013).

La majorité des membres de la famille des Astéracées ont des applications
thérapeutiques et ont une longue histoire en médecine traditionnelle : certains membres sont

cultivés depuis plus de 3000 ans a des fins alimentaires et médicales.(Rolnik & Olas, 2021).

» La famille des Géraniacée

Géraniacée dans l’ordre des Géraniales, est une famille de plante a fleurs
dicotylédones, composée de 5 a 7 genres avec environ 830 espéeces (figure 1), largement
distribué dans les régions tempérées, subtropicales et tropicales (figure 2). (Albers & Van
der Walt, 2007)

¢ Les plantes sont des herbes annules ou vivaces ou des sous arbustes

Les feuilles sont simples ou composées, alterne ou opposer, divisées palmées ou

pennées

Les fleurs sont généralement bisexuées, actinomorphes, solitaires ou disposées en

cymeset en pseudo ombelles

Les graines sont pendantes, généralement avec peu d’endosperme ou exalbuminées

Les fruits schizocarpique est formé a partir de cing carpelles accolés et attachés a la
capsule enveloppant la graine a la base du fruit.(Albers & Van der Walt, 2007). A
maturité, les carpelles se séparent de maniere élastique autour d'un axe central
(nommé le bec). (Abraham & Elbaum, 2013)
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Figure 1 : Cing genres de la famille Géraniacée. (A) et (B) Géranium; (C) Erodium ;
(D) Monsonia, (E) Pélargonium ;(F) Hypseocharitaceae (Julius et al., 2017)

w2 (B
G= 35 | LP=a

Figure 2 : Carte de répartition des Géraniacées montre le nombre d'endémiques espéces pour
chaque genre dans chaque zone.Genre: C : Californie, E : Erodium, G : Géranium, H :
Hypseocharis, M : Monsonia, P : Pelargonium (Fiz et al., 2008)

1.1 Genre Ambrosia

Phylogénétiquement, le genre Ambrosia est proche des genres Hymenoclea, Franseria
(= Ambrosia) et dans une moindre mesure aux genres Iva et Xanthium. Le genre Ambrosia est

présent depuis de nombreuses décennies sur tous les continents et plus particulierement entre
les latitudes 45° et 30° nord et sud.(Fumanal, 2007).
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L'ambroisie contiendrait entre 21 et 41 espéces dans le monde qui sont des plantes
annuelles ou vivaces de courte durée de la famille des Asteraceae. Toutes les especes du genre
Ambrosia sont natives du continent américain a 1’exception d’Ambrosia maritima L. qui est

originaire de la région méditerranéenne (Gerber et al., 2011).
1.1.1 Plante Ambrosia artemisiifolia :

1.1.1.1 Origine et distribution

Ambrosia artemisiifolia est originaire d’Amerique du Nord, comme l'indique le pollen
fossile trouvé dans les sediments interglaciaires canadiens datant de 60 000 ans. Cette espece
aurait colonisé le Nord du Canada lors des périodes postglaciaires puis plus récemment lors
de I’anthropisation des milieux et les habitats nouvellement ouverts qui lui ont fourni une
niche écologique favorable a sa dispersion. Elle semble étre devenue plus abondante au cours
des deux derniers siécles avec les activités des Indiens d'’Amérique et des colons européens.
L’ambroisie a été introduite a la fin du 19¢éme siécle et au cours du 20°™ siécle dans de

nombreuses régions du monde (Fumanal, 2007).

Elle est aujourd’hui répertoriée en Amérique du Sud, en Australie, en Europe et en
Asie. Sa colonisation mondiale fut surtout causée par le transport de semences contamineées.
L’habitat d’ambrosia artemisiifolia est trés varié, elle peut croitre dans divers milieux tels que
les terrains abandonnés, les bordures de voies ferrées, les terrains résidentiels et les terres

agricoles. (Lambelet et al., 2005)
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Figure 3 : Répartition mondiale de I’espéce Ambrosia artemisiifolia (Essl et al., 2015)
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1.1.1.2 Position systématique

Tableau 1 : Arbre taxonomique 4 ’Ambrosia artemisiifolia (Ambrosia artemisiifolia L, s. d.)

Domaine Eucaryote

Royaume Plantae
Embranchement Spermatophyte

Classe Magnoliopsida

Ordre Astérales

famille Astéracées

Genre Ambrosia L.

Espece Ambrosia artemisiifolia

1.1.1.3 Synonyme
Ambrosia artemisiifolia L. ou elatior L Nom courant : Ambroisie a feuilles d’armoise

ou Ambroisie élevee. (Giroud, 2007)

e Autres noms :
Anglais : herbe a poux annuelle ; amertume; herbe noire; mauvaise herbe de carotte; rhume
des foins; herbe a foin; Berce du Caucase; petite herbe a poux; absinthe romaine; petite herbe
a poux; petite herbe a poux; bette; tanaisie sauvage
Espagnol : altamisa ; amargosa; ambrosia de hojas de ajenjo; armoise de terre; domaine
Francais : absinthe du Canada ; ambrosie aux feuilles d’armoise ; ’ambroisie ; petite herbe a

POUX.

1.1.1.4 Description botanique
L’Ambroisie a feuilles d’armoise est une plante herbacée, annuelle. Sa taille moyenne
est de 20-90 cm. Sur un sol fertile, elle se développe plus rapidement et de maniére plus
importante. Elle peut donc prendre une forme buissonnante, et atteindre une hauteur de 2
meétres. Sur un sol plus sec, elle sera plus petite. Sa racine est pivotante. Elle forme un chevelu
gréle (Giroud, 2007).
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Ses feuilles sont pennatisequées. Elles sont a poils courts,
triangulaires a ovales dans leur contour, vertes sur les deux
faces, et les plus grandes divisions sont encore une fois divisees

ou dentées. En haut de la plante, elles deviennent alternes.

Les fleurs males, regroupées a I’extrémité de I’épi, en constituent
I’essentiel. En forme de cupule renversée, les capitules vert
jaunatre (de 4-5 mm de largeur), rattachés a 1’épi par un pétiole,
renferment ces fleurs males. Un épi comprend de 20 a 50

capitules.

Les fleurs femelles, verdatres, sont trés discrétes, insérées a

I’aisselle des feuilles a la base des épis sous forme de glomérules

=° sessiles, isolées ou groupées par deux. (Giroud, 2007)

Figure 5 : (a) les feuille, (b) les fleurs male, (c) les fleurs femelles d'’Ambrosia artemisiifolia

(Essl et al., 2015)
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1.2 Genre Erodium

Le genre Erodium a été décrit en 1789 par Charles-Louis L'Héritier de Brutelle. ; Ce
genre cosmopolite compte plus de 63 espéces. Sa distribution est basée autours de la mer
méditerranée mais s’étend a travers 1I’Asie jusque en chine et a également présente en

Australie, en Amérique du sud et en Ameérique du nord (Fiz-Palacios et al., 2010).

1.2.1 Données pharmacologique sur le genre Erodium :

Les especes d'Erodium sont utilisées en medecine traditionnelle dans Plusieurs pays
comme agent thérapeutique pour traiter plusieurs maladies (indigestion, inflammations
urinaires, diabete, constipation, eczémas, gastro-intestinale, hémorragie et anasarque)
(Munekata et al., 2019).

Une étude récente indique qu'Erodium spp comme source pertinente de composés
ayant des effets antioxydants, antimicrobiens et autres effets sur la santé (Ljolji¢ Bili¢ et al.,
2020).

Tableau 2 : Utilisation ethno pharmacologique des especes d'Erodium (Munekata et al.,
2019)

Usage thérapeutique

E. absinthoides Indigestion et inflammations urinaire
E. gruinum Diabéte et comme carminatif
. . Saignement utérin et traitement

E. cicutarium

Anasarque

Maladies du systéme circulatoire,

E. malacoides problémes de peau, perte de cheveux

et bralures
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Tableau 3: Principales activités des espéces d'Erodium (Munekata et al., 2019)

Espéce Activité biologique

E. petracum

E. botrvs Antioxidant

E. gruinum

E. glaucophyllum Anti inflammatoire
E. cicutarium

E. absinthoide

, E. ciconium Anti microbienne
E. cicutarium
E. Cicutarium Anti virale

1.2.2 Espéce Erodium montanum

1.2.2.1 Distribution
Endémique au Algérie et Tunisie dans les fentes des petites falaises : roches de

montagnes.

Figure 6 : Répartition de 1’espéce Erodium montanum
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1.2.2.2 Position systématique

Tableau 4 : Arbre taxonomique d’Erodium montanum

Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Geraniales
Famille Geraniaceae
Genre Erodium
Espéce Erodium montanum Coss. & Durieu
Nom générique Erodion
Nom scientifique Erodium montanum Coss. & Durieu

1.2.2.3 Synonymes

Erodium trifolium (Cav.) Cav. (Eroduim montanum, 1856)

E. trifolium (Cav.) Cav. Falaises E. montanum Coss. & Dur. Monts
de Constantine 630 m d’alt. du Belezma (Alg.) 1500 m d’alt.




Chapitre | Généralités et données bibliographiques

Figure 7 : comparaison entre E.trifolium et E.montanum (Guittonneau, s. d.)

Fovéoles de E. trifolium Fovéoles de E. montanum

Figure 8 : Comparaison des méricarpes (Guittonneau, s. d.)

1.2.2.4 Description morphologique
C’est une plante a feuilles divisées jusqu'au 2/ en 3 lobes arrondis crénelés. Elle est en
général courtement caulescente. Fleurs rose foncé. Filet des étamines bidenté. (K. Rebbas,
2020) .

Figure 9 : L’espéce de Erodium montanum (H. parraudiére, 1853)
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Figure 10 : Photo de la plante Erodium montanum (Balansa, 1853)

2 Stress oxydant

2.1 Définition

Le stress oxydant est communément défini comme un déséquilibre entre la production
des radicaux libres et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages cellulaires
oxydatifs. (Sy et al., 2018)

Il peut étre d’origine accidentelle comme un état d’inflammation, une exposition & des
radiations ou a des xénobiotiques prooxydants. Il peut étre aussi d’origine génétique comme
un déficit dans I’expression d’enzymes de défense antioxydants.

Ce déséquilibre a pour conséquence 1’apparition de dégats souvent irréversibles pour

les cellules (Robert Barouki, 2006).

2.2 Effets du stress oxydant sur I’organisme humain
Les radicaux libres de 1’oxygéne réagissent avec de nombreuses molécules, ce qui
entraine certaines modifications de ces derniéres. Elles perdent alors leur activité au sein de la

cellule et cela a un impact sur le fonctionnement cellulaire physiologique (Tableau 5).
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Tableau 5 : Principale effet du stress oxydant sur 1’organisme

Altération des membranes

Effets moléculaires lipidiques (Valko et al., 2006)
Altération de I’ADN
Altération des protéines

Effets sur le systéme Inflammation (Zbadi et al., 2018)
immunitaire Phagocytose (Russo-Marie F, 1998)

Athérosclérose

Cancers (DELATTRE et al., 2007)
Affections liées au stress Diabéte de type 2
oxydant Maladies neurodégénératives

Maladies rhumatismales

2.3 Les radicaux libres :

Les radicaux libres sont considérés comme les molécules qui, dans leur structure
atomique, ont un électron non apparié ou impair dans l'orbite externe, ce qui lui confere une
configuration spatiale qui génere une forte instabilité. C'est une entité chimique qui,
contrairement a la tendance spontanée normale des électrons situés dans les atomes et les
molécules a former des paires, est non appariée. Cela le rend trés instable, extraordinairement
réactif, avec une énorme capacité a se combiner de maniere non spécifique dans la plupart des
cas, ainsi qu'avec la diversité des molécules qui composent la structure cellulaire : glucides,
lipides, protéines, alcides nucléiques et dérivés de chacun d'eux. (Rodriguez Perdn et al.,
2001)

2.3.1 Les types des radicaux libres :

Les radicaux libres qui interviennent ont soit un électron célibataire centré sur un
atome d’oxygéne, ce qui leur confére la dénomination d’espéces oxygénées réactives (EOR),
soit centré sur un atome d’azote, d’ou I’appellation d’espéces azotées reactives (EAR)
(Choteau-Mary, 2011)

13
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Tableau 6 : type des radicaux libre (Halliwell, 1996)

Especes radicalaires

Especes non radicalaires

Alkoxyle RO~ Acide hypochloreux HOC1
ERO Anion superoxide 02~ Oxygene singulet 102
Hydroxyle OH" Ozone O3
Hydroperoxyle HO- Peroxyde d’hydrogéne H20>
Peroxyle RO2
Dioxyde d'azote NO2 Acide nitreux HNO>
ERA Oxyde nitrique NO: Acide peroxynitreux ONOOH

Alkyl peroxynitrites ROONO
Cation nitronium NO2*
Peroxyde d’azote N2O4
Peroxynitrite ONOO~

Trioxyde d’azote N2O3

2.3.2 Sources des radicaux libres

Dans l'organisme, les radicaux libres peuvent étre formés a partir des substances

endogenes et exogenes.

Tableau 7 : source et origine des radicaux libres

Source

Origine référence

Production intracellulaire
(Endogene)

NAD(P) H
oxydase membranaire
Mitochondrie
Les cytochromes P450
Xanthine oxydase
e M¢étabolisme de I’acide arachidonique
o les cellules phagocytaires

¢ le mécanisme leucocytaire.

2006)

(Valko et al.,
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e Les rayonnements UV (D.-J. Gambini,
2013)
Production extracellulaire e Tabagisme. radiations ionisantes,
(Exogene) champs électriques, polluants (Menaetal.,
industriels consommation d’alcool 2009)
Cytochrome P450 et bS
Xanthine oxydase « Oxygen burst »/
Heémoglobine NADPH oxydase

Myeloperoxydase

Reticulum
endoplasmique

Oxydases Peroxysomes

Flavoprotéines

Membranes = -
lipidiques Chaine respiratoire
Lipoxygénase ¥
Eemoxydace Peroxydation lipidique
Métaux de transition

Figure 11 : Sites de production intracellulaire des ERO (L J Machlin & A Bendich, 1987)

2.3.3 Les espéces réactives de ’oxygene

L’oxygene est susceptible d’entrainer des effets dommageables dans 1’organisme via
la formation de radicaux libres et d’especes oxygeénées activées (EOA) qui sont
particulierement toxiques pour l'intégrité cellulaire, en particulier dans les mitochondries des
cellules. Les espéces réactifs de 1’oxygéne ont un role trés complexe car elles peuvent avoir
un role physiologique (comme messagers secondaires) ou un effet toxique en agissant avec
I’environnement chimique y compris une gamme de substrats biologiques importants (lipides,

protéines, ADN, sucres, etc.). comme ils peuvent activer indirectement des genes impliqués

dans le développement de diverses pathologies.(Haleng et al., 2007).
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Superoxyde Réaction de Fenton Catalase

dismutases (Fe?* : Cu*) Glutathion peroxydase
(4]
Oxygéne Radical ,Peroxyt{e Radical Eau
superoxyde d’hydrogéne hydroxyd
% e % ey M T T M ey M
Réductio:\ tétrfwnlente 0,+4e +4H —>2H,0
de I’oxygéne
0, Anion superoxyde 1 0,+1e"—0,"
H,0, z?;;'g:;éne 2 0,7+ 0, (+ 2H*) = H,0,+ 0,
3 H,0, + Fe? —> "OH + Fe® + OH"
‘OH Radical hydroxyle 4 H,0, +H,0, —2H,0+0,
5 H,0, + 2 GSH — 2 H,0 + GSSG
RO, Radical peroxyle 6 R°+0,— RO,
RO.H Hydroperoxyde 7 RO;” + RH—> RO;H + R*
RO" Radical alkoxyle 8 RO,H + Fe?* —» RO" + Fe® + OH"

Figure 12 : Origine des especes réactives de I’oxygene. Les quatre étapes de la réduction de
I’oxygene et la formation des intermédiaires partiellement réduits sont détaillées (Migdal &

Serres, 2011)

2.3.4 Les espéces réactives de I’azote :

Les especes réactives de 1’azote proviennent de la réaction des ROS avec le monoxyde
d’azote NO". Ces réactions sont catalysées par la NO synthase dont il existe trois (03) types :
neuronale, endothéliale ou inductible. Dans des conditions physiologiques, I’oxyde d’azote
est faiblement réactif. C’est I’action de 1’anion superoxyde sur I’oxyde d’azote qui entraine la

formation de réactifs ayant une réactivité élevée (Thomas, 2016)

+

0,+NO — = ONOO" — " . ONOOH

3 L’activité antioxydante
Depuis ces derni¢res décennies, les tests d’activité antioxydante ont été largement
développés pour évaluer I’efficacité de nouveaux composés. De nombreuses methodologies
sont disponibles, permettant d’évaluer les différents aspects physico-chimiques du potentiel

antioxydant dans différentes conditions.(Thomas, 2016)
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3.1 Evaluation de I’activité antioxydante

Il existe de tres nombreuses techniques pour évaluer I’activité antioxydante de
substances ou d’extraits naturels. Etant donné la multitude de mécanismes d’oxydation et leur
complexité, ces méthodes sont tres difficiles a standardiser et il n’existe pas de test idéal. Afin
d’avoir une indication précise du potentiel antioxydant d’un échantillon, une possibilité est de
combiner plusieurs méthodes. Les méthodes sont basées sur 1’utilisation de radicaux libres
(TEAC, DPPH, TRAP) ou d’ions métalliques (Folin-Ciocalteu, FRAP) (MERCK, 2017).

3.2 Les composés phénoliques

Les polyphénols représentent une classe de métabolites secondaires. Ils sont trés
largement représentés dans le regne végétal et donc dans notre alimentation. Nous les
consommons sous forme de fruits ou de légumes par exemple. Leur structure comporte un ou
plusieurs groupes phénoliques. Leur étude a été croissante ces derniéres décennies en raison
de leurs bienfaits sur la santé, notamment grace a leur pouvoir antioxydant mais aussi dans la
prévention ou le traitement de nombreuses pathologies comme les cancers, les maladies
cardiovasculaires ou dégénératives ; lls sont également utilisés en agroalimentaire, en

cosmétique ou dans 1’industrie pharmaceutique comme additifs (McCall & Frei, 1999)

3.2.1 Propriétés biologiques des composés phénoliques
En plus de leur capacité antioxydante, les composés phénoliques sont dotés d’un grand

nombre de propriétés biologiques qui sont exploitées dans de nombreux domaines industriels.
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Tableau 8 : Les composes phénolique et leur propriétés biologique

les flavonoides. ATHO R (Xia et al., 2010)
I’acide gallique (Nassiri-Asl &
les flavanols antimicrobiennes Hosseinzadeh, 2009)
les tanins
. AT antibactérienne,
Acides phénoliques il (Cheng et al., 2008)
antibactérienne,
Phénols antifongique (Xia et al., 2010)
antivirale

3.3 Mécanismes d’action contre les radicaux libres

Le mécanisme de piégeage des radicaux libres par les polyphénols se fait par :

> le transfert de ’atome d’hydrogéne (H-atom transfer ou HAT). Le radical libre
est reduit par transfert de ’atome d’hydrogene de 1’antioxydant (ArO-H) vers

le radical (Re).

ArOH +R* — ArO® + RH

«  Le radical ArO’ ainsi formé sera stabilisé :

*
- par délocalisation des électrons 7
- par un nouveau transfert d’atome d’hydrogéne conduisant a la formation de quinone

- par réaction avec un autre radical libre (Thomas, 2016)

» le transfert d’électron (SET, Single Electron Transfer): (Apak et al., 2016)

ArOH + R* — ArOH** + R-

5




Chapitre | Généralités et données bibliographiques

Les polyphénols jouent un rdle important, ils sont capables d’interagir avec les métaux de

transition, notamment avec le fer et le cuivre.(Moran et al., 1997).

3.4 Activité antiradicalaire

Cette activité traduit la capacité des composés antioxydants a empécher 1’action d’un
radical libre sur une cible, en les piégeant directement ou en protégeant la cible par des
mécanismes de transfert d’électron(ET) ou transfert d'atomes d'hydrogene (HAT) (Apak et
al., 2016) (Ak & Gulgin, 2008).

3.4.1 Activité antiradicalaire au DPPH®
Cette méthode a été développée par (Blois, 1958) dont I’objectif est de déterminer
I’activité antioxydante en employant un radical libre stable 1’o,a-diphényl-p-

picrylhydrazyl.(Contreras-Guzman & Strong 111, 1982).

Le test DPPH est simple et I'une des méthodes les plus largement utilisées. Il est basé
sur la réduction du radical violet DPPH par l'antioxydant via un mécanisme de transfert
d'atome d'hydrogéne pour provoquer un changement de couleur en molécules DPPH jaune
pale stable. Le radical violet DPPH restant est mesuré par spectrophotométre UV-Vis a
environ 515-250 nm pour déterminer l'activité antioxydante. Ce test fournit des informations
utiles sur la capacité antioxydante a donner des atomes d'hydrogéne, sur la capacité réductrice
de la réaction et sur le mécanisme entre le radical libre et I'antioxydant. Le test est aussi

simple puisqu'il n'est associé qu'au réactif radicalaire DPPH et a I'antioxydant. (Sirivibulkovit

et al., 2018).
NIH +RH ————— NH +R*
NO2 NO NO, NO,
NO, NO,
DPPH stable violet DPPHH reduit jaune

Figure 13 : Transformation du radical DPPHe en DPPHH (Glilgin, 2012)




Chapitre | Généralités et données bibliographiques

3.4.2 Activité du piégeage du cation radical ABTS™
Le test TEAC est largement utilisé pour tester la capacité antioxydante des échantillons
alimentaires. L'ABTS est un substrat de la peroxydase qui, lorsqu'il est oxydé par des
radicaux peroxyle ou d'autres oxydants en presence de H>O> génere un radical métastable
cation ABTS™" qui est intensément coloré et peut étre surveillé par spectrophotométrie dans la
gamme de 600-750 nm. La capacité antioxydante des composés est mesurée pour déterminer
la diminution de la couleur réagissant directement avec I’ABTS"" radical et elle est exprimé

par rapport au & Trolox (Karadag et al., 2009).

“OsS s, s S0O5”
L o=
N N
\ /
CsHsg CzHs

ABTS

K2S208

.
“OsS s s SOs
> _N_N=<
N N
\ /
CoHs CzHs

ABTS cH

Figure 14 : Formation et piégeage du radical ABTS™" par un antioxydant donneur de H°
(Gulgin, 2012)

3.5 Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) est un dosage colorimétrique du
transfert d'électrons, basée sur 1’aptitude des extraits testés & réduire le fer ferrique (Fe*®)
présent dans le ferricyanure de potassium ( KsFe(CN)g ) en fer ferreux (Fe*?) et la formation
de ferricyanure de potassium (Ks[Fe(CN)e]). (Pellegrini et al., 2003)

Ceci se traduit par le changement de la couleur jaune du ferricyanure de potassium (
KsFe(CN)e ) vert une couleur bleu verte (Chou et al., 2003)
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Cette réduction se fait en présence d’un antioxydant, de par la nature de la réaction de
réduction, ’antioxydant doit présenter une capacité de donneur d’électron. Le transfert
d’atome d’hydrogéne ne sera pas le mécanisme privilégié. L’absorbance est mesurée a 593

nm (Thomas, 2016).

Le test FRAP est peu codteux, les réactifs sont simples a préparer, les résultats sont

hautement reproductibles et la procédure est simple et rapide. (Benzie & Strain, 1996).

z

=4
z

J
\

\\\\\C

o
S

o— I —o
3

3K* + Antioxydant
oxydé

4,

+ Antioxydant ————»  4K*

/
/

z

\

P4

z

z

Ferricyanure de potassium Ferricyanure de potassium

Figure 15 : Mécanisme réactionnel du test FRAP (Gulgin, 2012)

3.6 Activité de réduction du complexe cuivre-néocuproine

La méthode CUPRAC est basée sur la mesure 1’absorbance du complexe cuivre-
néocuproine [Cu?*-Nc,] formé en raison de la réaction redox entre un antioxydant et le
complexe cuivrenéocuproine. En effet, en présence d'un agent antioxydant, le complexe
cuivre-néocuproine est réduit produisant ainsi un complexe chromogéne de Cu*-Nc, cette

réaction est quantifiée a une longueur d’onde de 450 nm. (Karadag et al., 2009).

produit

AOX A?X oxydé

CHg

—
-

+H+
CHg

reactif CUPRAC couleur bleu produit jaune- orangé

Figure 16 : Réduction du complexe chromogéne de Cu*?-Nc, (Ozyiirek et al., 2011)
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3.7 Activité de réduction par la formation du complexe Fe*?- phénantroline

La 1,10-phénanthroline (0-phen) est utilisée pour caractériser 1’ion ferreux Fe?* en formant
le tris (1,10-phénanthroline) Fe(ll) appelé ferroine : [Fe(o-phen)3]%*, complexe rouge orangé. Ce
dernier, peut aussi étre oxydé en tris (1,10-phénanthroline) Fe (111) ou ferriine : [Fe(o-phen)3]*",

complexe de couleur bleue. (Bergounhou, 1996).

Fe?* +3

==
S
N

N
1,10 o-phenanthroline

Figure 17 : Formation du complexe Fe*2-phénantroline (Agustina et al., 2015)

3.8 Activité Nanoparticules d’argent SNP

Cette méthode est basée sur la réduction des ions Ag™ par les antioxydants en présence
de graines d'argent stabilisées au citrate. La réduction de I’Ag* aux nanoparticules d'argent
sphériques (SNP) par des antioxydants produit une bande d'absorption de résonance

plasmonique de surface (SPR) trés intense de SNP a 423 nm.(Ozyiirek et al., 2012).

Ar(OH)n Ar(=O)n
Ag* + citrate ———

Figure 18 : Réduction d’Ag+ en nanoparticules (SNP) (Ozyiirek et al., 2012)

2
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4 Meéthodes de séparation et de purification
4.1 Séparations chromatographiques

La chromatographie est la science qui étudie la séparation des molécules en fonction
de leurs différences structurales pour analyser, identifier, purifier et/ou quantifier des
composés. La séparation des composantes de 1’échantillon se fait en fonction des interactions
(plus ou moins fortes) que ces derniers créent avec deux phases non miscibles (stationnaires et
mobiles). Ainsi, les composés migrent a des vitesses différentes de sorte que méme des
molécules chimiquement proches peuvent étre séparées les unes des autres (Debenedetti,
2009).

» Principe de chromatographie sur couche mince CCM
Les analyses chromatographiques sont effectuées sur plaque de CCM gel de silice
F254 (Merck) la phase mobile est constituée d’un melanges de solvants située au fond de la
cuve. Les plaques sont observées sous UV a 254 mn et & 365 nm au visible. (chaib, 2018)

Couvercle

Cuve a
chromatographie

Plaque CCM

Eluant

Figure 19 : Les composants d'une cuve chromatographique

4.2 Les tests associant des techniques séparatives
» La bioautographie
La mise en évidence des différents composés chimiques dans les extraits s’est faite

par chromatographie sur couche mince (CCM). Cette méthode permet la mise en évidence de
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plusieurs groupes de métabolites secondaires par des colorations spécifiques soit dans le

visible ou a une longueur d’onde donnée (Kouadio et al., 2015).

5 Activité enzymatique
Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui sont un composant indispensable
des réactions biologiques. Ces derniers sont hautement spécifiques et catalysent les réactions
plus rapidement que les catalyseurs chimiques. Les enzymes sont maintenant utilisées dans
divers secteurs de l'industrie. Ills sont utilisés dans les détergents, l'industrie du papier,
Iindustrie textile, I'industrie alimentaire et dans de nombreuses autres applications
industrielles (Sundarram & Murthy, 2014).

5.1 Evaluation de I’activité anticholinestérase

Les médicaments actuels (tacrine, rivastigmine et donépézil) ayant une activité
inhibitrice de I'AChE ont des effets secondaires et ne sont efficaces que dans les formes
bénignes de la maladie d'Alzheimer. Il est donc impératif de développer de nouveaux
médicaments contre la MA. L'histoire de la découverte de médicaments montre que les
plantes sont une ressource tres riche pour la recherche de nouveaux composeés actifs, et ils
sont devenus un défi pour l'industrie pharmaceutique moderne. De nombreux médicaments de

synthese proviennent de la médecine complémentaire a base de plantes. (Orhan et al., 2004).

La maladie d'Alzheimer (MA) est un trouble neurologique chronique caractérisé par
des troubles de la mémoire, un dysfonctionnement cognitif, des troubles du comportement et
des déficits dans les activités de la vie quotidienne. La MA s'est avérée étre associée a un
déficit cholinergique dans le cerveau post-mortem caractérisé par une diminution significative
de la quantité d'acétylcholine. La MA est devenue un probleme majeur, en particulier dans les
pays développés en raison de l'augmentation de la population agée avec une qualité de vie
élevée. L'acétylcholine est un neurotransmetteur inhibé principalement par
I'acétylcholinestérase (AChE) et ensuite par la butyrylcholinestérase (BChE), considéré
comme jouant un rdle dans la pathologie de la MA. Les deux enzymes sont présentes dans le
cerveau et sont detectées parmi les enchevétrements neurofibrillaires et les plaques
neuritiques. Malgré I'étiologie inconnue de la MA, I'élévation de la quantité d'acétylcholine
par l'inhibition de I'enzyme AChE a été acceptée comme la stratégie de traitement la plus
efficace contre la MA. Par conséquent, les inhibiteurs de I'AChE et de la BChE sont devenus
des alternatives remarquables dans le traitement de la MA. (Orhan et al., 2004).
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5.1.1 Inhibition de la butyrylcholinestérase

L’inhibition de la butyrylcholinestérase va engendrer une augmentation de la
concentration de la butyrylcholine, ce qui est considéré comme un traitement symptomatique
de la maladie d’Alzheimer. (Orhan et al., 2004) Cette inhibition peut étre évaluer in vitro
selon la méthode d’Ellman et al., (1961).

o CHgs BChE HsC o
H3C/\)J\S/_\|\I|+_CH3 —_— \N/\/SHZ + Y C/\)J\OH
| | 7\ 3
CHs HsC CH3
Butyrylcholine Thiocholine acide butirique
HOOC, COOH
= —
OZN—‘\ /, S—S \\ /, NO,
DTNB
\J
HooOC, CHg COOH
/_ N™ _\
O,N- -Ss, < . . .
N\ 7 S/\/(.:H3CH3 Hs- ) NO:
. . - Jaune acide-5-thio 2-
Meélange disulphide nitrobenzoique (TNB)

Figure 20 : Mécanisme chimique de la méthode d’Ellman et al., (1961)

5.2 Evaluation de P’activité antidiabétique

Parmi les nombreuses enzymes largement utilisées, 1'a-amylase est de plus en plus
demandée en raison de son réle crucial dans I'hydrolyse de I'amidon et des applications de
cette action hydrolytique. L'a-amylase est devenue une enzyme d'une importance cruciale
dans la réduction de la glycémie postprandiale chez les personnes diabétiques de type 2
(Sundarram & Murthy, 2014).

5.2.1 Inhibition de L'a-amylase
L'a-amylase (E.C.3.2.1.1) est une enzyme hydrolase qui catalyse I'nydrolyse des
liaisons -1, 4-glycosidiques internes dans l'amidon pour donner des produits comme le
glucose et le maltose. C'est un métallo enzyme calcique qui dépend de la présence d'un

cofacteur métallique pour son activité. La composition d'hydrolysat obtenue aprés hydrolyse

=)
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de I'amidon est fortement dépendante de I'effet de la température, des conditions d'hydrolyse

et de l'origine de I'enzyme. On trouve que le pH optimal pour I'activité est de 7,0.

5.3 Evaluation de I’activité anti-uréase

La recherche des médicaments inhibiteurs de l'uréase est une cible importante dans le
controle des infections causées par des bactéries. Ces inhibiteurs jouent un réle important
dans le contrdle des micro-organismes uréolytiques, et également aider a explorer et
comprendre de nouveaux aspects du mécanisme d'action des uréases. L'acide anthranilique a
une longue histoire en tant que précurseur chimique de nombreux composés bioactifs
organiques; par exemple : des diurétiques, des antioxydants, des agents antiprolifératifs et
antiallergiques (El-Zahabi et al., 2019).

5.3.1 Inhibition de I’uréase

L'uréase (urée amidohydrolases, EC (3.5.1.5) est une métalloenzyme a base de nickel
qui catalyse I'hydrolyse de l'urée en dioxyde de carbone et en ammoniac. Les uréase sont
largement présentes dans divers organismes, notamment les bactéries, les champignons et les
plantes. Des concentrations élevées d'ammoniac résultant de ces réactions, ainsi que
I'élévation du pH qui l'accompagne, est responsable de complications néfastes dans les
domaines de la santé. La recherche de médicaments inhibiteurs de Il'uréase est une cible
importante dans le contrdle des infections causées par la production d'uréase bactéries

De nombreux inhibiteurs d'uréase ont eté etudiés, mais la plupart de ces composes
sont trop toxiques ou instables pour permettre leur utilisation in vivo. Ainsi, la recherche est
toujours en cours pour de nouveaux inhibiteurs d'uréase avec des niveaux d'activité
prometteurs. (EI-Zahabi et al., 2019).

La mesure de cette activité est considérée comme une mesure du potentiel de
dégradation de la matiére organique et de 1’émission d’ammoniac par les flores bactériennes.
La mesure de I’activité uréase est basee sur la quantification de I’ammoniac libéré qui en
milieu alcalin va oxyder le réactif coloré (salicylate + cyanurate) créant ainsi un composé bleu
vert.(Gulczinski, 2010).
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o) 0
H,O
_ NH3 +
NH, NH, urease HO NH,

(6]
)L R NH3 + C02
HO NH,

Figure 21 : Formation de NH3z et CO; par I’hydrolyse de 1’urée

6 Activité anti-moisissures
De maniere générale, les composés antioxydants peuvent piéger les radicaux libres et
augmenter la durée de conservation en retardant le processus de peroxydation des lipides, qui
est l'une des principales raisons de la détérioration des produits alimentaires et

pharmaceutiques pendant le traitement et le stockage.(Ak & Gulgin, 2008)

Les aliments sont exposés a la détérioration par les bactéries et les moisissures et
subissent des modifications du godt, de leur couleur et par conséquent la perte de la quantité
des nutriments et de la sécurité de ces aliments. L’utilisation des produits chimiques constitue

la technique la plus utilisée pour lutter contre les moisissures nuisible.

Cependant en raison des nombreux dangers que ces substances causent, I’organisation
mondiale de la santé (OMS) a interdire 1’'usage de certains fongicides chimiques, c’est pour ¢a
I’utilisation des plantes comme source naturel des substances anti-moisissures pourraient étre

une alternative naturelles aux conservateurs artificiels. (Himed et al., 2020)

7 Test de Cytotoxicité

7.1 Le ver de farine
e Le ver defarine, ou ténébrion meunier ( Tenebrio molitor LINNAEUS , 1758)
(Saeizad & Makhan, 2013) est un coléoptére de la famille des_ Ténébrionidé

e Molitor - Latin pour ‘miller’ ; le nom commun fait référence a la coloration des larves.

¢ Nom vernaculaire anglais : Mealworm.

e Nom vernaculaire: Ver de farine, ténébrion meunier (Thomas, 2015)



https://it.wikipedia.org/wiki/Linneo
https://it.wikipedia.org/wiki/Coleoptera
https://it.wikipedia.org/wiki/Famiglia_(tassonomia)
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» Position systématique

Tableau 9 : position systématique de I'espece tenebrio molitor (Thomas, 2015)

Regne Animalia

Embranchement Arthropoda

Sous-embranchement Hexapoda

Classe Insecta

Ordre Coleoptera

Famille Tenebrionidae

Genre Tenebrio

Espece Tenebrio molitor (Linnaeus, 1758)

L'adulte est brun foncé ou noir (plus rarement brun clair),
Cette espéce est I'un des plus grands coléoptéres des
produits entreposés (longueur du corps adulte entre 12 et
20 mm) (Hagstrum, 2017)

(A)

La larve est de forme grossierement cylindrique, d'abord
blanchétre puis d'un jaune rouille vif au fur et & mesure
de sa croissance. il peut atteindre 30-32 mm et 130-160
mg de poids. De méme, la pupe est également  blanche

au début et jaunit avec le temps (Thomas, 2015)

(B)

Figure 22 : photos de (A) I'adulte de Tenebrio molitor, (B) Tenebrio molitor (Thomas, 2015)

Il faut dire aussi que les larves de cet animal sont elevées et vendues (souvent vivantes,
mais aussi séchées ou réduites en poudre) en grande quantité comme nourriture pour oiseaux,

reptiles, amphibiens et poissons, ainsi que comme appat pour la péche. Dans certaines régions



https://it.wikipedia.org/wiki/Esca
https://it.wikipedia.org/wiki/Pesca_(attivit%C3%A0)
https://it.wikipedia.org/wiki/Pupa
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du monde (Chine, Asie du Sud-Est), ils sont également consommés comme aliments par
I'hnomme.(Baek et al., 2019) .

Mais Apres une expérimentation préliminaire avec plusieurs modeles d'arthropodes,
les larves de vers de farine ont été sélectionnées pour tester la toxicité des molécules car ils
sont facilement disponibles, robustes et relativement petits.(van der Valk & van
der Meijden, 2014)

7.2 Artemiasalina
Artemia salina (L.) est un arthropode aquatique primitif (lacs salés) de la famille des
Artemiidae &4gé d'environ 100 millions d'années.(MUNTEANU & DUMITRASCU, 2011)

Figure 23 : Image d’Artemia salina (MUNTEANU & DUMITRASCU, 2011)

7.2.1 Description

Le corps est composé de trois segments : la téte, le thorax et I'abdomen. L'espéce
présente un dimorphisme sexuel, les principales différences morphologiques entre males et
femelles ont été observées dans la distance maximale entre les yeux composés, la longueur de
la premiere antenne, la largeur du troisieme segment abdominal, la longueur totale, le
diamétre de I'ceil composé, la longueur de 1'abdomen. Le male adulte atteint 8 a 10 mm de
long et la femelle 10 a 12 mm. Les adultes ont trois yeux et 11 paires de pattes
(MUNTEANU & DUMITRASCU, 2011).

E


https://it.wikipedia.org/wiki/Cina
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Figure 24 : Des individus d’Artemia salina (MUNTEANU & DUMITRASCU, 2011)

Le test de cytotoxicité a été effectué¢ sur les Nauplie. Les larves n'ont qu'un seul ceil
(photorécepteur). Plus tard, il développe deux yeux, mais 1'ceil initial reste, ce qui donne trois
yeuX. Les nauplies sont phototactiques, contrairement aux adultes. Ils nagent dans la colonne
d'eau (phototaxis) a l'aide d'antennes. Les mandibules sont utilisées pour filtrer I'eau et le
phytoplancton.

Oeil - =~ Antenne 1
— e

Figure 25 : Caractéristiques anatomiques des nauplies d'Artemia salina (MUNTEANU &
DUMITRASCU, 2011)

E
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7.2.2 Position systématique :
Tableau 10 : Position systématique de 1’espace Artemia salina (MUNTEANU &

DUMITRASCU, 2011)
Royaume Animalia
Embranchement Arthropodes
Sous-embranchement Crustacés
Classe Branchiopodes
Ordre Anostraca
Famille Artémiidés
Genre Artemia
Espece Artemia salina

7.2.3 L’utilisation d’Artemia salina :

Les individus de I'espéce Artemia salina, en particulier au stade nauplie, sont utilisés
en aguaculture comme aliments vivants pour la croissance commerciale (dans des
incubateurs) de nombreuses especes de poissons et de crustacés. La résilience de ces animaux
les rend idéales pour tester des échantillons dans les expériences. Artemia salina est I'un des
organismes utilisés régulierement pour les tests de toxicité de divers produits chimiques. Avec
d'autres corps formés par la décomposition de la boue du fond du lac salé utilisée pour traiter
diverses maladies rhumatismales, gynécologiques, endocriniennes, etc. (MUNTEANU &
DUMITRASCU, 2011).

> Utilisation pour le test de cytotoxicité

Artemia salina, la crevette de saumure, peut étre utilisée dans un essai biologique
pratique en laboratoire, et les résultats de la détermination des valeurs de CLsp ont été publiés

pour une série de toxines et d'extraits de plantes connus.

Le test Artemia est généralement réalisé comme un test de survie de 24 heures dans de
I'eau de mer artificielle, c'est-a-dire dans du "milieu Artemia". Le degré de toxicité d'un

composé peut cependant varier selon le milieu d'incubation utilisé. (Lewan et al., 1992).
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8 Les méthodes de caractérisation et d’identification

8.1 La spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge est utilisée depuis une centaine d’année pour identifier et
quantifier les différents composés présents dans 1’atmosphere.(Stephens, 1958) c’est une
technique basée sur les vibrations des atomes d'une molécule. Elle permet d’identifier un
grand nombre d'espéces chimiques de fagon non ambigué car tous les composés chimiques,
sauf les atomes et les molécules diatomiques symétriques, possédent un spectre vibrationnel

qui leur est propre.

L'avantage de la technique infrarouge est qu'elle peut étre non destructive, nécessite
une quantité relativement faible d'échantillon, est rapide et précise. La technique infrarouge ne
nécessite pas de réactif, cette méethode est donc plus écologique. Il s'est avéré étre un puissant

outil d'analyse utilisé dans de nombreux domaines (Wulandari et al., 2016).
8.1.1 La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR)

8.1.1.1 Définition
La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (FTIR) est une technique utilisée
pour obtenir le spectre infrarouge d'absorption, d'émission et de photoconductivité des solides,
des liquides et des gaz. (Sindhu et al., 2015). L'instrument qui détermine le spectre
d'absorption d'un composé s'appelle un spectrophotomeétre. Le spectrophotométre a
transformée de Fourier fournit le spectre IR beaucoup plus rapidement que le

spectrophotometre traditionnel (Mohamed et al., 2017).

8.1.1.2 Principe

La spectroscopie infrarouge est basée sur les vibrations atomiques de molécules qui
n'absorbent que le rayonnement infrarouge de fréquences et d'énergies spécifiques. La FTIR
peut détecter et classer les molécules car différentes molécules ont des spectres infrarouges
différents. . Les spectrométres FTIR utilisent essentiellement un interférométre pour mesurer
I'énergie délivrée a I'échantillon. Le rayonnement infrarouge émis par le corps noir atteint
l'interférométre ou se produit le codage spectral des signaux. Le signal
d'interférogramme résultant est transmis ou rebondit sur la surface de I'échantillon, ou des
longueurs d'onde d'énergie spécifiques sont absorbées. Le faisceau passe finalement a travers
le détecteur et est ensuite transmis a un ordinateur de traitement, ou le signal d'énergie est

transformé par Fourier.(Undavalli et al., 2021)

=)
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JJ mm) | interférometre

Source Echantillon Détecteur -
interférogramme

|
-

ordinateur de traitement

Spectre

Figure 26 : Composant de base du spectromeétre infrarouge a transformée de Fourier
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1 Le Matériel biologique

1.1  Le Matériel végétal
Les deux plantes sur lesquelles nous avons basé nos recherches Ambrosia
artemisiifolia et Erodium montanum ont étés récoltés de deux regions, Bejaia et Sétif

respectivement.

»  Ambrosia artemisiifolia
Les parties aériennes ont été récoltées en 2018 dans la région de Bejaia, située au
nord-est de I'Algérie. Un spécimen de référence (Numéro N° KR0011) a été identifié par le
Pr. K. Rebbas du Département des sciences naturelles et de la vie, Université de M'Sila,

Algérie, est déposé dans I'herbier personnel de K. Rebbas (Université de M'Sila, Algérie).

»  Erodium montanum
Les parties aériennes d'Erodium montanum ont été récoltées en 2020 dans la région de
Sétif, située au nord-est de I'Algérie. Un spécimen de référence (Numéro N° KR0044) a été
identifié par le Pr. K. Rebbas du Département des sciences naturelles et de la vie, Université
de M'Sila, Algérie, est déposé dans I'herbier personnel de K. Rebbas (Université de M'Sila,
Algérie).

1.2 Artemia salina et vers de farine

Le test de cytotoxicité a été réalisée sur :

e Des vers de farine (mealworm), dont le poids varie entre 130 mg et 170 mg.
Ces vers de farine sont obtenus du marché d’oiseaux du Ritaj Molle de
Constantine. Les vers de farine ont été placés dans des boites a température
ambiante (20-25°C) ou ils ont acces libre a I’alimentation.

e Des nauplies d’Artemia salina obtenus du marché d’oiseaux du Ritaj Molle de

Constantine, ont été conservé dans un frigo a une tempeérature +4 C°.

2 Méthode d’extraction

2.1 Maceration et extraction
Afin d’étudier les propriétés biologiques in vivo et in vitro d’Ambrosia artemisiifolia

et Erodium montanum la préparation suivante a été réalisé :
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Deux quantités de dix (10 g) de la poudre végétale de chaque plante ont été mises a
une extraction par macération dans 100 ml de méthanol et du chloroforme. Apres 72 heures

de macération, les quatre solutions sont filtrée avec un papier filtre afin de récupérer le filtrat,
ce dernier a eté séché dans un Rotavapeur

A la fin de cette étape un extrait méthanolique et un extrait chloroformique ont été
obtenue pour chaque plante : EMAA, ECAA, EMEM, ECEM.

[ Plante 1 (A artemisiifolia) =20g ] [Plante 2 (E montanum) = 20g ]

Matériel végétale Matériel végétale Ma‘é"_iei (;’égé‘al"f Matéric (;’Egeta'e
- 10 - 10, = -

L macération par 100 ml
macération par 100 ml macération par 100 ml macerat]m? par 100 ml { de chlortl:forme ]
de méthanol de chloroforme de méthanol

(" Filtration

Filtration

Figure 27 : Schéma récapitulatif du mode d’extraction des deux plantes Ambrosia

artemisiifolia et Erodium montanum
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10 g de la poudre végétale macération Filtration

72 heure

-

Figure 28 : Schéma de la préparation des extraits d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium

montanum

2.2 Preparation des dilutions des extraits d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium
montanum

Les extraits d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum ont été dissous dans le méthanol

pour préparer les différentes concentrations, sachant que la concentration de la solution mére

d’extrait est de 4mg/ml.

EMAA ECAA EMEM ECEM

1/1
1/2
1/4
1/8
1/16 = .. & < n & & A
1/32‘ & & &, & a AT\ A
. 1/e4 € o L (W
contrble négatif |+

PagaR 0L

mTmio 0o )

Figure 29 : Mode d’organisation de la microplaque
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3 Activités biologiques
Les mesures des absorbances des activités biologiques ont été faites a I’aide d’un
lecteur de microplaques a 96 puits de marque PerkinElmer (USA) avec son logiciel EnSpire

au niveau du laboratoire de Contréle de qualité au C.R.Bt de Constantine.

3.1 Activité antioxydante
L’évaluation de I’activité antioxydante des extraits : EMAA, ECAA, EMEM, ECEM a

¢été réalisée par I’utilisation de six méthodes complémentaire.

3.1.1 Estimation du contenu total en polyphénols (TPC)

La teneur en phénols totaux a été estimée par la méthode de (Singleton et al., 1999) en
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Sur une microplaque de 96 puits un volume de 100 pL
du réactif de Folin-Ciocalteu (10%) est ajouté a 25 pL d’extrait, 75 pL de la solution de
carbonate de sodium (Na2CO3) (7,5%) sont ajoutés. Le mélange est incubé 2h a I’obscurité a
température ambiante.

L’absorbance a ét¢ mesurée a 765 nm contre un blanc sans extrait. La concentration
des composés phénoliques dans I’extrait a été exprimée en microgrammes d'équivalents
d'acide gallique par milligramme d'extrait (ug GAE/mg) grace a une courbe d’étalonnage

obtenue avec différentes concentrations d’acide gallique (contrdle positif).

3.1.2 Piégeage du radical DPPH
L'activité antiradicalaire au DPPH est déterminée selon la méthode décrite par (Blois,
1958). Le mélange contient 160 ul d’une solution du DPPH" et 40 ul de différentes
concentrations de 1’extrait sur une microplaque a 96 puits. Le contréle a été préparé de la
méme maniére, sauf que le solvant d'extraction (méthanol) a été utilisé a la place de I'extrait.
Le mélange a été incubé a une température ambiante et a I’obscurité pendant 30 min.
L’absorbance a été mesurée a 517 nm. Le BHA, le BHT et a-Tocopherol ont été utilisés

comme standards. Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon la formule suivante :

controle ~ Aextrait

Inhibition (%) = *100

controle

Equation 1 : Pourcentage d’inhibition du DPPH
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e A controle . absorbance du contrdle

e A exinait : absorbance de 1’extrait

3.1.3 Estimation de I’activité ABTS
L’activit¢ ABTS est déterminée par la méthode de Re et al., (1999), Sur une
microplaque a 96 puits, 160 pl de la solution d’ABTS"" a été mélangé avec 40 pl d’extrait a
différentes concentrations. Les absorbances sont mesurées a 734 nm aprés une incubation
del0 minutes a I’obscurité et a température ambiante. Le contrble est préparé de la méme
maniére sauf que 1’extrait est remplacé par le solvant d’extraction (le méthanol). Le BHA et le
BHT sont utilisés comme standards.

Les résultats exprimés en pourcentage d’inhibition a 1’aide de la formule suivante :

controle ~ Aextrait

Inhibition (%) = *100

contréle

Equation 2 : Pourcentage d’inhibition d’ABTS

3.1.4 Activité de réduction du complexe Cu*?-Neocuproine (CUPRAC)
L’activit¢ CUPRAC a été déterminée selon la méthode décrite par (Apak et al., 2004).
Un mélange réactionnel contenant 60 ul d’acétate d’ammonium, 50 pl de chlorure de cuivre,
50 ul de néocuproine et 40 pl d’extrait en différentes concentrations a été introduit dans une
microplaque a 96 puis. Ensuite le mélange est incubé pendant une heure, 1’absorbance a été
mesurée a 450 nm. Le BHA et le BHT sont utilisés comme standards. Les résultats ont été

calculés a titre de Aogs.

3.1.5 Estimation de I’activité phénanthroline
L’activité phénanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniak et
al., (2008). Un mélange réactionnel contenant 10 pl de I’extrait a différentes concentrations
,50 pl de chlorure de fer (FeClz) (0,2%), 30 pl de phénanthroline (0,5%) et 110 pl de
méthanol a été déposé dans chacun des 96 puits de la microplaque. Les absorbances ont été
mesurées a 734 nm apres une incubation de 20 minutes a 1’étuve a 30°C. Le BHA et le BHT
sont utilisés comme standards. Les résultats ont été donnés comme Ao.so0, qui correspond a la

concentration produisant 0.500 absorbance




Chapitre Il Matériels et méthodes

3.1.6 Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le pouvoir réducteur des extraits a été déterminé selon la méthode d’Oyaizu (1986).
Le mélange réactionnelle contient les solutions suivantes : 10 ul de ’extrait, 40 pl d’une
solution tampon phosphate (pH 6,6) et 50 ul d’une solution de ferrycianide de potassium
(1%). L’ensemble a été incubé a 1’étuve a 50°C pendant 20 min. Ensuite, 50 pl d’acide tri-
chloroacétique (10%), 40 ul H2O, 10 ul ferric chloride FeCls (0.1%) ont été ajoutés.
L’absorbance a été mesurée & 700 nm contre un blanc qui été préparé, en remplacant I’extrait
par le méthanol. L’acide ascorbique et 1’atocophérol ont été utilisés comme standards. Les

résultats ont été calculés a titre de Aoso (ug/ml).

3.1.7 Activité nanoparticule d’argent (SNP)

L’activité nanoparticule d’argent (SNP) est déterminée selon la méthode de (Mustafa
Ozyiirek et al., 2012). Dans une microplaque de 96 puits un volume de 130 pL de (solution
SNP) a été ajouté a 20 pl d’extrait dilué a plusieurs concentrations ; 50 pl d’H20 ont été
additionnée. Le mélange obtenu a été  incubé dans I’étuve a 25°C pendant 30 min et
I’absorbance est mesurée a 423 nm. Le Trolox est utilisés comme standards. Les résultats ont

été donnés comme Aoso, qui correspond a la concentration produisant 0.500 absorbance.

3.2 Bio-autographie sur couche mince
» Principe :
La bio-autographie des extraits est faite sur plaque de couche mince. Les plaques

CCM ont été préparées en premier temps pour avoir un diamétre de (7/5 cm)

La phase stationnaire : la phase stationnaire est constituée du gel de silice

La phase mobile : constituée du systéme de solvant suivant : chloroforme méthanol
(9/1).

Le dépdt : le dépdt a été fait avec une pipette pasteur d’une fagon perpendiculaire et

linéaire. Les échantillons déposée été de 4 mg/ml de concentration. Pour concentrer

I’analyte plusieurs dépots successifs ont eté effectués

Développement de la plaque : chaque plaque est déposée en position verticale dans la
cuve préalablement saturée par les vapeurs du systéme solvant. Le développement des

extraits se fait par ’effet de capillarité.

A la fin de la séparation les plaques ont été sécher et on a procédés a des observations a

principalement par :
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e Révélation aux UV : qui permet de mettre en évidence sous forme des taches des
substances qui absorbent les UV entre 254 nm et 365 nm.
e Révélation par des méthodes chimiques : ces méthodes consistent a pulveériser la
plaque avec les révélateurs suivant :
v Une solution de DPPH
v" Une solution d’ABTS
v/ Un ensemble des solutions de phénanthroline
v

Un ensemble des solutions de FRAP

Dans cette étude le BHA et I’acide ascorbique ont été utilisés comme témoins.

Dépot des extraits et du témoin Migration par capillarite Pulvérisation de la plaque

Figure 30 : La préparation de la plaque pour le test de bioautographie
3.3 Activité inhibitrice des enzymes

3.3.1 Activité anti-Alzheimer via ’inhibition de la butyrylcholinestérase

L'activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase (BChE) a été déterminée selon la d’
Ellman et al., (1961).Un mélange réactionnel contenant 150 pl (pH 8) (100 mM) de tampon
phosphate de sodium a été ajouté & 10 pl d'extrait et 20 pl d'enzyme BChE (6,85 x 107 U) et
incubé & 37 °C pendant 15 minutes. , suivi de l'ajout de 10 ul de DTNB (acide 5,5'-dithiobis
(2nitrobenzoique)) (0,5 mM). Ensuite, la réaction a ét¢ démarrée en ajoutant 10 pl de chlorure
de butyrylthiocholine (0,2 mM). L'absorbance a été mesurée a 412 nm pendant O min, suivie
d'une seconde incubation a 37°C pendant 15 min, suivie d'une seconde lecture a 412 nm. La

galanthamine a été utilisée comme standard.

E
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(%) dinhibition de BChE =

x 100

Equation 3 : Pourcentage d'inhibition de BChE.

e ‘E’ est l'activité de I'enzyme sans extrait.

e 'S’ est l'activité de I'enzyme avec 1’extrait.

3.3.2 Activité antidiabétique via I’inhibition de I’a-amylase
L'activité inhibitrice de I'alpha -amylase a été déterminée selon la méthode décrite par
Zengin et al., (2014). Le mélange réactionnel contient 25 pl d’extrait de différentes
concentrations avec 50 pl d’une solution d’a-amylase (1U), ce mélange est incubé pendant 10
min a 37°C. Ensuite, 50 pl d’amidon (0,1%) ont été additionné. Apres incubation, 25 pl
d’acide hypochlorique (1M) et 100 pl d’iodure de potassium iode ont été ajoutés. La lecture
de I’absorbance a été faite a 630 nm. L’ Acarbose a été utilise comme standard.

Le pourcentage d’inhibition de I’a-amylase a été calculé par la formule suivante :

(Ac - Ae) - (As - Ab)
(Ac - Ae)

% inhibition=1 -

Equation 4 : Pourcentage d’inhibition de I’a-amylase.

Tableau 11 : L’emplacement des solutions dans la microplaque pour le test a-amylase

1|23 4 |5 | 6 | 71 8 |9 |l10|11| 12
A
: = S g
C x = S
EMAA As © ECAA As £ EMEM As £
D 2 % X
()
E g 8 E
© i) ©
F E o o
G
H Ae Ac
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Ac = Absorbance [Amidon+IKI+HCI+Vol de tsolvant d’extrait+vol deTampon enzyme]
Ae = Absorbance [Enzyme+ Amidon+ IKI+ HCL+ vol de solvant d’extrait]

As = Absorbance [Enzyme +Extrait +Amidon +IKI +HCI]

Ab = Absorbance [Extrait +IK1+125 pl de tampon]

3.3.3 Evaluation de I’activité anti-uréase
Cette méthode déterminée par (Muhammad Taha et al., 2018) avec quelques
modifications. Dans des plaques de 96 puits, le mélange réactionnel, comprenant 10 ul extrait
,25 ul d'enzyme Urease, 50 pl Urée, 45 pl du réactif de phénol ont été incubés avec 70 pul du
réactif de basique a 30° C a I’étuve pendant 50 min. La lecture d’absorbance est réalisée a 630

nm. La thiourée a été utilisé comme standard.

Le pourcentage d’inhibition de ['uréase a ét¢ calculé par la formule suivante :

A controle = A extrait *100

A

Inhibition (%) =

controle

Equation 5 : Pourcentage d’inhibition de I'uréase

4 Evaluation de Pactivité Anti-moisissures

4.1 Test sur une sauce tomate

L’évaluation de I’activité Anti-moisissures a été déterminée selon la méthode de
(Akroum & Rouibah, 2020). Une solution de sauce tomate a été préparé a partir de 10 g de
tomate concentrée ajouté¢ a 20 ml d’eau. Dans une microplaque a 96 puis 160 pl de la sauce

tomate a ont été additionnée a 40 ul de différente solution d’extrait.

Chague deux rangées de la microplaque contient une solution différente avec
plusieurs concentrations. Les solutions de cuivre et I'huile végétale sont utilisé comme
standard et la derniére rangée verticalement contient du méthanol au lieu des extraits étudiés

comme I’indique (Tableau 12). Les résultats ont été mesurés en calculant :

_ _ Nombre total de puits pour un extrait
Pourcentage d'infection = * 100
Nombre de puits infectés pour un extrait

Equation 6 : Pourcentage d’infection de la sauce tomate
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Tableau 12 : Mode de remplissage de la plaque pour ’activité Anti-moisissures

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

o

(@

o

m

Sauce tomate + EMAA
Sauce tomate + ECAA
Sauce tomate + EMEM
Sauce tomate + ECEM

n

Sauce tomate + L'huile végétale |
Sauce tomate + solution de cuso, |

()]

H Sauce tomate + méthanol

La plaque ensuite est incubée pendant 10 jours dans un réfrigérateur.
=
Fab e '

— —

————

Figure 31 : Image de la préparation de la plaque pour I’activité Anti-moisissures

5 Evaluation de la cytotoxicité

5.1 Sur les larves de farine

Le test de cytotoxicité a été déterminée selon la méthode développée par (van
der Valk & van der Meijden, 2014). Les vers de farine ont été sélectionnés pour cette
expérience car elles sont facilement disponibles, robustes et relativement petites. Huit lots de
vers ont été préparés, chaque lot contient cing vers de poids proche. Une solution de
concentration de 4mg/ml de volume 3 pl a été injecté aux larves a l'aide d'une seringue
Hamilton de 10 ml (Hamilton, Bonaduz, Suisse) (tableau 13). Les injections ont été faites
caudalement dans la face ventrale des larves, latéralement a la ligne médiane, car cela évite
les systemes d'organes les plus essentiels. Les larves ont ensuite été incubées a température
ambiante pendant 10 jours supplémentaires. La mortalité a été évaluée par la décoloration des
larves.

Les vers ont été injectés par des différentes solutions comme suivant :
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Tableau 13 : Les différentes solutions a injectées

Lot 01 Lot 02 Lot 03 Lot 04 Lot 05 Lot 06 Lot 07 Lot 08

EMAA ECAA EMEM ECEM Acide Aire Témoin | Méthanol
(4 mg/ml) | (4 mg/ml) | (4 mg/ml) | (4 mg/ml) | ascorbique native

On pese les vers Constitution des lots Injection des vers par différentes solutions

Figure 32 : Mode opératoire de test de toxicité

5.2 Sur Artémia salina
Cette méthode déterminée par (Meyer et al., 1982) avec quelques modifications. Des
ceufs / cystes d’Artémia salina ont éclos dans de I'eau de mer stérile aprés incubation durant

24-48 heures sous illumination, a température ambiante.

Les nauplii éclos ont été collectés en utilisant une micro pipette. 20 nauplii ont été mis
dans les puits de microplaque pour chaque extrait (20 ul) a des concentrations de 400 pl/ml.
Le test pour chaque extrait a été effectué en 2 puits. En paralléle, des témoins sont préparés

avec uniquement du methanol.

Le nombre de nauplii morts et vivants a été enregistré apres 24 heures. Ils étaient considérés

comme morts si aucun mouvement interne ou externe n'a été observé dans les 30 secondes.

E
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(Contrble - Survivants) .

% de mortalité = 100

Contréle

Equation 7 : Pourcentage de mortalité d Artémia salina

e Contrdle : nombre des larves dans le contréle (20 larves)

e Survivants : nombre des larves survivants dans chaque dilution.

6 Analyse statistique
Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + SD avec trois répétitions
Pour chaque essai. Les valeurs de Clso (Concentration d’inhibition & 50%) et de Aoso (la
concentration indiquant 0,50 d’absorbance) sont calculées par la méthode de régression

linéaire a partir de deux courbes

¢ [% inhibition = f (concentrations)] pour la Clsg

e [Absorbance= f (concentrations)] pour la Ao.so
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1 Activité antioxydante

L’évaluation de D’activité antioxydante des extraits : EMAA, ECAA de la plante
ambrosia artemisiifolia et des extraits EMEM, ECEM de la plante Erodium montanum, a été

réalisé par 1’utilisation de six méthodes.

1.1 Teneur en polyphénols totaux

Dans le but de déterminer la teneur totale des polyphénols des deux plantes Ambrosia
artemisiifolia et Erodium montanum un dosage a éeté effectué par la méthode colorimétrique
de Folin-Ciocalteu.

Les résultats sont présentés dans le tableau 2 et la figure 5 et sont exprimés en

microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg.extrait.)
(Fig.5).

0,90
0,80 y=0,0034x+0,1044 .
R*=0,9972 -
E 0,70 e
< 0,60 _
g *-
= 0,50
L .,-"
2 0,40 —
= 5130 ,,«'U
& 0,20 e
0,10
0,00
0 50 100 150 200 250
Concentrations de I'acide galique pg/mil

Figure 33 : La courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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Tableau 14 : Le contenu total en polyphénols des extraits d’Ambrosia artemisiifolia et

Erodium montanum

Extraits Contenu total de composés phénoliques (pg
EAG/ mg d’extrait)

EMAA 58,01 £5,19

ECAA 28,01 + 0,67

EMEM 22,43+ 6,19

ECEM ND

H EMAA

M ECAA
M EMEM

M ECEM

Teneur des polyphénols totaux

Figure 34 : Teneur des polyphénols totaux des extraits des especes Ambrosia artemisiifolia et

Erodium montanum

Les résultats du dosage des polyphénols totaux ont été obtenus par extrapolation de
I’absorbance des extraits sur la courbe d’étalonnage de I’acide gallique. Les résultats montrent
que I’extrait méthanolique EMAA est le plus riche en polyphénols avec une teneur de
(58.01£5.19 pg EAG/mg), suivi par D’extrait chloroformique ECAA (28.01+£0.64 pg
EAG/mg), alors que I’extrait EMEM a montré la teneur la plus faible des polyphénols (22.43+
6.19 ng EAG/mg), cependant ECEM posséde une trés faible teneur en polyphénols.

.
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Pour la plante Ambrosia artemisiifolia d’autres expériences ont été effectué par
(Maksimovi¢, 2008) qui a dosé la teneur en polyphénols d’un extrait acétonique aqueux de
cette plante et une teneur de (4,35 = 0,1 %) des polyphénols totaux a été déterminés dans le
matériel vegétal étudié. Ce résultat est proche de celui obtenus dans notre étude et donc
comme (Maksimovié, 2008) a observer cette plante contient des niveaux remarquables de
constituants potentiellement pertinents pour I'activité antioxydante.

Dans les études menées sur les espéces d'Erodium, les quantités de substances
phénoliques rapportées étaient de (25,40 + 2,07 mg GAE/g) dans Erodium bryoniifolium(El-
Hela et al., 2013) qui est plus élevé a celle trouvé dans nos échantillons. (10,8 mg GAE/g) a
été enregistrer dans Erodium bryoniifolium Boiss (Alali et al., 2007) et (124+6mg GAE/m,
180+£4.02mg GAE/mI et 248.08+2mg GAE/ml) pour Erodium guttatum, Erodium hirtum et
Erodium glaucophyllum, respectivement (Hamza et al., 2018) qui contenait des niveaux

élevés de polyphénols plus que notre extrait Eroduim montanum.

D’apres ces résultats on peut dire que le méthanol est le solvant qui a pu extraire le
maximum des polyphénols pour les deux plantes car les extraits méthanoliques on manifester

la plus grande teneur en polyphénols par rapport aux extraits chloroformiques.

Cette différence de teneur en polyphénols des extraits bruts dans I’espece peut étre
expliquer par la différence de polarité des solvants organiques utiliser pour 1’extraction, le
temps et la température d'extraction, le rapport solide-liquide d’extraction ainsi que les

propriétés chimique et physiques des échantillons (Dai & Mumper, 2010).

La différence de teneur en polyphénol des extraits des deux plantes provenaient de la
différence des espéces végétales (facteur génétique) ou la zones de croissance éloignée

(aspect géographique) (Konieczynski et al., 2016).

1.2 Activité antiradicalaire au DPPH

Le test DPPH est largement utilisé pour mesurer la capacité des antioxydants naturels
a transférer les protons de I'hydrogene aux radicaux libres. Dans cette étude, l'activité
antiradicalaire de différents extraits d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum a été
évaluée en déterminant la concentration inhibitrice a 50% (Clso) ; par rapport a trois standards

(BHA, BHT et a-tocophérol), Les résultats sont présentés au-dessous :
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Figure 35 : La plaque de dosage de I’activité anti radicalaire (DPPH) des extraits d’Ambrosia

artemisiifolia et Erodium montanum

Tableau 15 : Inhibition du radicale DPPH par les extrais d’Ambrosia artemisiifolia et

Erodium montanum

50
EMAA 7,34+2,10 19,58+2,54 24,393,355 62 46+2,23 86,24+0,79 86,29+0,63 NA 83.64+1.74
ECAA NA NA 8,400,441  19,52+2,59 30,48+2,33 57,24+2,23 63,04+0,20 346.57+11.62
EMEM 7,2241,07  1595+1,42  31,94+0,37 61,40+2,29 @ 85,88+1,07 87,06:0,10 NA 80.86+250.
ECEM NA NA NA NA NA NA NA >800
BHA® 76,55+0,48 79,89+0,26 81,73¥0,10 ' 8418+0,10 87,13+0,17 89,36+0,19 90,14+0,00  6.14+0.41
BHT® 49,09+0,76 72,63+2,06 88.73+0,89 94.00+0,31 94.97+0,08 95.38+0,41 95.02+0,23  12.99+0.41

a-Tocopherol® ' 37214182 81,53+1,51 89,23+0,12 89,38+0,19 89,45:0,22 89,99+023 89,52+0,33  13.02+5,17

E
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346,57

HEMAA

kM EMEM

IC5, pg/mL

= ECEM

E BHA

12,99 13,02

Figure 36 : Valeurs des Clso du test DPPH pour les extraits d’Ambrosia artemisiifolia et

Erodium montanum

D’aprés les résultats obtenue on peut dire que EMAA et EMEM on manifester la
meilleure activité antiradicalaire par rapport aux autres extraits (Clso= 83.64+1.74 ng/ml),
(Clso= 80.86+250 pg/ml) respectivement. Cette activité est treize fois plus faible que celle du
BHA (Clso= 6.144+0.41 pg/ml), et six fois plus faible que le BHT (Clso= 12.994+0.41 pg/ml) et
celle de a-Tocopherol (Clso= 13.02+5,17 ug/ml).

ECEM avec une valeur égale a (Clso= 346.57+£11.62) a montré une faible activité
incomparable avec celle de BHA (Clso= 6.14+£0.41 pg/ml), et du BHT (Clso= 12.99+0.41
pg/ml) ainsi que celle de 1’a-Tocopherol (Clso= 13.02+5,17 pg/ml). Tandis qu’ECEM a

présente la plus faible activité avec un Clso (>800 pg/ml)

En comparant les résultats obtenus pour la plante Ambrosia artemisiifolia on peut
remarquer que 1’extrait méthanolique de cette plante a manifester une activité antiradicalaire
beaucoup plus meilleure que celle de I’extrait chloroformique de la méme plante. 1’extrait
acétonique-aqueux de la méme plante qui a été tester par (Maksimovi¢, 2008) a manifesté
une valeur de Clso égale a (27.60 pg/ml) meilleure que celle obtenue dans notre étude. Cette
différence des résultats de I’activité antiradicalaire de la méme plante est peut étre due a la

méthode et le type de solvant utilisé dans 1’extraction.

Selon la bibliographique, aucune étude n’a éte effectuée sur cette espéce Erodium

montanum mais dans des études similaires, la valeur de Clso était de (20,29 £ 2,64 pg/mL)
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dans E. glaucophyllum, et de (49,1 + 3,6 pg/mL) dans E. hirtum et de (56,9 + 3,3 pg/mL) pour
E. guttatum. (Hamza et al., 2018). Qui ont des activités antioxydantes de (2,2-diphényl-1-

picrylhydrazyle) élevées et incomparable avec notre extrait.

1.3 Activité du piégeage du cation radical ABTS**

Lors de la mise en ceuvre de ce test, ’ABTS incolore est préalablement oxydé avec du
persulfate de potassium (K2S20s) pour former le radical cationique ABTS™ de coloration
bleu-vert. L’addition d’un composé antioxydant engendre la réduction du radical ABTS™ en
ABTS. L’activité antioxydante est déterminée par la décoloration de la solution et s’exprime
par le pourcentage d’inhibition .I’absorbance a ét¢ mesuré a 734 nm, en comparaison avec les

standards, le Trolox et I’acide ascorbique, Les résultats sont présentés au-dessous :
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Figure 37 : Les plaques de dosage de I’activité du piégeage du cation radical ABTS™ des

extraits d’Ambrosia Artemisiifolia et Erodium montanum

s
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Tableau 16 : Inhibition du cation radical ABTS" par les extraits d’Ambrosia artemisiifolia et

EMAA

ECAA

EMEM

ECEM

BHT

BHA

Erodium montanum

% Inhibition in ABTS assay % Inhibition in ABTS assay

12.5 ug 25 ug 50 ug 100 pug 200 pg 400 pg 800 ug  Clso (Hg/mL)
26,67+2,45 41,38+2,44 @ 64,26+1,35 86,64+1,89 89,73+1,62 SAT SAT 34,03+3,50
16,34+2,00 26,02+2,03 41,54+0,61 59,55+2,44 74,91+0,57 79,88+0,81 SAT 76,07+£3,31
19,91+#1,69 32,68+2,11 @ 52,68+1,69 80,75+0,09 92,05+0,00 SAT SAT 46,56+2,15

NA NA NA NA NA NA 14,02+1,62 >200
69.21+0,40 78.23+1,34 | 88.12+1,28 88,76+3,07 @ 90.85+1,74 = 90.95+0,51 96.68+0.39 1.29+0.30
92.83+£1,42 94.68+0,42 94.95+0,90 95.32+0,25 95.59+0,47 95.83%#0,15 95,86+0,10 1.81+0.10

80 -
60 -
H EMAA
- |
£ H ECAA
T~y
g 40 M EMEM

Q
g & ECEM

 BHT
20 - i BHA
>200 1,29 1,81 |

0

Figure 38 : Valeurs des CI50 du test ABTS pour les extraits d’Ambrosia artemisiifolia et

Erodium montanum

de, sont présentés dans le (Tableau 17).

Les résultats de test d’inhibition de ’absorbance du radical ABTS™, par les Extraits

s
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La capacité de piégeage du radical libre ABTS™" est variable entre les extraits. Les
extraits méthanoliques EMAA, EMEM, présentent une activité faible avec des Clso de I’ordre
de (34,03+3,50 ; 46,56%2,15 respectivement) par apport aux standards BHT et BHA (Clso=
1.29+0.03 pg/ml et 1.81 £0.10 pug/ml). Mais cette activité reste la meilleure par rapport aux
autres extraits chloroformiques. Tandis que ’extrait ECAA possede ’activité la plus faible
avec une Clso = 76,07+3,31pug/ml et I’extrait ECEM était inactif.

Pour la plante Ambrosia artemisiifolia une autre étude effectuer par (Mihajlovic et al.,
2015) sur un extrait de pollen d'ambroisie a montré une activité équivalente a ( 5,9 0,2 IM)
de quercétine. Ces resultats sont inférieurs a celle obtenue dans notre étude.

En comparaison aux travaux realisés par (Alali et al., 2007), I’extrait méthanolique de
I’espece E.bryoniifolium boiss a présenté une activité supérieure (25.4 umol TE/g) a celle
trouvé dans nos échantillons.

On peut expliquer les résultats obtenue dans les deux tests précédant par le fait qu’il
y’a une corrélation significative entre les dosages DPPH, ABTS et le contenu phénolique total
déterminé par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’extrait EMAA riches en polyphénols a
manifester la meilleure activité antiradicalaire suivi par ’ECAA, L’EMEM et ’ECEM. Ces
résultats indiquent que la présence de composeés phénoliques dans les extraits de plantes

contribue de maniére significative a leur potentiel antioxydant.(Dudonné et al., 2009).

1.4 Activité de réduction du complexe cuivre-néocuproine (CUPRAC) :

La méthode (CUPRAC) est basée sur la mesure de 1’absorbance a 450 nm de la
réduction en présence d’un antioxydant du complexe stable Neocuproinecuivre (I1) de couleur
bleu en complexe stable Neocuproine-cuivre (I) de couleur orange. le dosage de cette réaction
est mesuré a titre de valeurs Ao so des extraits d ‘ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

et des standards BHA et BHT mentionnées ci-dessous:
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Figure 39 : La plaque de dosage de I’activité de réduction du complexe cuivre-néocuproine
des extraits d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

Tableau 17 : La capacité antioxydante de réduction du complexe cuivre-néocuproine

d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

12.5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 pg 400 g 800 ug

EMAA 0,24+0,01 0,33x0,08 0.39£0,02 061+0,05 0,63+0,06 0,97+0,05 2,90+0,19 71,24+2,14

ECAA 0,17+0,04 0,22+0,04 0,24+0,01 0,32+0.01 0,47+0,02 0,61+0,02 1,17+0,03 268,00+2,60

EMEM 0,17£0,00 0,21+0,00 0,32+0,00 0,49+0,01 0,88+0,03 1,53+0,04 2,25+0,05 101,54+1,79

ECEM 0,14+0,00 0,15+0,01 0.18+0,01 (244002 0,34+0,01 0,55+0,02 0,91+0,02 365,67+1,15

BHA® 1,1240,05 1,95+0,31 3.14+¥046 3581042 3,35+0,20 3,77+0,19 3,92+0,13  5,35+0,71

BHT® 1.41+0.03 2.22+0.05 2.42+0.02 2.50+0.01 2.56+0.05 2.86+0.07 3.38+0.13  8.97+3.94

E
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Figure 40 : Valeurs des Ao du test CUPRAC pour les extraits d’Ambrosia artemisiifolia et

Erodium montanum

D’apres les résultats, ’EMAA exerce la meilleure activité de réduction du complexe
cuivre-néocuproine par rapport aux autre extraits avec une valeur de (Aos= 71,24+2,14
pa/ml), suivis par les extraits ECAA et EMEM avec les valeurs (Aos= 101,54+1,79ug/ml),
(Aos= 268,00+2,60pug/ml) respectivement. L’activité de ’EMAA est quatorze fois plus faible
que celle du BHA (Aos= 5,35+0,71pg/ml) et huit fois plus faible que celle du BHT (Aos=
8.97+3.94ug/ml). Cependant I’ECEM a montré la plus faible activité avec une valeur d’Aoso
égale a (365,67+1,15 pg/ml).

Cette étude nous a permet de confirmer que '’EMAA de la plante Ambrosia
artemisiifolia est D’extrait qui posséde la meilleure réduction du complexe cuivre-
néocuproine. (Tableau figure)

Comparativement avec le travail de (Cengiz Sarikurkcu et al., 2017) sur I’espéce
E. cicutarium, le résultat du pouvoir réducteur avec la valeur de (130,44 + 4,26 mg ETs/g) est

similaire aux résultats obtenus dans cette étude pour I’extrait méthanolique.

Les capacités antioxydantes les plus élevées dans la méthode CUPRAC ont été

observées pour les extraits methanoliques de Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum.
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1.5 Evaluation de I’activité phénanthroline
La phénanthroline réagit avec le fer (Fe*2) en donnant un complexe de couleur rouge
absorbant a la longueur d’onde 510 nm. le dosage de cette réaction est mesuré a titre de

valeurs Ao so

4

Figure 41 : La plaque de dosage de I’activité phenanthroline des extraits d’Ambrosia
artemisiifolia et Erodium montanum

s
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Tableau 18 : Absorbance du pouvoir réducteur par la formation du complexe Fe+2-

phénantroline d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

Concentration

Absorbances in phenanthroline assay

(Hg/ml)

Extraits 3.125 g Aos (Hg/mL)

6.25 g 12.5ug 25ug 50ug 100pug 200ug

et standards

EMAA 0,27+0,01 0,30+0,02 0,33+0,01 0,41+0,02 0,82+0,06 0,83+0,03 1,40+0,16 30.54+0.17
ECAA 0,25+0,01 0,26+0,00 0,28+0,01 0,32+0,02 0,40+0,01 0,49+0,01 0,72+0,08 100.67+0.58
EMEM 0,27£0,01  0,29+0,02 0,33+0,01 0,40£0,03 0,53+0,04 0,80+0,01 1,18+0,06 49.18+0.38
ECEM 0,29+0,02 0,26£0,00 0,28+0,01 0,29+0,02 0,30£0,01 0,32+0,02 0,4620,02 NA

078125 15625  3.125ug 6.25pg  125pg | 25 g 50ug  Aos (ug/mL)

BHA 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 0,47£0,01 0,47£0,01 053+0,03 1,23+0,02 1,84+0,01 3,48+0,03 4,84+0,01  2,24+0,17
120 -
100,67
100 -
-
E 80 - HEMAA
3 B ECAA
260 - u EMEM
0 = ECEM
£ 20 m BHA
B BHT

2200 093 2,24

Figure 42 : Valeurs des Ao dans le test phénanthroline

57
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D’aprés les résultats, ’EMAA exerce la meilleure activité de réduction du fer par
rapport aux autre extraits avec une valeur de (Aos= 30.54 £0.17pg/ml). Suivis de extraits
EMEM avec des valeurs (Aos= 49.18 +0.38 pg/ml). L’activité de ’EMAA est trente fois plus
faible que celle de BHA (Aos= 0.93+0,07ug/ml) et treize fois plus faible que celle de BHT
(Aos= 2.24x0,17pug/ml). Cependant ’ECAA a montré la plus faible activité avec une valeur
de Aoso égale a (100,67+0 ,58ug/ml) qui est incomparable aux résultats des standards BHA et
BHT. Tendez que I’extrait ECEM inactif.

1.6 Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

Le test FRAP mesure la capacité de réduction du fer dans le complexe en présence
d’un agent antioxydant. le dosage de cette réaction est mesuré a titre de valeurs d’Aoso des
extraits d’ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum et des standards, 1’acide ascorbique

et ’a-Tocopherol mentionnées ci-dessous:
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Figure 43 : La plaque de dosage de I’activité du pouvoir réducteur (FRAP) des extraits

d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

s
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Tableau 19 : Absorbance du pouvoir réducteur par les extraits d’Ambrosia artemisiifolia et

Erodium montanum

Concentration

(kg/ml)

Absorbance

SUEIS | Aos (ug/ml)

3.125 pg 6.25 ug 12.5 ug 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg
et standards

EMAA 0,07+0,00 = 0,09+0,01 = 0,12+0,01 = 0,18+0,02 0,26+0,26  0,45+0,01 0,81+0,05 114,06+1,87

ECAA NA NA NA NA NA NA NA >200

EMEM 0,06+0,00 0,07#0,00 = 0,09+0,00 = 0,15+0,01 = 0,27+0,01 0,51+0,01 = 0,64+0,05  98,52+2,18
ECEM NA NA NA NA NA NA NA >200
Acide

. 0,35+0,05 | 0,46+0,03 @ 0,84+0,12 0,93+0,30 1,18+0,34  1,37+0,20 1,44+0,21 6.77+1.15
ascorbique

a-Tocopherol | 0.11+0,00  0.16+0.00 0,21+0,03 0,35+0,03 0,730,038 1,37+0,08 1,81+0,09  34.93+2.38

120

100 A

H EMAA
80

M ECAA

E EMEA
H ECEA

M Ascorbic acid

M o-Tocopherol

Figure 44 : Valeurs des Ao du test pouvoir réducteur pour les extraits d’Ambrosia

artemisiifolia et Erodium montanum

Les résultats obtenus montrent que la plupart des extraits ont une faible capacité de
réduire le fer en complexe. Le meilleur pouvoir réducteur a été obtenu par ’EMEM avec une
valeur de (Aoso= 98,52+2,18 ug/ml), cette valeur est seize fois plus faible que celle de 1’acide
ascorbique (Aoso= 6.77+1.15ug/ml) et deux fois plus faible que celle de 1’a-Tocopherol

s
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(Aoso= 34.93+2.38ug/ml). Ensuite, cette activité est suivie par 1’extrait EMAA avec une
valeur de Aoso égale a (114,06+1,87ug/ml) qui est dix-neuf fois plus faible que celle de
I’acide ascorbique (Aoso= 6.77+1.15ug/ml) et trois fois plus faible que celle de I'a-
Tocopherol (Ao.s0= 34.93+£2.38ug/ml). Tandis que les extraits ECAA et ECEM ont montré le
pouvoir réducteur le plus faible (Ao, 50 >200 pg/ml).

Une étude faite par (Maksimovi¢, 2008) sur I’extrait acétonique aqueux de la plante
Ambrosia artemisiifolia a présenté une activité chélatrice du fer égale a (2.37 mmol Fe?*/g),
qui est plus élevé que le résultats obtenue dans notre étude et qui montre que 1’extraits
acétonique aqueux de cette plante a une capacité significative a réduire le Fe3+, et donc la
capacité a donner des électrons.

Dans I'étude menée par (Hamza et al., 2018) sur I’espéce du méme genre Erodium
glaucophyllum , le meilleure pouvoir réducteur a été de valeur égale a (14.98+1.26 ug/mL)

meilleur que celle enregistré dans notre étude.

Le test du pouvoir réducteur de frappe sur les extraits méthanoliques de Ambrosia
artemisiifolia et Erodium montanum a permet de montrer que ces derniers possedent une
activité de réduction moyennement faible en comparaison avec celui de I’acide ascorbique par

contre les deux extraits chloroformique sont inactives.

1.7 Activité nanoparticule d’argent SNP
C’est une méthode colorimétrique sensible basé sur le mécanisme de transfert des
¢électrons entre les ions d’argent et les molécules antioxydant, en présence des grains d’argent

stabiliser au citrate (Ozyiirek et al., 2011)
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Figure 45 : La plaque de dosage de ’activité de pouvoir réducteur nanoparticule d’argent

pour les extraits d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

Tableau 20 : Absorbance du pouvoir réducteur de nanoparticule d’argent pour les extraits

d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

Concentration

Absorbance

(Lg/ml)

ISUENS 6.25ug 12.5ug 25ug 50ug 100ug 200ug 400pg  Aos(pg/ml)

Et stabdards

EMAA 0.10+0.00 0.11+0.00 H 0.13+0.00 0.17+0.01 0.22+0.01 0.32+0.02 0.54+0.01 357.38+1.07

ECAA 0.10+0.01 0.11+0.01 0.13+0.01 0.17+0.01 0.23+0.01 0.39+0.01 0.66+0.02 277.33+2.31

EMEM 0.11+0.00 0.11+0.00 ' 0.12+0.01 0.13+0.01 0.18+0.02 0.26+0.01 0.35+0.08 NA
ECEM 0.09+0.01 0.09+0.00 0.11+0.00 0.15+0.01 0.18+0.03 0.28+0.01 0.30+0.06 NA
1562509 3.1254g  6.25ug 12.5ug 2509 50ug 100pg  Aos (ng/ml)
Acide

. 0.24+0.00 0.32+0.01 0.45+0.01 0.75+0.01 1.22+0.02 1.90+0.03 2.35+0.01  7.14+0.05
ascorbique

Trolox 0.17+0.00 0.20+0.01 0.23+0.00 A 0.30+0.01 0.43+0.01 0.64+0.03  1.04+0.01 34.17+1.23

oL
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300 H EMAA
é 250 W ECAA
? 200 M EMEM
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100 M acide ascorbique

50 i trolox

Figure 46 : Valeurs des Valeurs des Aos du test SNP des extraits d’Ambrosia artemisiifolia et

Erodium montanum

Les résultats obtenus par cette activité montrent que I’extrait ECAA a présenté la
meilleure activité par rapport aux autres extraits avec une valeur de (Aos=
277.33+£2.31ug/ml). Ce dernier est huit fois plus faible que le Trolox (Aos0=34.17+1.23ug/ml)
et quarante fois plus faible que 1’acide ascorbique (Aos=7.14+0.05ug/ml). Cette activité est
suivie par I’extrait EMAA (Ao5=357.38+£1.07). Par contre les extraits EMEM, ECEM était

inactif.

» Conclusion

Dans notre étude on a utilisé plusieurs types de mesure de la capacité antioxydante
pour prendre en compte les différents modes d'action des antioxydants car aucune méthode
unique n'est suffisante.

En conclusion et d’apres les résultats obtenue, il apparait que 1’extrait méthanolique
de la plante Ambrosia artemisiifolia a montré la meilleure activité antioxydante pour les six
méthodes utilisées : ’activité antiradicalaire au DPPH, I’activité de réduction du complexe
cuivre-neocuproéne (CUPRAC), I’activité du piégeage du cation radical ABTS™, ’activité
du pouvoir réducteur (FRAP), I’activité de réduction par la formation du complexe Fe*?-
phenanthroline, et I’activité nanoparticule d’argent SNP. D’aprés les résultats on remarque
que la plante Ambrosia artemisiifolia qui est considérer comme une mauvaise herbe a
manifester une activité antiradicalaire meilleure que les extraits de la plante Erodium

montanum et selon (Maksimovi¢, 2008) cette mauvaise herbe pourrait devenir

&
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potentiellement intéressante comme matiére premiére pour l'industrie pharmaceutique et

chimique.

Il est a noter que 1’ordre d’efficacité des extraits étudiés était presque le méme dans les
six méthodes, ce qui confirme la corrélation entre les méthodes étudiees et la bonne pratique

expéerimentale.

2 La bio-autographie
Pour déterminer I’activité antioxydante par bio-autographie des extraits d’ambrosia
artemisiifolia et Erodium montanum, une chromatographie sur couche mince a été effectué
dont ed la phase stationnaire est le gel de silice et la phase mobile est un mélange de

chloroforme et de méthanol (9/1) (v/v).

Pour la révélation des plaques les spots ont été visualisés sous la lampe UV a deux
longueurs d'ondes 254 nm (révéle les taches non fluorescentes et visible) et 365 nm (révéle les

taches fluorescentes).

Aprés le développement par le systeme et la révélation des plaques par différentes

solutions, on a obtenus les chromatogrammes suivant.
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Plantes

Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

Les extraits

Al (EMAA) ; A2 (ECAA) ; E1 (EMEM) ; E2 (ECEM)

Révélateurs

Systeme
chloroforme
et méthanol

(9/1)

Visible

UV a 254 nm

UV a 365nm

Les résultats de cette chromatographie sont représentés dans le tableau. Pour les deux

extraits de la plante ambrosia artemisiifolia (EMAA, ECAA), les deux extraits ont manifesté

les mémes taches. On peut remarquer a 1’ ceil nu deux taches de couleur vert claire et marron

au milieu de la plaque tandis que la plaque sous UV a 365 nm d’autre tache trés claire ont été

identifié.

Cette migration indigue que ces taches contiennent des molécules de polarité proche a

celle de la phase stationnaire, c’est pourquoi ces derniers ont bien diffusé le long de cette

phase.

e
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Figure 47 : plaque CCM pulvériser par une Figure 48 : plague CCM pulvériser par une
solution ABTS solution DPPH

Figure 49 : Plaque CCM pulvériser par une  Figure 50 : plaque CCM pulvériser par une

solution de phénanthroline solution de FRAP
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Les deux extraits de I’espéce Erodium montanum ont présenté des taches qui ne sont
pas visible a I’ceil nu mais a 245 nm deux tache claire et proche du dépot ont été observés et le

reste de la phase mobile a migrer jusqu’au fond de la plaque.

On peut expliquer cette diffusion des extraits par le fait que le systeme de solvant
utilisé possede une grande polarité tandis que les constituants des extraits étudié sont des
substances moins polaires donc il n’ont pas d’affinit¢é pour la phase stationnaire et par

conséquent 1’¢luant va entrainer les composés avec lui.

Apres le développement par le systéme et la révélation des plaques par différentes solutions,
les chromatogrammes qu’on a obtenus font apparaitre de trés nombreuses taches, diversement

colorées, voire figure

» Estimation de I’activité ABTS sur plaque CCM

Apres pulvérisation de la plaque par la solution d‘ABTS de coloration bleu toute la
plaque a été coloré par cette couleur. Aprés un moment on a remarqué une décoloration au
niveau des deux spots de I’extrait EMAA et ECAA de la plante Ambrosia artemisiifolia se qui

indigque leur capacité de réduire le radicale ABTS.

Par contre les extraits de la plante Erodium montanum la décoloration été tres faible.

Cela peut étre expliqué par la faible teneur de composés antioxydant de cette plante.

» Activité antiradicalaire au DPPH sur plague CCM

La bio-autographie par chromatographiques sur couche mince a permet de montrer
que, les extraits d’Ambrosia artemisiifolia possedent une activité antioxydante par le test au
DPPH, I’intensité de cette activité varie d’un extrait a un autre. La pulvérisation des spots de
ces extraits par la solution DPPH a permet d’observé des taches positives qui apparaissent a
I’ceil nu sous forme de bandes jaunes- claire, ce qui indique la présence de substances actives

capables de réduire le radical DPPH.

Plus la coloration violette initiale du DPPH va disparaitre, plus la substance est
antioxydante, donc on peut dire que les deux extraits de cette plante ont une activité

antioxydante moyennement faible.
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Cependant les extraits d’Erodium montanum non manifesté aucune décoloration

envers le test DPPH se qui confirme sa faible activité.

» Activité du pouvoir réducteur (FRAP) sur plaque CCM

Dans ce test le BHA qui est utilisé comme standard a manifester une grande tache de

couleur bleu qui indique sa forte activité réductrice du fer.

Les deux spots de I’extrait EMAA apreés leur migration par le systéme de solvant ont
pris une coloration sombre sur un fond vert dés leur contact avec la solution de FRAP, cette
couleur est proche a celle du BHA. Pour I’extrait ECAA de la plante Ambrosia artemisiifolia
on remarque que sa coloration a changée mais d’une intensité moins que celle de I’extrait
méthanoliqgue de la méme plante. Cependant, la pulvérisation des extraits d’Erodium
montanum par la solution FRAP n’a pas permet d’observé des taches colorés, ce qui refléte

leur faible activité réductrice.

Ces résultats confirment la faible activité antioxydante des deux plantes réalisés sur

microplaque de 96 puits.

Il est & noter que la valeur du pouvoir antioxydant (FRAP) peut varier
considérablement en fonction de la variabilité chimique et la concentration de ces molécules

antioxydant contenue dans 1’échantillon.

» Estimation de P’activité phénanthroline sur plaque CCM

Pour I’activité phénanthroline, I’acide ascorbique et le BHA qui ont été utilis€és comme
témoin ont manifesté une excellente capacité antioxydante et cela est confirmé par la forte
coloration orange observé, 1’intensité de cette coloration varie d’un extrait a un autre selon

son activité.

Les deux extraits de la plante Ambrosia artemisiifolia ont montré deux spots, le
premier est de couleur verte et le deuxiéme est de couleur orange claire proche a celle du
BHA

L’extrait EMEM, a présenté une tache de couleur marron claire un peu proche a celle
du BHA, cependant aucun changement de couleur n’a été observé pour I’extrait ECEM. Ces
résultats confirment la faible activité phénanthroline des deux plantes réalisés sur microplaque
de 96 puits.
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> Conclusion

La variété de I’activité antioxydante d’un extrait a un autre au sein de la méme espece
peut étre due a plusieurs facteurs dont principalement le solvant d’extraction utilisé car la
différence de polarité des solvants utilisés permet 1’extraction d’une large gamme de
métabolites secondaires (GREEN, 2004). Dans la présente étude 1’extrait méthanolique de la
plante Ambrosia artemisiifolia (EMAA) a manifester la meilleure activité antioxydante par

rapport aux autres extraits étudiés.

3 Activité enzymatique
L’évaluation de I’activité enzymatique des extraits : EMAA, ECAA, EMEM, ECEM a

été réalisée par I’inhibition de trois enzymes.
3.1 Activité anti Alzheimer via I’inhibition de la butyrylcholinestérase

L’activité inhibitrice de cette enzyme par les extraits des deux plantes Ambrosia
artemisiifolia et Erodium montanum a été évaluer en déterminant les concentrations
inhibitrice Clso par rapport au standard la galantamine. Les résultats sont présentés au-

dessous

.-.’;--. sk ,\‘« )Qc
e
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Figure 51 : Les plaques de dosage de I’activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase par les

extraits d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

e
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Tableau 21 : Inhibition de la butyrylcholinestérase par les extraits d’Ambrosia artemisiifolia

Concentration

et Erodium montanum.

% d’inhibition

(Mg/m) L e
Extraits Clso (ng/mL)
Et standard
EMAA NA NA NA NA NA NA 13,63+ 4,66 >200
ECAA NA NA NA NA NA 22,12+ 0,85 39,92+ 231 >200
EMEM NA NA NA NA NA NA NA NA
ECEM NA NA NA NA NA NA NA NA
Galantamine® 3,26+0,62 | 6,93+0,62 | 24,03+2,94 | 45,13+ 2,60 | 63,87+ 2,85 | 73,57+ 0,77 | 78,95+ 0,58 34.75+1.99
40 A
34,75
5‘ HEMAA
% H ECAA
=20
= il EMEM
w
2 HECEM
M Glantamine
2200 >200 NA NA

Figure 52 : Valeurs des pourcentages d’inhibition du test d’inhibition de la

butyrylcholinestérase pour les extraits d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

e
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D’aprés les résultats de la Figure , qui présente le pourcentage d’inhibition de la
butyrylcholinestérase par les extraits d’Erodium montanum et Ambrosia artemisiifolia, a la
concentration 200 ug/ml, on remarque que I’extrait ECAA a faiblement inhibé ’activité de
I’BChE, avec un pourcentage d’inhibition de (39,92+2,31) qui est deux fois plus faible que
celui de la galantamine (78,95+ 0,58).

Cependant I’extrait EMAA avec un pourcentage d’inhibition (13,63+ 4,66) est dix fois
plus faible que la galantamine (78,95+ 0,58), donc il est loin d’étre comparé a cette dernicre.

Par contre les extraits EMEM et ECEM étaient inactif pour les différentes concentrations.

Des travaux sur l'espéce E. cicutarium (Cengiz Sarikurkcu et al., 2017) du méme
genre, montrent que le dosage inhibiteur de la BChE est de (20,08 + 1,84 mg GALAEs/g

extract) qui est plus loin de le comparer au résultat obtenus dans notre mémoire.

3.2 Evaluation de ’activité antidiabétique
L’activité enzymatique des différents extraits des deux plantes Ambrosia artemisiifolia et
Erodium montanum a été evaluée en mesurant leurs capacités a inhiber 1’enzyme alpha-

amylase.

»  Inhibition de ’alpha amylase :
Dans cette étude, 1’activité inhibitrice de 1’enzyme alpha-amylase des différents extraits
d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum a été évaluée par la détermination de la

capacité d’une substance a inhiber cette enzyme et en la comparant au standard 1’ Acarbose.
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Figure 53 : Valeurs des pourcentages d’inhibition du test d’inhibition de la

butyrylcholinestérase pour les extraits d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

Tableau 22 : Inhibition de I’a-amylase par les extraits d’Ambrosia artemisiifolia et Eroduim
montanum

Concentration

(ng/ml) % d’inhibition

SUENS N Clsp (pg/mi
et standards 6.25 pg 12.5 pg 25 ug 50 pg 100 pg 200 pg 400 pg

EMAA 32,19+1,81 37,42+42,81  4517+3,44 4514+0,11 53,39+0,92  60,59+3,57 75,00+3,72  79,66+3,23

ECAA 34,22+1,14 | 38,51+0,53  44,74+4,02 | 47,26+2,07 56,72+2,00 60,40+3,40 70,55+3,45 69,22+4,58

EMEA NA NA NA NA NA 40,75+1,83 | 41,69+1,08 >400
ECEA NA NA NA NA NA NA NA >400
62,5 Lg 125 pg 250 ug 500 g 1000 g 2000 g 4000 ug | Clso (pg/ml)

Acarbose 7,76+0,17 @ 8,08£0,30 @ 9,46+0,11 | 10,70+0,96 31,81+2,89 37,21+3,54 53,05+1,59 @ 3650,93+10,70

7
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2000 4 3650,93

3500 A

3000 -

HEMAA

2500 - H ECAA

2000 - M EMEM

M ECEM
1500 -+

i Acarbose
1000 -~

500 - 79,66 69,22 >400  >400

Figure 54 : Valeurs des pourcentages d’inhibition du test d’inhibition de 1’a-amylase pour les

extraits d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum.

D’apres les résultats obtenus (Tableau 22), on remarque que les extraits ont montré
une faible activité de I’alpha-amylase.

Les extraits EMAA et ECAA ont exhibé une faible activité (Clso = 79,66+3,23 pg/ml)
et (Clso = 69,22+4,58 pg/ml) respectivement loin d’étre comparé avec 1’ Acarbose. Tandis que
les extraits EMEM et ECEM ont montreé la plus faible activité par rapport aux autres extraits
(Cls0>400).

Bien que les extrais d’Ambrosia artemisiifolia possédant une faible activité
d’inhibition de I’a-amylase mais elle reste quand méme plus forte que celle des extraits de la
plante Erodium montanum.

Dans I'étude menée par (Cengiz Sarikurkcu et al., 2017) sur I’espéce du méme genre
E. cicutarium a montré une de I' a-amylase égale a (0,58 + 0,01 mmol ACEs/g extract), qui

est plus forte que nos extraits.

On peut expliquer cette faible activité inhibitrice de 1’alpha-amylase malgré la
présence des polyphénols dans les extraits EMAA et ECAA de la plante Ambrosia
artemisiifolia et I’extrait EMEM de la plante Erodium montanum par la carence d’une classe
spécifiqgue de composés phénoliques qui et la classe des tanins. Les tannins sont des

inhibiteurs non specifiques de plusieurs enzymes hydrolytiques comme les a-amylases.
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3.3 Activité anti-uréase :
Dans cette étude 1’activité inhibitrice 1’'uréase a été évalué en se basant sur la capacité
des extraits des deux plantes Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum a inhiber cette

enzyme. Le Thiourée est utilisé comme standard. Les résultats sont présentés au-dessous :

\’ \\ ( \( ) - o
"‘( -‘(‘\r-\r—\ -\’ \'-
‘/\/\ r‘\ o

Figure 55 : Les plaques de dosage de I’activité inhibitrice de 1’uréase pour les extraits

d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

7
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Tableau 23 : Inhibition de 1’uréase par les extraits d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium

montanum

EMAA NA NA NA NA NA NA 12,61+£2,75 >200
ECAA NA NA NA NA NA NA 22,96+1,58 >200
EMEMC NA NA NA NA NA NA NA NA
ECEMC NA NA NA NA NA NA NA NA
Thiourea 4,49+0,78 | 19,85+2,74 | 55,64+4,24 # 94,17+0,15 | 98,42+0,19 | 98,49+0.41 | 98,90+0.05 | 11.57+0.68
20 A
= 11,57 HEMAA
'-E-.. H ECAA
10 -
9! M EMEM
<° M ECEM
M Thiourea
2200 2200 NA NA

Figure 56 : Valeurs des pourcentages d’inhibition du test d’inhibition de I’uréase pour les

extraits d’Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

e
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D’apres les résultats, les extraits EMAA et ECAA a la concentration de 200 pg/ml ont
inhibé I'uréase avec un pourcentage d’inhibition de (12,61+2,75 %) et (22,96+1,58 %)
respectivement qui est un pourcentage faible par rapport au standard le Thiourea (Clso =
11.57+0.68 pg/ml). tandis que les extraits EMEM et ECEM de la plante Erodium montanum

étaient inactif pour les différentes concentrations.

4 Evaluation de ’activité Anti-moisissures
Ce test a été effectué dans le but d’évaluer I’activité antifongique des extraits étudié.
Apres I’application des extraits étudiés (EMAA, ECAA, EMEM, ECEM) sur le concentré de
tomate et 1’observation visuelle pendant une période de un mois, les résultats sont présentés

au-dessous :

Figure 57 : Image de la plaque de I’activité anti-moisissures

Tableau 24 : le taux d’infection des échantillons de la tomate traité par les extraits des deux

plantes Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum

L’huile Solution

végétale CuSo4

7.14% 7.14% 14.28% 14.28 % 100 % 0%

75
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Les résultats montrent qu’il n’y a aucun changement au niveau des échantillons sur
lesquels les extraits EMAA, ECAA sont appliqués, et donc tous les extraits de la plante
Ambrosia artemisiifolia et le témoin positif (la solution de cuivre) ont manifesté une
excellente activité anti-moisissures avec un pourcentage de contamination égale a (7.14%).
Alors que les extraits EMEM et ECEM de la plante Erodium montanum ont présenté un
pourcentage de contamination égale a (14.28 %) qui est aussi un résultat trés intéressant. Pour

le témoin négatif (1I’huile végétale) il a présenté un pourcentage de contamination de 100 %.

On peut conclure que les extraits qu’on a appliqués ont lutté contre toute
contamination de moisissures donc probablement ses extraits contient des composants ayant
une activité anti-moisissures. Cette excellente activité anti-moisissures avec le faible
pourcentage de toxicité des extraits étudié peut étre trés utile dans I’industrie de la

conservation alimentaire pour la fabrication des produire bio-conservateurs.

5 Evaluation de la cytotoxicité

5.1 Sur les larves de farine
La toxicité a été réalisée sur le modele de vers de farine connu scientifiguement par le

nom de tenebrio molitor. Les résultats sont présentés au-dessous :

Figure 58 : Les vers de farine morte

3
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Tableau 25 : Nombre de mortalité de ténébrion Molitor pendant 10 jours

jours

Solutions Jourl Jour2 Jour3 Jour 4 Jour 5 Jour 6 Jour 7 Jour 8 Jour 9 Jour 10
0 0 0 0 0 0 0
EMAA 0 0 0 lpulpe 1pulpe 2pulpes 2pulpes 2pulpes 2pulpes 2 pulpes
ECAA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EMEM 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ECEM 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
Aire 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Témoin
native 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
, 0 1 1 1 1 1
Méthanol ’ Y g 4 lpulpe 1pulpe 1pulpe 1pulpe 1pulpe 1pulpe
Acide 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ascorbique
2
E —— EMAA
g —u—ECAA
E —t— EMEM
- 1 S
2 ——ECEM
£
E —— Aire
—e&—Témoin native
Méthanol
0 — & —E—EEE = E ——Acdde ascorpique
0 2 4 6 8 10
joures

Figure 59 : Nombre de mortalité de ténébrion Molitor pendant 10 jours

.



Chapitre 111 Résultats et discussion

D’apres les résultats, aucune mortalité n’a été enregistrée chez les larves de farine
injectée par les deux extraits de la plante Ambrosia artemisiifolia (EMAA et ECAA). On
remarque aussi la transformation en pulpe chez les larves injecte par 1’extrait méthanolique de
cette plante dans le quatriéme jour. Dans le 6™ jours une deuxiéme larve a été transformée en
pulpe. Et donc dans le dernier jour on a enregistré deux pulpes et zéro moralité chez les
larves. Cette transformation peut étre du a des €léments nutritif dans I’extrait EMAA qui ont

aidé les larves pour se transformé plus rapidement.

Les deux extraits de la plante Erodium montanum ont manifesté une faible toxicite.
Pour L’extrait méthanolique de cette plante EMEM aucune mortalité n’a été enregistrée, par
contre pour I’extrait chloroformique ECEM une seule mortalité a été enregistrée dans la
quatrieme journée et aucune transformation n’a été enregistrée au niveau de ces larves. Ce
résultat reflete un taux faible de toxicité pour cet extrait, comme sa peut étre justifié par une

faute de manipulation (lors de I’injection) qui a causé cette mortalité.

En se basant sur les résultats obtenue on remarque que les extraits EMAA, ECAA,
EMEM a la concentration de 4 mg/ml n'ont causé ni les signes évidents de la toxicité ni la
mortalité. Par contre seulement 1’extrait ECEM a présenté une seule mortalité des vers de

farine dans le quatrieme jour.

L’aire de la seringue et 1’acide ascorbique utilis€s comme contrdle n’ont pas présentés
une mortalité au vers de farine, par contre le méthanol injecté a provoqué une seul mortalité

au vers de farine dans le cinquieme jour.

5.3 Sur les larves Artémia salina
On a testé la toxicité des extraits étudié sur les larves d’Artémia salina, les résultats sont

présentés au-dessous :
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Tableau 26 : Pourcentage de mortalité d’Artémia salina

Concentration 80 pg/ml
ug/ml 400 g /ml (20 larves) (10 larves)
Extraits et Témoin BIENOMmate
EMAA ECAA EMEM ECEM  Meéthanol . de
standard Native .
potassium

Pourcentage de
mortalité % 0 3 50 75 25 40 25 40 20 40 5 10 100 100

Moyenne de
% de mortalité 30 62.5 32.5 32.5 30 7.5 100
100
&0
‘w
2 60
S
E 40
o 20
©
33 0
mEMAA mECAA
B EMEM W ECEM
B métanol W témoin native

" bichromate de potassuim

Figure 60 : Pourcentage de mortalité d’Artémia salina

Ce test est considéré comme un outil utile pour I'évaluation préliminaire de la toxicité

des extraits des plantes.

Dans cette expérimentation, les larves ont été exposées a quatre extraits a une seule
concentration (400 pg/ml). Les taux de mortalité des larves ont été déterminés et enregistrés
dans les 24 heures suivant I'exposition aux extraits. Le méthanol a été utilisé comme témoin

négatif dans cette expérimentation.et le bichromate de potassium comme standard positif.

7
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Pour la plante Ambrosia artemisiifolia, 1’extrait méthanolique EMAA a enregistré
30% de mortalité qui est le pourcentage le plus faible par rapport aux autres extraits et au
bichromate de potassium, suivis directement par les extraits méthanolique et chloroformique
de la plante Erodium montanum EMEM et ECEM qui ont enregistré le méme résultat (32.5%)
de mortalité. Le pourcentage de mortalite le plus élevé pour les extraits étudié a été enregistré
pour I’extrait ECAA de la plante Ambrosia artemisiifolia (62.5%) mais ce résultat reste quand
méme meilleur que celui obtenus par le bichromate de potassium qui est (100%) de mortalité.

Le pourcentage de mortalité du méthanol été le méme que celui de EMAA (30%) par
contre le témoin native a enregistré le plus faible pourcentage de mortalité parmi toute les

solutions utilisé avec un pourcentage de (7.5%).

Ce résultat nous permet d’observé que les extraits EMAA, ECAA, EMEM et ECEM a
la concentration (400 pg /ml) sont trés peu toxique par rapport au standard qui a enregistrer un
pourcentage de mortalité de 100% a la concentration de 80 pl.

6 Analyse Spectroscopie infrarouge a transformer de Fourier (FTIR)
La spectroscopie infra-rouge a transformée de Fourier (FTIR) est une technique non
destructive, son principe repose sur lI'absorption de la lumiere par la plupart des molécules
dans la région de l'infrarouge du spectre électromagnétique et en convertissant cette
absorption en vibration moléculaire.
Les bandes les plus significatives révélées sur les spectres IR des extraits étudiés sont
rapportées sur le tableau
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Tableau 27 : les bandes caractéristiques du spectre des extraits d’Ambrosia artemisiifolia et

Erodium montanum

Les extraits Longlzglr;r_g onde Liaisons Nature de liaisons Fonction
Alcool /
3340,58 C-H Valence phénol
2927,30 C-H sp3 . \r’r?éfrr:cze Aldéhyde
EMAA ymetriq
Alcane +
1622,38 C-N Valence amine
1046,79 C-C valence Amine
2018,72 C-H sp3 Valence /
symétrique
2850,08 C-H sp3 Valence asymétrique /
ECAA
1738,22 C=0 Valence Ester
1459,36 Cc=C valence Aromatique
Alcool /
3323.42 C-H Valence phénol
2920.18 C-H sp3 S \ﬁé‘:ﬂcie /
Sl 8 ; Alcane +
1603.08 C-N Valence amine
1066.09 C-C valence /
2918.72 C-H sp3 Valence /
symétrique
2850.08 C-H sp3 Velizmee /
asymeétrique
ECEM 1738.22 Cc=0 Valence Ester
1228.40 C-C valence Ester +alcool
1066.81 C-C valence /

o
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Figure 61 : Spectre infrarouge des extrait d ' Erodium montanum et Ambrosia artemisiifolia

Les radiations électromagnétiques de I'IR sont comprises entre 10000 et 10 cm™. Cette
bande spectrale est elle-méme divisée en proche IR (de 10000 a 4000 cm™), moyen IR (de
4000 a 400 cm™). La partie du moyen IR est celle la plus riche en informations et la plus

accessible.

Dans ce domaine les absorptions correspondant a des nombres d'onde inférieurs a 800
cm? constituant la partie de I’empreinte digitale du composé étudier alors que les absorptions
supérieures a 800 cm™ sont caractéristiques des liaisons chimiques présentes dans

I'échantillon, ce qui permet I'analyse fonctionnelle et structurale.(Bellamy, 2013)

L'observation des fréquences vibrationnelles des principales bandes d'absorption IR de
’extrait méthanolique de la plante Ambrosia artemisiifolia (EMAA) montre une bande étroite
d’une intensité moyenne a (1046,79 cm™) qui est attribuée a la liaison C-C valence. Le
deuxiéme pic est aussi étroit et d’'une moyenne intensité se situe a 1622,38 cm™ peut indiquer
la présence d’une liaison C-N valence qui refléte la présence d’une fonction amine et alcane.
A la langueur de 2927,30 cm™ se manifeste une bande trés fine et de faible intensité qui
indique la présence d’une liaison de type C-H sp3 de nature valence symétrique et qui a une
fonction aldéhyde. La bande large avec une intensité moyenne a 3340,58 signifie la présence

d’une liaison OH libre.

&)
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L’extrait ECAA. La bande qui se manifeste a 1459,36 est fine et d’une intensité faible
est attribuer a la liaison C=C aromatique. La bande a 1738,22 est attribuée a une liaison C=0
valence d’une fonction ester. Les deux pics a 2918,72 et 2850,08 indique la présence d’une

liaison C-H sp3 d’une valence symétrique pour le premier et asymétrique pour le deuxieme.

On remarque qu’il y a une grande similitude entre les deux courbes celui issus par
extraction avec le méthanol et celui par le chloroforme dans le domaine de 500 & 2400 cm™.

La différence entre les deux spectres se trouve dans 1’intervalle 2500-4000 cm™.

Concernant les extraits de Erodium montanum, On remarque qu’il y a une grande
similitude entre les deux courbes celui issus par extraction avec le méthanol et celui par

chloroforme.

L'observation des fréquences vibrationnelles des principales bandes d'absorption IR de
I’extrait méthanolique de la plante Erodium montanum (EMEM) montre une bande étroite et
d’une forte intensité se manifeste a (1066.09 cm™) et qui est attribuer a la vibration
d'étirement C-C. la deuxiéme bande est & (1603.08 cm™ ) elle est fine et d’une intensité
moyenne, elle indique la présence d’une liaison C-N valence qui reflete la présence d’une
fonction alcane ou amine. A (2920.18 cm™) se manifeste une bande étroite correspond a la
vibration de 1’étirement C-H sp3 d’une valence symétrique. La bande large a (3323.42 cm™)

est attribuée a I’étirement C-H d’une fonction alcool.

L’extrait chloroformique de la méme plante (ECEM) a manifesté ¢galement plusieurs
bandes de différente signification. La premiére bande a (1066.81 cm™) est étroite et d’une
intensité trés forte et qui refléte la présence d’une liaison C-C valence. Une autre bande a
(1228.40 cm'?) signifie la présence d’une liaison C-C valence d’une fonction ester, tandis que
les deux bandes étroite a (2850.08 cm™) et (2918.72 cm™) correspond a 1’étirement C-H sp3

d’une valence asymétrique pour le premier et symétrique pour le deuxieme.
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Conclusion
Depuis tres longtemps ’homme a profité de la nature pour subvenir de ses besoins non
seulement nutritionnels mais aussi thérapeutique. Aujourd’hui les recherches scientifique ont
confirmé I’efficacit¢ de plantes a traiter plusieurs maladie graces a leurs richesse en

constituant qui leur confére des propriétés biologique diverses.

Dans le but de rechercher les propriétés thérapeutiques des deux plantes Ambrosia
artemisiifolia et Erodium montanum une évaluation des activités biologiques antioxydantes,
anticholinestérases, antidiabétiques, anti-uréase et anti-moisissures des deux especes a été

effectué

La plante Ambrosia artemisiifolia bien qu’clle est considéré comme une plante
envahissante trés allergéne elle a manifesté une activité antioxydante intéressante, une activité
antidiabétiqgue moyennes et une faible activité anti-uréase et anticholinestérase. Cette activité
biologique est peut étre due a sa composition en métabolite secondaire notamment les
polyphénols. Alors que la plante Erodium montanum a manifesté une activité antioxydante et

enzymatique moyennement faible.

L’activité anti-moisissure a été évaluée aussi sur des sauces de tomate concentrée, tous
les extraits ont manifesté une excellente activité par rapport au standard. Une analyse
spectroscopique a transformé de fourrier (FTIR) a été utilisé pour confirmer la bonne

extraction.

Ce travail préliminaire est focalisé sur les propriétés antioxydantes et anti-moisissure
des deux espéces Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum, ouvre la porte pour de
nouvelles études et apporte des données nouvelles dans le domaine pharmaceutique. Ainsi a
I’avenir, il serait intéressant de faire une quantification et une caractérisation des métabolites

secondaires de ces deux plantes par d’autres méthodes analytiques plus performantes.

La forte activité anti-moisissure avec le faible effet toxique des extraits etudiés est un
point trés encourageant pour tester ces extraits sur d’autres model in-vitro et d’extraire les
principes actifs responsable de cette activité pour une futur utilisation dans le domaine de
conservation des produits alimentaires. Aussi il faut tester d’autres activités biologiques telles
que les activités antimicrobiennes, antivirales, analgésiques, anti-carcinogenes afin de

confirmer le résultat obtenu.
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Annexe |1 : Réactifs pour I’étude des activités anti-oxydantes

Réactifs

Compostions

2,2-diphenyl-1-picryl- DPPH

hydrazyl

ABTS ABTS
H20
K2S20s (2.45 mM)
H20

Phénantroline (0.5%)

1,10-Phenanthroline

Néocuproine

Neocupronin

Nitrate d’argent Citrate de

sodium

AgNOs (1.0 mM)
Citrate de sodium (1%)
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Annexe 111 : les réactifs et les substrats utilisés dans I’activité enzymatique

Solutions

Compostions

Enzyme a-amylase (1U)

Enzyme a-amylase
Tampon phosphate (pH 6,9)

Amidon (0.1%)

Amidon
H.O

BChE

BChE
Tampon phosphate (pH 8)

Enzyme uréase

Enzyme urease

Tompon phosphat (pH 8,2)

Urée

Urée
Tampon phosphate (pH 8,2)

Annexe IV: les solutions chimiques

Solutions chimiques

Compostions

Réactif de Folin- FCR concentré (2M)
Ciocalteu dilué 10 fois
Carbonate de sodium Na2CO3
anhydre (7,5%)
trichlorure d'aluminium AlCk
Méthanol
Tampon phosphate pH NaH2PO4
6,6 NaHPO4
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Ferrycianide de potassi KsFe(CN)e
um (1%)
Acide trichloracétique TCA
(10%)
Chlorure de fer 111 FeCls
anhydre (0.1%)
Chlorure de fer 111 FeCls
anhydre(0.2%)
Acétate d’ammonium CHICOONH
Chlorure de cuivre Il CuCl;
dihydraté
Tampon phosphate (pH NaH2PO4
6.9) (0.2 M) Na2HPO4
Acide hydrochlorique HCl
(IM)
lodure de potassium iode Kl
(1K) lodine (5mM)
Tampon phosphate (pH NaH,PO.4
8) (100 mM) Na2HPO4
DTNB
DTNB Tampon phosphate (pH 8)
NaHCO3
Tampon phosphate (pH 8)
Tompon phosphate NaH2PO4
(0h8.2) NazHPO4
CeHsOH

Reactif phénolique

Naz[Fe(CN)sNO],2H20

Réactif basique

NaOH
NaOCL (lig)
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Annexe V : les standards

Standards Compostions
Acide gallique Acide gallique
Méthanol
Trolox Trolox
Méthanol
Acide Ascorbique Acide Ascorbique
Méthanol
Acarbose
Acarbose
Méthanol
Galantamine Galantamine
Meéthanol
Thiourea Thiourea
Méthanol
BHT
BHT
Meéthanol
BHA
BHA
méthanol
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Résumés

Résume
Le présent travail concerne 1I’é¢tude de 1’activité biologique de deux plantes : Ambrosia
artemisiifolia et Erodium montanum, appartenant respectivement aux familles des Asteraceae

et Géraniacée.

L activité biologique des extraits de deux espéces Ambrosia artemisiifolia et Erodium
montanum a été réalisé par 1’évaluation in vitro de ’activité antioxydante par 1’utilisation de
six méthodes : DPPH, ABTS, CUPRAC, Phenanthroline, SNP et Bioautographie (CCM) et
I’évaluation enzymatique par I’utilisation de trois méthodes : BChE, Uréase et 1’alpha-
amylase. Le résultat obtenu a montré une activité modeéré pour le test antioxydant et une faible
activité pour le test enzymatique. De plus les extraits ont été évalués contre la croissance des
moisissures de la tomate et leur toxicité a été observé, les résultats obtenus ont montré une
bonne inhibition de croissance des moisissures et une absence totale de la toxicité pour tous
les échantillons étudiés. Une analyse spectroscopique a transformé de fourrier (FTIR) a été

utilisé pour confirmer la bonne extraction.
Mot clé :

Ambrosia artemisiifolia, Erodium montanum, antioxydant, DPPH, ABTS, CUPRAC,

Phenanthroline, SNP, spectroscopique a transformé de fourrier, FTIR.



Résumés

Abstract

This work concerns the study of the biological activity of two plants: Ambrosia
artemisiifolia and Erodium montanum, belonging respectively to the families of Asteraceae

and Geraniaceae.

The biological activity of the extracts of two species Ambrosia artemisiifolia and
Erodium montanum was carried out by the in vitro evaluation of the antioxidant activity using
six methods: DPPH, ABTS, CUPRAC, Phenanthroline, SNP and Bioautography (CCM) and
enzymatic evaluation using three methods: BChE, Urease and alpha-amylase. The results
showed a moderate activity for the antioxidant test and a weak activity for the enzymatic test.
In addition, the extracts were evaluated against the tomato mold growth and their toxicity was
observed, the obtained results showed a good inhibition of mold growth and a total absence of
toxicity for all samples. Fourier transformed spectroscopic analysis (FTIR) was used to

confirm the correct extraction.

Keyword

Ambrosia artemisiifolia, Erodium montanum, antioxydant, DPPH, ABTS, CUPRAC,

Phenanthroline, SNP, fourier transform spectroscopy, FTIR.
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Résumé
Le présent travail concerne I’étude de D’activité biologique de deux plantes : Ambrosia
artemisiifolia et Erodium montanum, appartenant respectivement aux familles des Asteraceae et

Géraniacée.

L activité biologique des extraits de deux espéces Ambrosia artemisiifolia et Erodium montanum a
¢té réalis¢ par 1’évaluation in vitro de I’activité antioxydante par 1’utilisation de six méthodes : DPPH,
ABTS, CUPRAC, Phenanthroline, SNP et Bioautographie (CCM) et 1’évaluation enzymatique par
I’utilisation de trois méthodes : BChE, Uréase et 1’alpha-amylase. Le résultat obtenu a montré une activité
modéré pour le test antioxydant et une faible activité pour le test enzymatique. De plus les extraits ont été
évalués contre la croissance des moisissures de la tomate et leur toxicité a été observé, les résultats obtenus
ont montré une bonne inhibition de croissance des moisissures et une absence totale de la toxicité pour tous
les échantillons étudiés. Une analyse spectroscopique a transformé de fourrier (FTIR) a été utilisé pour

confirmer la bonne extraction
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