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Liste des abréviations

Abs absorbance.

AG acide gallique.
AICls trichlorure d’aluminium.

BHA Butylated hydroxyanisole.
CHCI, Chloroforme.
DPPH 2, 2- diphenyl-1- picrylhydrazyl.
EAG Equivalent d’acide gallique.

EOH éthanol.
Fe*3 lon ferrique.
Fe*? lon ferreux.

FeCls Trichlorure de fer.

FRAP Ferric reducing ability of plasma

g gramme.
H2S04 Acide sulfurique.
I1Cso Concentration efficace a50% (concentration d’inhibition de 50%).

K2HPO4  Potassium Phosphate dibasique.
KsFe(CN)s Ferricyanide de Potassium.
Mg/mi Milligramme par millilitre.
Min Minutes.
Na ClI Chlorure de Sodium.
Na2COs  Bicarbonate de sodium.
nm Nanometre.
TCA Acide trichloracetiques.
uv Ultra-violet.
ul Microlitre.

°C Degré Celsius.

% Pourcentage.
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I. Introduction générale

Le genre de I’Artemisia est considéré I'un des genres les plus grands et
les plus largement distribués de la famille des Astracées (Compositae). C'est un
genre hétérogéne, composé de plus de 500 especes diverses réparties
principalement dans les zones tempérées d'Europe, d'Asie et d’Amérique du Nord.
Ces especes sont pérennes, herbes bisannuelles et annuelles ou petits arbustes
(Watson et al. 2002; Mehrdad et al. 2007). Dans la flore de 1’Algérie, ce genre est
représenté par 11 especes spontanées parmi lesquelles se trouve Artemisia
campestris communément appelées "dgouft”( Quezel et Santa 1963). C’est une
plante spontanée forme des touffes ou des buissons ramifiés de 20a 80cm de haut, ses
rameaux sont rougeatres et ses feuilles vert foncé, ses petites fleurs jaune vert se
réunissent en grappes au sommet de la plante et aux aisselles des feuilles supérieures

Artemisia campestris est une plante des Hauts plateaux. Elle est d'origine
méditerranéenne. Elle est fréquente au Hoggar, plus rare au tassili (Houmani. 2007).
Elle a des propriétés allélochimiques inhibant la croissance et la germination de
certaines plantes qui I'entourent (Neffati. 1984). Gras a sa teneur en huile essentielle,
glucosides polyphenols (flavone, stérole et les tanin..) les feuilles de cette plante sont
largement utilisées dans la médicine traditionnelle comme anti-venin,

antiinflammatoire, calme les trouble digestif ...etc (Le Floc'h. 1983).

Figure 1.1 : L’Artemisia campestris L



Les polyphénols sont une catégorie de molécules organiques largement
répandues dans le regne végétal et dans nos aliments, ce sont des composés
caractérisés la présence d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au
moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction telle que 1’éther,
I’ester ou un hétéroside (Bruneton, 2009).

Les composés phénoliques possédent une structure qui varie depuis les
molécules simples comme les acides phénoliques, les coumarines, les flavonoides
vers les molécules les plus hautement polymeérisées tels que les tanins condensés et
les lignine (Urquiaga et Leighton, 2000).

Gras a la diversité structurale des composés phénoliques, il est trés difficile de
développer un procédé d’extraction approprié a I’extraction de tous les composés
phénoliques de la plante, Entre autre, la solubilité des composés phénoliques est
affectée par la polarité du solvant utilisé... (Mahmoudi S, 2013).

Dans ce contexte, Le but de ce travail vise a étude in vitro P’activité antioxydant
d’Artimisia campestris en recherchant la meilleure technique d’extraction pour une
meilleure valorisation.

> La premiére partie de ce travail est consacrée a :

» La caractérisation phytochimique des extraits issus de la plante, a travers

des analyses qualitatifs pour caractériser les différents groupes chimiques.

» FEtude quantitatives par I’estimation spectrophotométrique des teneurs en

polyphénol totaux et en flavonoide.

» Etude du pouvoir antioxydant de la plante par la mesure du pourcentage

d’inhibition du radical (DPPH), et le pouvoir réducteur par le test de
(FRAP).
> Dans la deuxieme partie, Nous discutons les résultats obtenus et nous terminons

notre travail par une conclusion et perspective.


https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-molecule-783/
https://www.futura-sciences.com/sciences/definitions/chimie-acide-750/
https://www.futura-sciences.com/sante/actualites/medecine-bienfaits-flavonoides-22355/
https://www.futura-sciences.com/planete/definitions/botanique-lignine-4161/

Materiel et methode



1. Matériels et méthodes

1.1 Materiel végétale
Artemisia campestris L a été récolté de la reégion Tiaret durant la période du
mois de juin 2020, apres le séchage de la partie aérienne, la plante est finement broyé

et conservé dans des sacs en papier jusqu’a I utilisation.

11.2. Extraction des composés phénoliques
11.2.1. Extraction par macération

L'extraction des polyphénols a été réalisée selon le protocole décrit par (Amiot
.M.J et al. 1986). selon trois étapes: macération, dépigmentation et purification.

Dans un erlenmeyer en verre recouvert de papier d’aluminium, une quantité
de 2 g de la matiére végétale broyer a été macérée sous agitation continue dans 200 ml
d’un mélange hydro-alcoolique (éthanol/eau) (80/20 : V/V) pendant 72 heures (3
jours) a la température ambiante, Avec filtration et le renouvellement de solvant
chaque jour
Les filtrats obtenus sont recombinés et évaporé sous vide, a une température de 40°C
a I’aide d’un rota-vapeur.

Aprés évaporation compléte du solvant, quatre extractions successives a
I'nexane ont permis d'éliminer les pigments et la plupart des lipides. Les composes
phénoliques présents dans la phase aqueuse ont extraire été extraits a lI'acétate d'éthyle
en présence de sulfate d'ammonium (20%) et d'acide orthophosphorique (2%). Apres
trois extractions successives, la phase organique obtenue est évaporée sous vide a 40°
C. Le résidu ainsi obtenu a été dissous dans 10 ml de méthanol et conservé au

réfrigérateur jusqu'a I’analyse spectrophotométrique (Noureddine. A et al. 2019).

11.2.2 Extraction par sonication

29 de matiére végétal ont été maceré dans 20 ml d’éthanol aqueux a 80%
contenant 1% de HCI, Ce mélange a été traité par ultrasons deux fois pendant 20
minutes et laissé pendant 24 heures a 4°C. Ensuite, I'extrait a été centrifugé et le

surnageant a eté recueilli (Nuncio-jauregui et al. 2015).



11.3 Analyses qualitatives
11.3.1 Les tanins

Une quantité de 0.5g du plante broyée est macérée dans 25 ml d’éthanol/eau
(v/v, 50/50) pendant une nuit, aprés le mélange est filtré, nous avons pris quelques
millilitres du filtrat et nous ajouté quelques gouttes de chlorure ferrique (FeCls).
L’apparition d’une couleur verte foncée ou bleu-noiratre indique la présence des
tanins (BOUKRI Nour El Houda, 2014)

11.3.2 Les flavonoides

Une quantité de 1 g de chaque plante broyée est macérée dans 10 ml
d’éthanol/eau (v/v, 8/2) pendant une nuit, apres la filtration quelques millilitres du
filtrat est pris puis quelques gouttes de chlorure d’aluminium (AlClz)est 1’ajouté.
L’apparition d’une couleur jaune foncée indique la présence des flavonoides
(ZERRIOUH Meriem, 2015).

11.3.3 Les saponines

Une quantité de 2 g de plante broyée est chauffée avec 40ml d'eau distillée
Jusqu’a 1'ébullition, Apres le refroidissement et la filtration, nous avons agité les
filtrats puis ils sont laissés pendant 15min.

L'apparition des mousses stables aprés 15min indique la présence des saponines.

11.3.4 Les alcaloides

Une quantité de 0,01g de plante broyée a été agité avec Acide chlorhydrique
(HCI) 6 ml de 1% sur un bain d'eau pendant 5 min et filtré.
Réactif de Wagner : L'iodure de potassium KI 2g et l'iode I, 1,27g ont été dissous
dans de I'eau distillée 100 ml. Quelques gouttes de cette solution ont été ajoutees au
filtrat. Un précipité brun-coloré indique la présence d'alcaloides (ERUM Igbal. et al
2015).



11.3.5 Stéroides et de terpénoides
a. Test de Salkowski
L'extrait brut environ 100 mg a été mélangé avec du chloroforme 2ml suivi par
I'addition de I’acide sulfurique H2SO4 concentré 2ml le long du bord du tube a essali,
une coloration brun rougeétre de l'interface indique la présence de terpénoides.
b. Test Liebermann-Burchard

Chaque extrait 100 mg a été mélangé avec du chloroforme dans un tube a essai
; quelques gouttes d'anhydride acétique ont été ajoutées au tube a essai et bouillies
dans un bain d'eau et rapidement refroidies dans de I'eau glacée. On ajoute H2SO4
concentré 2ml a coté du tube a essai. La formation d'un anneau brun a la jonction de
deux :
Les couches et la rotation de la couche supérieure en vert montrent la présence des
stéroides tandis que la formation de couleur rouge foncé indique la présence de

triterpénoide.

11.3.6 Glycosides
a. Glycoside d'anthraquinone (test de Borntrager)

On ajoute 1ml de H2SO4 5% a I'extrait 1ml, le mélange a €été bouilli dans un
bain d'eau puis filtré. Le filtrat a ensuite été melangé avec un volume égal de
chloroforme et maintenu pendant 5 min, ensuite, la couche inférieure de chloroforme
a été melangé avec la moitié de son volume avec Ammoniaque dilué.la formation du
rose a la couleur rouge de la couche ammoniacale donne une indication des glycosides

anthraquinone.

b. Glycosid cardiaque (test de Keller-Killiani)

0,59 a été mélangé avec de l'eau distillée 5 ml .A cela, on a ajouté de l'acide
acetique glacial 2ml contenant quelques gouttes de chlorure ferrique, suivi de Acide
sulfuriqgue H2SO4 1ml le long du tube a essai.la formation d'un anneau brun a
I'interface donne une indication positive pour le glycoside cardiaque et un anneau

violet peut apparaitre sous I'anneau brun (ERUM Igbal. et al 2015).



11.3.7 Les quinones

Un gramme de la plante est” humidifier par quelques gouttes de HCI puis on
ajoute 10 ml d’éther de pétrole. On mettre @ macération pendant une heure ou 24
heures dans Erlen Meyer fermé. Aprés la filtration ,2 ml de filtrat sont agités avec 2
ml de NaOH 10%. La coloration rouge au violet apparait en présence des quinones
(N. DOHOU. et al 2003).

11.3.8 Les coumarines

Une quantité de 5 ml d’extrait est évaporé a sec, le résidu est dissout dans 2 ml
de I’eau chaude, ensuite le mélange est partagé dans deux parties égales. La premiere
représente le témoin et la deuxiéme est traitée avec 0,5 ml de NH,OH 10%. Une
goutte de chaque tube est prélevée puis déposé sur un papier filtre et 1’observation
sous UV a 366 nm. Une fluorescence intense révéle la présence de coumarines
(HAOULIA Amina, 2015).

11.3.9 Les anthraquinones
On ajoute a 0,1 ml de I’extrait 0,5 ml de NH,OH 10%, on agité le mélange. Leur

présence est indiquée par une coloration violette (BOUKRI Nour El Houda, 2014).

11.4 Analyses quantitatives

11.4.1 Dosage polyphénol totaux

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode
de folin-ciocalteu (singleton et al. 1999) ce réactif de couleur jaune est constitué par
un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique, lorsque les
polyphénols sont oxydés, ils réduisent le réactif de folin —ciocalteu en un complexe
ayant une couleur bleu constitué¢ d’oxyde de tungstene et de molybdene .I’intensité de
la couleur est proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydés (biozot et al
2006).

Pour effectuer ce dosage, un volume de 200 pl de chaque extrait diluée ont été
introduits dans des tubes a essai, suivis de 1’addition de 1ml du réactif de folin-
ciocalteu et 0.8ml de carbonates de sodium (Na,CO3z) a (7.5%) puis la solution
secouées immédiatement et sont maintenues a l’obscurité pendant 30min a la

température ambiante.



L’absorbance de chaque solution a été mesuré a 760 nm contre un blanc
réalisé dans méme condition. Un courbe d’étalonnage est préparée en utilisant I’acide
galligue comme standard, les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent
d’acide gallique par gramme de matiére séché (mg EAG/g Ms). Les tests ont été

effectués trois fois.

11.4.2 Dosage de flavonoides

Le dosage des flavonoides est effectué selon les méthode de (RaO et al 2010)
cette méthode utilise le trichlorure d’aluminium (AICl3) qui interagit spécifiquement
avec les flavonoides en donnant une couleur jaune. L’intensité de la coloration est
évaluée par spectrophotomeétre.

Pour réaliser le dosage des flavonoides ,Iml d’extrait dilué et 1ml de
trichlorure d’aluminium (AICl3) aprés 15min d’incubation a la température ambiante
et a I’abri de la lumiére, les absorbances sont mesurées par le spectrophotomeétre a
430 nm. La coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de flavonoides
présente dans I’extrait. Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent de quercétine
par gramme de matiére seche (mg EQ/mg d’extrait).

De méme que le dosage des phénols totaux le dosage de flavonoides nécessite
aussi D’établissement d’une courbe d’étalonnage d’un flavonoide standard (la
quercétine par exemple), des solutions éthanoiques de quercétine ont été préparé a

différents concentration permettront de tracer la courbe d’étalonnage.

1.5 Détermination de I’activité antioxydante
11.5.1 Test de DPPH

L’activité anti radicalaire des différents extraites évaluée par le test au 2,2-
diphény I-2-picryl-hydrazyle (DPPH), elle est réalisée par la méthode décrite par
(Blios.1958) le radical DPPH (diphénylpicryl-hydrazyl) est caractérisé par la couleur
violette foncée DPPH est réduit par les antioxydants en DPPHH de couleur jaune dont
I’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des
antioxydants.

DPPH’ + (AH), — DPPH-H+(A"),



Un volume de 1950ul de la solution DPPH et mélangé avec 50l des solutions
d’extraits ou de I’antioxydant standard a différents concentration le mélange est.
Aprés 30min d’incubation a la tempeérature ambiante. Les absorbances sont mesurées
a 517 nm contre le blanc correspondant.

L’activité anit radicalaire est estimée selon 1’équation suivante :

Activité anti radicalaire %= (Absy_Abs 1 / Absy) x 100

ADbsg : est I’absorbance du contrdle (blanc)

ADbs; . est I’absorbance de 1’échantillon

11.5.2 Test de FRAP

Le test de FRAP est utilisé pour mesurer le pouvoir réducteur des composés
elle est basée sur la réduction de Fe** complexe ferricyanide a la forme ferreux
(Fe®) (Ou et al. 2001). Le Fe®* peut étre évalué en mesurant et en surveillant
I’augmentation de la densité de la couleur bleu cyanée dans le milieu réactionnel a
700 nm (Chung et al.2002). En effet, le systeme FeCl; / KsFe(CN)g confére a la
méthode la sensibilitt pour la détermination «semi quantitative» des
concentrations des antioxydants, qui participent a la réaction redox (Amarowicz et
al. 2004).

Le protocole utilisé au laboratoire est basé sur celui décrit par Oyaizu, 1986.
Dans un tube a essai en verre contenant 25 pl de solution d’échantillon a différentes
concentrations, ont été ajoutés 500 pl de tampon phosphate (PH= 6,6) et 500 pl
de potassium hexacyanoferrate [KsFe (CN)g] 1% dans 1’eau distillée.
L’ensemble est chauffé & 50°C au bain marie pendant 20 minutes.

Aprés I’avoir sorti de bain marie un volume de 500 ul d’acide
trichloracétique (10%) et 1.5ml d’eau distillé et 500ul de FeClz( 0.1%) ont été
ajoute.

La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel se fait a 700 nm
contre un blanc semblablement préparé, en remplagant 1’extrait par le méthanol qui
permet de calibrer 1’appareil (UV-VIS spectrophotometre). Une augmentation de
I’absorbance correspond a wune augmentation du pouvoir réducteur des extraits

testés.
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I11. Résultats et discussions

I11.1 Test phytochimique

Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles de
composés existantes dans la plante par les réactions qualitatives de caractérisation.
Ces réactions sont basées sur des phénomenes de préecipitation ou de coloration par
des réactifs spéecifiques (Kholkhal et al. 2013).

Les résultats de criblage phytochimique sont reportés dans le tableau ci-
dessous. La présence de la substance est présenter par positive (+) et I’absence de la

substance est représenté par (—).

Tableau I11.1 : Test phytochimique réalisé sur I’ Artemisia campestris

Métabolite couleur Résultats
Les tanins Bleu noiratre +
Les flavonoides Jaune +
. Mousse
Les saponines +

persistante

. Marron claire et absence le
Les alcaloides -

précipité
Terpénoide | Test salkowski Brun rougeétre +
Stéroide et Test liebrmann- .
de terpénoide | buchard Rouge foncee *

Glycoside -

Les quinones -

Les comarines -

Les anthraquinones -

Les tests phytochimiques réalisés ont montré la présence des flavonoides et les
tanins ainsi que les saponines, les terpénoides et stéroide.
Les tests sur les alcaloides, les glucides, les quinones, les coumarines et les
anthraquinones révelent 1’absence dans 1’extrait étudié en ces composés
Cette étude qualitative montre que tous les groupes chimiques identifiés au niveau de
I’extrait de plante étudiée, leur confeérent des propriétés pharmacologiques
remarquables, ce qui pourrait justifier ses multiples indications thérapeutiques et pour
lesquelles elle est utilisée en traditherapie. Cependant, 1‘absence de certains principes
actifs dans les extraits des partie arienne de plante investiguée comme les quinones

libres, les stérols, les alcaloides et les glucides ne justifie pas que ces plantes sont



pauvres en ces composés mais, la méthode d'extraction et les solvants utilisés dans

notre travail peuvent influencer I'extraction des métabolites recherchés.

I11.2. Dosage des composes phénoliques et flavonoides

I11.2.1. Teneur en polyphénols

Les teneurs en phénols totaux des trois extraits préparés de Artemisia
campestris sont déterminées par la méthode de Folin-Ciocalteu sont rapportées en
milligramme équivalent acide galliqgue par un gramme de la matiere seche (mg
EAG/g) a I’aide d’un courbe d’étalonnage d’acide gallique qui est présenter dans la

figure 111.1.

1,4

1,2
y = 12,662x - 0,0154 .
1 R2=0,9978 N

0,8
0,6 d

0,4 ‘

Absorbance a 760nm
@

0,2

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
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Figure 111.1 Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.
Le tableau représente les résultats obtenus

Tableau I111.2 : Teneur en phénols totaux de I’ Artemisia campestris.

Extrait Rendement Teneur en phénols (mg EAG/g MS)
Phase aqueuse - 8.019 + 3.059
Phase organique 17% 45.687+10.352

Sonication 30min - 130.258 + 3.669



Les résultats relatifs aux variations des teneurs en phénols totaux ainsi que le
rendement sont indiqués dans le (Tableau III.2).D’aprés les résultats obtenus on
remarque un rendement d’extraction par macération de 17%, cette résultats est tres
importante si ’on compare avec ceux de plusieurs auteurs qui ont révélé des valeurs
inferieur a 10%.

Selon les résultats mentionnés dans le (Tableau 111.2), les teneurs en phénols
totaux varient largement dans les extrait entre (130.258 + 3.669 et 8.019 + 3.059 mg
EAG/g MS), I’extrait de sonication 30min montre une fort teneur en phénols totaux
(130.258 + 3.669 mg EAG/g MS) suivi par I’extrait de macération (phase organique)
(45.687 £ 10.352 mg EAG/g MS), par contre, on remarque une faible teneur en
polyphénol dans I’extrait aqueux qu’est de ( 8.019 + 3.059 mg EAG/g MS).

111.2.2. Teneur en flavonoides
Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure
d’ Aluminium.
Les teneurs en flavonoides d’ Artemisia campestris est déterminée a partir de la

courbe d’étalonnage de la Quercetine présenté dans la figure 111.2.
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Figure 111.2 : Courbe d’étalonnage de la Quercetine



Les résultats obtenus sont regroupé dans le tableau suivant

Tableau I11.3 : Teneur en flavonoides (mg EQ/qg)

Extrait Teneur en flavonoides (mg EQ/Q)
Phase aqueuse 0.833+0.201
Phase organique 6.421+0.061
Sonication 30min 14.098+0.324

On remarque d’apres les résultats du (Tableau 111.3) ci-dessus que la quantité
des flavonoides varie entre (0.833 £ 0.201 a 14.098 + 0.324 mg EQ/g MS) le taux des
flavonoides le plus €levée a été détecté dans I’extrait de sonication (30min) (14.098 +
0.324 mg EQ/g MS) suivi par I’extrait de macération (phase organique) (6.421 +
0.061 mg EQ/g MS) par la suite viennent phase aqueuse (0.833+0.201 mg EQ/g MS).

On peut dire que les résultats des teneurs en polyphénols et en flavonoides confirment
la richesse de 1’ Artimesia compestrise en polyphénols mais en quantité variable selon
la technique d’extraction et le solvant choisie.

Un travail aussi réalisé par (Laraba M et al, 2016) porte sur 1’étude phytochimique
des phases n-butanolique, acétate d’éthyle et chloroformique issues de 1’artimesia
campestrise de la région de Boussaada. Son résultat montre que le taux des
polyphénols est remarquablement trés élevé dans la phase acétate d’éthyle
(148,26+0.02 mg EAG/g) par rapport a la phase n-butanolique (100,04 £ 0.002 mg
EAG/qg) et chloroformique (75,0.006 mg EAG/Q).

Un autre travail également réalisé par (LOUBAKI.S, BAGHDADI.S, 2020) a fait une
comparaison entre la teneur totale en phénol de deux extraits différents (Méthanol et
dichlorométhane) d'Artimisia Campestris de la région d'El-Assafia ont indiqué une
quantité variee entre 282,44 et 35,63 mg EAG/g MS changeés en fonction du solvant

utilise.

II1.3 Evaluation de Dactivité antioxydante

111.3.1 Test de DPPH

Le pouvoir antioxydante est déterminé par la concentration d’un extrait qui est

nécessaire pour neutralise 50% du radical. Les résultats sont exprimés en IC50, et



calculés a partir des courbes de la variation du pourcentage d’inhibition 1% en
fonction de la concentration de chaque extrait, les graphes obtenus sont présenté dans
I’Annexe Il. Rappelons que plus la valeur de 1I’CI50 est faible, plus l'activité
antioxydante de I'extrait est importante.

Les résultats de I’activité antioxydante de 1’ Artemisia campestris mesuré par

le test de DPPH sont résumés dans Tableau I11.4.

Tableau I11.4 : Les valeurs d’IC50 des différents extraits phénolique de 1’ Artemisia

campestris mesurés par le test DPPH.

Extraits ICs0 (mg/mil)
Extrait de Phase aqueuse 0.063+0.012
macération -
Phase organique 0.009 £ 0.0002
Extrait de sonication (30min) 0.032+0.007
Acide gallique 0.001+0.0001

Les résultats indique qu’il y a une grande variabilité entre les extraits obtenus
par la sonication et les autre obtenus par la macération (phase aqueuse et phase
organique) les valeur de 1C50% varié entre (0.009 a 0.063 mg/ml) , ou I’extrait de la
phase organique obtenu par macération est plus active que les extrait obtenu par
sonication suivi par le phase aqueuse de macération qui révele 1’activité la plus
faible.

Si on compare notre résultat a celle de standard (acide gallique) on constate que
d’extrait de macération phase organique est un peu loin au D’activité de 1’acide

gallique, de plus les autres extraits sont tres faible dans leurs activités.

111.3.2 Test de FRAP

Les résultats sont exprimés en 1C50 et calculés a partir des courbes de la
variation de I’absorbance en fonction de la concentration de chaque extrait, Les
résultats de 1’activité antioxydante de 1’Artemisia campestris mesuré par le test de

FRAP sont résumés dans Tableau I11.5.



Tableau I11.5 : Les valeurs d’IC50 des différents extraits phénolique de 1’ Artemisia

campestris mesurés par le test de FRAP

Extrait I1Cso(mg/ml)
phase aqueuse 0.032+0.003
Phase organique 0.008+0.0005
Sonication (30min) 0.042+0.018
BHA 0.003+0.0004
Acide galiique 0.0007+0.0001

Les résultats indique que les valeurs de 1C50% varié entre (0.008 a 0.032 mg/ml), les

extraits de macération montre des activités importantes ou la phase organique
présente une activité plus élevé que la phase aqueuse. L’activité de I’extrait de
sonication a montré une D’activité comparable au celle de 1’extrait de la phase
aqueuse obtenue par la macération.

Par comparaison aux standards notre résultat de I’activité antioxydante reste
toujours inferieurs que 1’acide gallique mais comparable au antioxydante standard
(BHA).

En accord avec nos résultats, (Benaissa, W. et Fardjaoui,A en 2020) ont
révelé que cette plante de I’ Artimisia campastris est plus efficaces a piéger le radicale
DPPH avec une IC50 égale a 0.036 mg/ml, comparativement a I’IC50 d’antioxydant
standard (BHT) qui est a I’ordre de 0.0031 mg/ml.

(Bentoumi, T. et Ammari. R en 2019) confirme aussi dans son travail sur I’A
rtimisia campastris que I’extrait éthanoique posséde une activité anti-oxydante

remarquable par rapport au BHA, I’antioxydante synthétique.



Conclusion générale



IVV. Conclusion générale

Dans notre travail nous avons comparé deux méthodes d’extraction
(macération et sonication) pour mesurer I’activit¢ antioxydant de 1’Artemisia
campestris qu’est une plante médicinale appartenant a la famille des Astéracée, elle
est largement utilisée dans la médicine traditionnelle pour traiter de nombreuses
maladies, en particulier le systeme digestif. La macération réalisée dans 1’Ethanol/eau
(80/20) a la température ambiante pendant 72 heures montrent un rendement en
polyphénols important qui atteint 17%.

L’analyse qualitative exécutée par des tests phytochimique sur la plante a
montré la présence des flavonoides, les tanins, les stéroide. Les résultats de I’analyse
quantitative des phénols totaux révélent la richesse de 1’Artemisia campestris en
polyphénols. Le contenu phénolique dans les extraits de maceération et les extraits de
sonication est effectuée par le test de Folin ciocalteu. Les résultats montrent la
présence des quantités intéressantes en polyphénols.

La teneur la plus élevée est constatée dans 1’extrait de la sonication 130.258 +
3.669 (mg EAG /mg MS). Les teneurs dans les extrait de la macération (phase
organique et phase aqueuse) sont inférieurs que celle obtenue dans I’extrait de la
sonication, leurs teneurs varié entre (45.687 + 10.352 et 8.019 + 3.059mg EAG/g
MS). La quantification des flavonoides réalisés par le test de AICI; montre aussi que
I’extrait de la sonication posséde la meilleur quantité en flavonoide (14.098+0.324 mg
EQ/mg) suivi par les extrait de macération (phase organique et phase aqueuse) qui
montrent les valeurs (6.421+0.061 et 0.833+0.201mg EQ/mg) ou la phase aqueuse
présenté la plus faible valeur. La mesure de I’activité antioxydante des extraits
phénoliques obtenus par la macération et la sonication montrent que la meilleure
activité est enregistrée au niveau de I’extrait de la macétration (phase organique).
Mais cette activité reste moins actif comparée aux antioxydants standards de 1’acide
gallique et le BHA.

Par contre les composés phénoliques obtenus par la sonication relevent un
faible activite malgré sa teneur éleve en polyphénol. En effet, certains composes non
phenoliques qui peuvent étre extraits par la sonication peuvent réagir avec le réactif

de Folin ciocalteu, mais ne sont pas aussi efficaces qu’un agent antioxydant.



Comme perspective on propose d’identifier clairement les molécules impliquées dans
I’effet antioxydant qui pourront répondre aux différents problémes de la santé et
d’étre un alternatif des médicaments synthétiques.
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1.1 Réactifs chimiques

Tableau 1 : Les produits chimiques et les réactifs utilisés

Nom de produit Structure Mark
Ethanol CHs-OH SIALCHIM
hexane CeH1o VWR CHMICALS
acétate d’éthyle C4HsO> VWR CHMICALS
carbonate de sodium Na,COs VWR CHMICALS
Réactif folin _ciocalteu SIGMA
acide gallique C7/HeOs SIGMA
quercétine ALDRICH
acide chlorhydrigue HCI Hoeneywell
chlorure d’aluminium AICl; VWR CHMICALS
potassium phosphate KH,PO, FIUKa Chemika
monobasique
potassium phosphate .
dibasique K2HPO, AppiCnenPaanreac
potassium ferricyanide KsFe(CNg) BDH Chemicals
Ammonia solution NH,OH Biochem chenopharma
lodine P} SIGMa-ALDRICH
lodure de potassium Kl SIGMa-ALDRICH
Chloroforme CH.Cl, VWR CHMICALS
DPPH C1sH12N506 SIGMA-ALDRICH




1.2 Appareils et instruments

Les différents appareils utilisés pour nos analyses sont regroupés dans le

tableau suivant :

Appareillage Marck
Balance OHAUS
ultrasons SELEGTA

Spectrophométre UV-Visible,

OPTIMA SP-3000nano

Micropipette et pipette

Précision (10-100 et 100-1000)

Fiole, Bicher, Spatule, agitateur

Cuvette UV/Visible a usage unique en

plastique
Contrefugues Sinal TD4A
.3 Systématigue de la plante
Régne Plantae
Sous regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta

Sous embranchement

Magnoliopsida

Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous famille Asteaoideae
Tribu Anthemideae
Sous tribu Artemisinae
Genre Artemisia

Espéce

Artemisia campestris L
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Les courbes de I’activité antioxydante
11.1. Test de DPPH
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Figure .1 Courbe représente la variation de I’inhibition en fonction des différentes
concentrations d’extrait de macération (phase aqueuse)
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Figure .2 Courbe représente la variation de I’inhibition en fonction des différentes
concentrations d’extrait de macération (phase organique).
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Figure .3 Courbe représente la variation de I’inhibition en fonction des différentes

concentrations d’extrait de sonication.




La courbe standard d’acide gallique
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Figure .4 Courbe représente la variation de 1’absorbence en fonction des différentes

concentrations d’acide gallique

I1.2. Testde FRAP

y =11,068x + 0,1435

o
[

o
N

1 % Inhibition
o o
B~ (o))

o

0,02 0,04 0,06 0,08
Concentratio mg /ml

o

Figure .5 Courbe représente la variation de I’inhibition en fonction des différentes

concentrations d’extrait de macération (phase aqueuse).
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Figure .6 Courbe représente la variation de I’inhibition en fonction des différentes

concentrations d’extrait de macération (phase organique)
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Figure .7 Courbe représente la variation de I’inhibition en fonction des différentes

concentrations d’extrait de sonication.

La courbe standard d’acide gallique et BHA
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Figure .8Courbe représente la variation de 1’absorbonce en fonction des différentes

concentrations d’acide gallique
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Cette étude a eté congue pour examiner l'activité antioxydante d'Artemisia campestris en
examinant deux techniques d'extraction : la macération et la sonication. Un rendement en polyphénols
important est observé chez ’extrait hydroéthanoique atteint 17 %. L’analyse qualitative par les tests
phytochimiques a marqué la présence des flavonoides, les tanins, les saponines, les terpénoides ainsi
que les stéroide. Le contenu des polyphénols totaux et des flavonoides a révélé que la teneur la plus
¢élevé est enregistré dans 1’extrait de la sonication avec des teneurs de (130.258 + 3.669 mg EAG /mg
MS) pour les polyphénols et (14.098+0.324 mg EQ /mg) pour les flavonoides. Les teneurs dans les
extraits de la macération (phase organique et phase aqueuse) sont inférieurs que celle obtenue dans
I'extrait de la sonication, leurs teneurs varié entre (45.687 £ 10.352 et 8.019 + 3.059 mg EAG/g MS)
pour les polyphénols, et varié entre (6.421+0.061 et 0.833+0.201 mg EQ /g) pour les flavonoides. La
mesure de Iactivité antioxydant des extraits phénoliques et des quelques antioxydants standard pris
comme références (I’acide gallique et le BHA) donne le méme classement d’activité par les deux
méthodes utilisés (DPPH et FRAP). L’ Artemisia campestris a une activité antioxydant moyennes, par
rapport aux (I’acide gallique et le BHA). La méthode de macération extraire, dans ce cas, les composes
phénoliques actifs du matériel végétal bien que son faible rendement marqué.

Mots clés : Artemisia campestris, Macération, sonication composé phénolique, DPPH, FRAP.

Abstract:

This study was designed to examine the antioxidant activity of Artemisia campestris by
examining two extraction techniques: maceration and sonication. A high yield of polyphenols is
observed in the hydroethanoic extract reaching 17 %. Qualitative analysis by phytochemical tests
marked the presence of flavonoids, tannins, saponins, terpenoids as well as steroids. The content of
total polyphenols and flavonoids revealed that the highest content is recorded in the sonication extract
with contents of (130.258 + 3.669 mg EAG / mg DM) for polyphenols and (14.098 + 0.324 mg EQ /
mg) for flavonoids. The contents in the maceration extracts (organic phase and aqueous phase) are
lower than that obtained in the sonication extract, their contents varied between (45.687 + 10.352 and
8.019 + 3.059 mg EAG / g DM) for the polyphenols, and varied between (6.421 + 0.061 and 0.833
0.201 mg EQ / g) for flavonoids. The measurement of the antioxidant activity of the phenolic extracts
and some standards antioxidants taken as references (gallic acid and BHA) gives the same
classification of activity by the two methods used (DPPH and FRAP). Artemisia campestris has
average antioxidant activity, compared to (gallic acid and BHA). The maceration method extract, in
this case, the active phenolic compounds from the plant material although its marked low yield.

Keywords: Artemisia campestris, Maceration, sonication phenolic compound, DPPH, FRAP.



