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Introduction générale

Les plantes medicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de
centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les métabolites
secondaires. Ces derniers sont par la suite accumulés dans différents organes et parfois dans

des cellules spécialisées de la plante.

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde
végétal et particulierement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules

naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse.

De nombreuses études ont mis en évidence la présence de métabolites secondaires
doués d'activités biologiques telles que les polyphénols, alcaloides, terpénes ...etc. L'Algérie
posséde une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales qui constituent le
couvert végétal, se trouve le genre Artemisia, ce dernier est largement distribué surtout dans
les régions semi arides. De nombreuses espéces de ce genre sont utilisées en médecine
traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs molécules douées d’activités thérapeutiques,

parmi les espéces les plus connues se trouve Artemisia campestris.

Cette plante largement utilisée pour traiter les troubles digestives, les ulcéres, les
brilures, la diarrhée,...ctc a constitué le sujet de plusieurs études qui font déterminé leurs
compositions chimiques (De Pascual et al .,1984 ; Rauter et al ., 1989 ; Joao et al .,1998 ;
Akrout et al., 2001), ainsi que les propriétés biologiques (Memmi et al ., 2007 ; Sefi et al.,
2010 ; Akrout et al., 2011).

Le but de cette étude est la valorisation de ressources vegétales de notre région par des
recherches scientifiques , et plus spécifiquement une contribution a I'étude des propriétés
antioxydantes de I'espéce Artemisia campestris. Parmi les raisons ayant conduit au choix de
cette plante:

» Tous dabord, I'Artemisia campestris est une plante spontanée qui est
couramment rencontrée dans les zones semi arides de I'Algérie d'ou elle est

souvent employée par la population locale en médecine populaire.



» La majorité des recherches ont étudié les huiles essentielles, alors que certaines

d’entre elles ont étudié les extraits organiques et aqueux.

Ce mémoire est présenté sous forme deux parties. La premiére partie consiste a une
étude bibliographique, on s'intéresse a donner quelques connaissances concernant 1’espece
Artemisia campestris. et présente aussi des notions sur les polyphénols et les flavonoides.
Cette partie aborde aussi quelques données générales sur les protéines et leurs roles
biologiques.

La deuxieme partie, c'est la partie expérimentale, ou nous développons les démarches
expérimentales employées pour I'étude de cette plante, Nous avons extrait la matiére grasse
par Soxlhet puis extrait les composés phénoliques en utilisant de deux solvants organiques,
(le méthanol et le dichlorométhane). Enfin, nous avons évalué le pouvoir antioxydant de notre
extraits, ou deux tests chimiques sont utilisés, l'un est le test DPPH qui permet d'évaluer la
capacité antiradicalaire nécessaire pour diminuer 50% des radicaux libres, l'autre est le test
ABTS ou l'activité antioxydante totale d’un extrait est déduite de sa capacité a réduire le
radicale ABTS™ de coloration bleu-verte en ABTS" incolore. Nous discutons les résultats

obtenus, on termine notre étude par une conclusion et des perspectives.
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I.1 La plante Artemisia campestris
1.1.1 Généralités

Le genre 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 hétérogene, composé de
plus de 500 espéces 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 I'Algérie, ce genre est représenté par 11 espéces spontanées parmi lesquelles

se trouve Artemisia campestris communément appelées "dgouft” (Quezel et Santa 1963.
1.1.2 Description botanique

Artemisia campestris est un arbuste aromatique a tiges robustes, d’une hauteur de 30 a
80 cm. Cette plante possede des capitules trés petits, étroits (1 a 1,5 mm) ovoides ou
coniques, a involucre scarieux, ne contient que 3 a 8 fleurs de couleur jaunatre bordées de
rouge, et a pédoncule muni de poils blanchatres a brunatre. Les feuilles d’Artemisia
campestris sont glabres de couleur verte foncée, les inférieures dipinnatiséquées, les
supérieures pinnatiséquées, les basales pétiolées et auriculées, les tiges sont ligneuses a la
base striée (David, Herve., 1994 ; Ozenda, 1983 ; Quezel et Santa.,1962).

Figure 1.1: Photo d’Artemisia campestris.



1.1.3 Systématique de la plante
Selon Caratini (1971), la plante Artemisia campestris est classée dans:

Régne: Plantae
Sous régne: Tracheobionta
Embranchement: Spermatophyta

Sous embranchement: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Sous classe: Asteridae

Ordre: Asterales

Famille: Asteraceae

Sous famille: Asteroideae

Tribu: Anthemideae

Sous Tribu: Artemisiinae

Genre: Artemisia

Espéce: Artemisia campestris L

1.1.4 Origine et distribution

Les espéces qui appartiennent au genre Artemisia sont des arbustes aromatiques, qui
poussent de facon spontanée dans plusieurs régions de I’hémisphere nord de la terre, surtout
dans les zones semi arides et le bassin méditerranéen, et s’étendent jusqu’a 1’Himalaya
(Vernin et al  .,1995), dans I’hémisphére sud elles sont trouvées en Afrique du sud,
I’ Australie et I’Amérique du sud, d’apreés Kyeong (2007), Artemisia campestris est originaire

de I’ Asie.

1.1.5 Composition chimique
Différentes classes de métabolites secondaires ont été mis en évidence dans la partie aérienne
d’Artemisa campestris. Ces métabolites secondaires sont consignés dans le tableau (I.1).

Tab 1.1: Teneur en polyphénols, de la partie aérienne d’Artemisia campestris
Djeridane et al ., 2007).

Plante Phénols totaux ® | Flavonoides ° Dérivés hydrox Dérivés hydrox

Cinnamiques°® Benzoiques ¢
Artem|3|a_ 103 4 5 95 0
Campestris

a: mg EAG/g ps, b : EQ(m/m), ¢ : EAC (m/m), d : EAG (m/m).




1.1.6 L’utilisation traditionnelle d’Artemisa campestris

Artemisa campestris est largement utilisée en medecine traditionnelle grace a ses
propriétés bactéricides, antifongiques, antiinflammatoires, antihelminthiques, antivenins et
analgesiques (carvalho et al, 2011 ; Ghlissi et al, 2016).

La partie aérienne est utilisee dans le traitement de brilures, de la diarrhée, les
morsures de serpent, les piqures de scorpions, 1’eczéma, la gastroentérite, la dysenterie, le
rhumatisme,elle estégalement utilisée pour traiter les infections urinaires, la fievre la toux et
les problémes menstruels (Ben Sassi et al .,2007 ; Dob et al.,2005).

Les fleurs d'Artemisia campestris ont été utilisées comme agent hypoglycémique,
dépurative, antilithiasique, ainsi que pour le traitement de I'obésité et pour diminuer le taux de
cholestérol (Sijelmassi A., 1993, Le Floc’h,1983).

1.1.7 Activités biologiques
Artemisia campestris posséde de nombreuses propriétés biologiques, parmi lesquelles on cite

le plus importante :

1.1.7.1 Activité antioxydante

La partie aérienne d’Artemisia campestris posséde des activités antioxydantes
significatives. En effet cette plante est riche en composés doués d’activité antioxydante tels
que: les flavonoides, les polyphénols et les tanins, ces différents constituants exercent ses
actions antioxydantes en inhibant la production de ’anion superoxyde, 1’hydroxyle, comme
ils inhibent la peroxydation lipidique au niveau des microsomes (Bruneton, 1999).

Dans une étude faite par Aniya et al (2000) I’activit¢é antioxydante de 1’extrait
aqueux d’Artemisa campestris a été testée par la méthode de DPPH (2,2-diphenyl-I-1-
picrylhydrazyl), les résultats obtenus ont montré que I’extrait aqueux posséde une activité
antioxydante élevée. De leurs coté Akrout et al (2011) ont étudié I’activité antioxydante de
trois extraits de la partie aérienne d’Artemisia campestris (huile essentielle, extrait aqueux,
extrait éthanolique 50%) en utilisant trois méthodes différentes: la méthode de DPPH, la
technique de décoloration du p-caroténe et la méthode d’ABTS (2,2 azinobis-
3ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid), ils ont trouvé que I’huile d’Artemisia campestris
posséde une faible activité antioxydante, alors que les extraits aqueux et organique montrent

une activité antioxydante importante en comparaison a celle de 1’huile essentielle.



1.1.7.2 Activite antibactérienne

Artemisia campestris est une plante médicinale utilisee dans le traitement de
nombreuses infections telles que les infections urinaire. Naili et al (2010) ont testé ’activité
antibactérienne de 1’extrait méthanolique des feuilles d 'Artemisia campestris, ils ont trouve
que Dactivité de cet extrait a été plus efficace contre les bactéries gram positif

(Staphylococcus aureus) que les bactéries gram négatif (Escherichia coli).

1.2 Les polyphénols

Les polyphénols 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 1I’éther, I’ester ou un hétéroside (Bruneton, 2009).

Les composés phénoliques possedent une structure qui varie depuis les molécules
simples comme les acides phénoliques simples vers les molécules les plus hautement

polymérisées tels que les tanins condensés (Urquiaga et Leighton, 2000).

1.3 Les flavonoides
1.3.1 Définition

Le terme flavonoide désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols (Seyoum et al., 2006), ils sont considérés comme des pigments
guasiment universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits
et parfois des feuilles. A 1’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme
d’hétérosides (Ghestem et al., 2001; Bruneton, 1999 ).

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

molécules, en effet plus de 6400 structures ont été identifiées (Harborne et Wiliams., 2000).

1.3.2 Structure et classification des flavonoides

De nos jours, plus de 8000 flavonoides ont été identifiés. lls ont une origine
biosynthétiqgue commune et par conséquent, possedent tous un méme squelette de base a
quinze atomes de carbones, constitué de deux unités aromatiques; deux cycles en C6 (A et B),
reliés par un hétérocycle en C3 (Figure 1.2) (Bruneton, 1999; Pietta, 2000).



Figure 1.2: Structure générale du noyau des flavonoides (Heim et al., 2002).

Structuralement les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules selon
le degré d’oxydation et la nature des substituants portés sur le cycle C (Pietta, 2000), 14
groupes différents ont été identifiés dont six groupes sont particulierement les plus répandus
et les mieux caractérisés; flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols,
anthocyanidines (Tableau 1.2) (Heim et al., 2002 ; Hendrich., 2006). Les composés de
chaque classe se distinguent entre eux par le nombre, la position et la nature des substituants
(groupements hydroxyles, méthoxyles et autres ........ ) sur les deux cycles aromatiques A et B
(Heim et al., 2002).

Tableau 1.2: Structure chimique de certains flavonoides représentatifs de chaque classe (Heim et al., 2002).

Classe structure generale flavonoides typiques Substimants
Flavanol ’ { (*)pcatechin 35T AVOH
) (= )epicatechn 35,73 40N
O Epigaliocatechin gallate 1,573 4 5O, 3-gallate

Flavone chrysin §,7.0H

apigenin S, 74%0H

rutin 5,73 4-OH, 3-rutinose

luteolin 5.7V 40H

luteolin glucosides $,7.30H, &' glucose

SAOH, 4. 7-glucose
Flavonol kaempferol 1,5 740H

quercetin 1573 40OH




Tableau 1.2:(suit)

myncetm 15,734 SOH

lamarixetin 1.5, 7300 4 OMe
Flavanone narngin 5 40Ol 7-chamnoglucose
(dihydroflavon Q naringenn $.740H

taxifodn 1.5, 7.3V 40O

eniodictyol §IVAVON

hesperidin 1.5 30OHA-OMe, T-rutinose
Isoflavone genistin 5 40OH, 7-glucose

genistein 5.7.4“OH

dadzin 4OH, T-glucose

dardzem T40OH
Anthocyanidin apigemdin $.74“0OH

cyanudin 1574 0H.3.5-OM¢

1.3.3 Activité antioxydante des flavonoides

Les flavonoides possedent de nombreuses activités biologiques, ces activités sont
attribuées en partie aux propriétés antioxydantes de ces composes naturels (Fuhrman et al .,
1995). L’action antioxydante de ces composés ne s’exerce pas Seulement par 1’inhibition des
radicaux libres, mais elle se manifeste aussi par la neutralisation d’enzymes oxydantes et par
la chélation d’ions métalliques responsables de la production des espéces réactives de
I’oxygene (Halliwell, 1994 ; Cotelle, 2001).

A cause de leurs faibles potentiels redox, les flavonoides (FI-OH) sont
thermodynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants (R’), comme le

superoxyde, le peroxyle, 1’alkoxyle et ’hydroxyle, par transfert d’hydrogene et le radical

Flavonoxy (FL-0) qui en résulte peut réagir avec un autre radical pour former une structure

stables (Jovanovic et al., 1994).
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Figurel.3 : Piégage des espéces réactives oxygenées par les flavonoides (Marfak, 2003).

Les flavonoides sont aussi considérés comme de bons chélateurs d’ions métalliques
(Brown, 1998 ; Dacosta, 2003), comme les ions du fer (Fe**) et du cuivre (Cu®) qui sont
essentiels pour certaines fonctions physiologiques, mais ils sont aussi responsables de la
production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogéne selon la réaction

suivante :

H,0, + Fe** (Cu") — OH +OH + Fe** (Cu®")
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11.1 Matériels et méthodes
Dans cette partie, nous avons décrit les matériels utilisés et les méthodes suivit lors des
procédés expérimentaux. L’étude expérimentale de I’espéce a été réalisée au niveau du

laboratoire de département SM (sciences de la matiere), Université Amar Telidji - Laghouat.

11.1.1 Matériels
11.1.1.1 Matiére végétale
La plante d’Artemisia campestris a été collectée au mois d'Octobre 2019 dans la
région d'El-Assafia (wilaya de Laghouat).
La partie aérienne de la plante a été séchée a I’ombre pendant un mois avant

I'utilisation.

11.1.1.2. Produits chimiques

La liste des produits chimiques utilisés dans cette étude est regroupée dans le tableau suivant :

Tableau I1.1 : Liste des produits chimiques utilisés.

Nom du produit Les marques
Hexane, Ethanol, Meéthanol,
dichlorométhane , Carbonate de sodium Sigma-Aldrich

Na2COs, Réactif de Folin, acide gallique

Dpph, ABTS

11.1.2. Méthodes

1.1.2.1 Extraction des lipides

Afin d'extraire et de déterminer la teneur en matieres grasses, nous avons choisi la
méthode d'extraction solide liquide par Soxhlet. En utilisant I'hexane comme phase liquide
L'extracteur de Soxhlet permet le traitement de solides (matiere végétale) avec des solvants en
phase liquide vaporisés. Le corps de I'extracteur, contient une cartouche en cellulose remplie
par la matiére végétale en poudre. Cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant
(ballon) et est elle surmonté d'un réfrigérant. Le solvant est vaporisé puis condensé tout en

restant en contact avec le matériel végeétal. La solution collectée dans le ballon s'enrichit de

10



plus en plus en soluté a chaque cycle d'extraction et le matériel végétal est toujours en contact
avec du solvant fraichement distillé.

L'extraction est terminée lorsque le solvant d'extraction devient de plus en plus clair
c'est-a-dire sans une proportion significative de soluté (Bengachoi, 2011).

Les extraits sont séchés par une quantité suffisante de sulfate de sodium anhydre.
Apres filtration, le solvant est évapore sous pression réduite & 40°C. L'extrait obtenu est un
extrait lipidique brut (huile). L’extrait est pesé et nous avons calculé la teneur en huile par la

relation suivante :

Masse de l'extrait lipidique

Teneur en huiles = x100
Masse de la prise d'essai(matiére végétale)

1.1.2.2 Extraction des composés phénoliques

La méthode d’extraction que nous avons adoptée est la macération successive en

utilisant deux solvants organiques ; il s’agit dichlorométhane et du méthanol.

La quantité de solvant doit étre appropriée a la quantité de matiere végétale a extraire.
Dans notre cas la macération est faite avec 10 g de la matiére végétale délipidée dans 100ml
dichlorométhane pendant 24 heures. Aprés filtration sur un papier filtre, puis une deuxiéme
macération a été realisée. Les filtrats sont recombinés puis évaporés a sec a 1’aide d’un

évaporateur rotatif.

Le matériel végétal est ensuite soumis & une autre extraction dans les mémes
conditions mais avec le méthanol.

Cette extraction successive a permet d’obtenir deux extraits organique : 1’extrait de
dichlorométhane et I'extrait de méthanol qui seront récupérés dans des flacons en verre puis

conservés a 4° C jusqu’a utilisation.
1.1.2.3 Analyses quantitatives des extraits

Des déterminations quantitatives des principaux groupes de métabolites secondaires

ont éte effectuées sur les extraits d 'Artemesia campestris.
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a. Dosage des polyphénols totaux

En pratique, plusieurs méthodes sont appliquées pour estimer la teneur en phénols
totaux dans les tissus végétaux, mais aucune n’est apte seule de détecter tous les composés
phénoliques présents réellement dans ces tissus. Parmi elles, la méthode de Folin- Ciocalteu
est utilisée depuis environ un siecle pour doser la quantité des phénols dans les plantes, elle
est utilisée initialement pour les acides aminés (tyrosine et tryptophane), ou le réactif de
Folin-Ciocalteu interagit avec le groupement phénolique hydroxylé de ces acides aminés
(Vermerris et Nicholson, 2006).

Le principe est base sur la réduction du réactif Folin- Ciocalteu de couleur jaune, qui
est un mélange de 1’acide phosphotunstique (H3PW12040) et I’acide phosphomolybdique
(H3PMo12040), par les groupements hydroxyles des polyphénols, en oxydes bleus de
tungsténe et de molybdene qui absorbe dans le visible & 740 nm, la réaction s’effectue de
préférence dans un milieu basique (Vermerris et Nicholson, 2006). Pour cette méthode
spectrophotométrique, il faut établir une courbe d’étalonnage qui relie les absorbances aux
différentes concentrations, comme celle de [’acide gallique ou chlorogénique. Les
concentrations en composés phénoliques sont alors rapportées en équivalent d’acide gallique

ou chlorogénique respectivement (Vermerris et Nicholson, 2006).

Pour estimer la teneur en phénols totaux dans nos extraits, nous avons utilisé cette
méthode, suivant le protocole décrit par Ammar R.B.et al (2007), en prenant 1’acide gallique

comme étalon.

Nous mettons dans un tube, un volume de 500 pl du réactif de Folin-Ciocalteu (10%)
est mélangé avec 100 pl de chaque extrait dilué, et aprés environ 5 min, 400 pl de carbonate
de sodium Na,CO;3; (2%) ont été ajouté au meélange. L'ensemble est laissé réagir pendant
30 minutes a I’obscurité. La lecture de la densité optique est effectuée a 740 nm a l'aide d'un

spectrophotometr UV contre un blanc.

Une courbe d’étalonnage est préparée en utilisant 1’acide gallique comme standard, les
résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme de matiére
seche de la plante (mg EAG/g Ms).
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b. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides est effectué selon la 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
spectrophotometre a 430 nm. De méme que le dosage des phénols totaux, le dosage des
flavonoides nécessite aussi 1’établissement d’une courbe d’étalonnage d’un flavonoide
standard (la Quercétine par exemple). Une solution méthanolique de quercétine a été
préparée. Des solutions filles préparées a partir de la solution mere a différentes

concentrations comprises entre (0 et 1 mg/ml), permettront de tracer la courbe d’étalonnage.

Pour réaliser le dosage des flavonoides, un millilitre (1 ml) d’extrait dilué (1’extrait de
dichlorométhane et I'extrait de méthanol) est ajouté a 1 ml de trichlorure d’aluminium (AICl;
2%). Aprés 30 min d’incubation, a température ambiante et a I’abri de la lumiére, les
absorbances sont mesurées par le spectrophotometre a 430 nm. La coloration jaune produite
est proportionnelle a la quantité de flavonoides présente dans 1’extrait. Les résultats sont
exprimés en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme de matiére seche (mg EQ

/mg d’extrait).
11.1.2.4 Evaluation de I'activité antioxydante
a. Estimation du pouvoir antiradicalaire par DPPH

L’activité antiradicalaire des différents extraits est évaluée par le test au 2,2-diphényl-
2- picryl-hydrazyle (DPPH),elle est réalisée par la méthode décrite par (Blois.1958). Le
radical DPPH caractérisé par une couleur violette foncée est réduit par les antioxydants en un
composé jaune (diphénylpicryl-hydrazine) dont l'intensité de la couleur est inversement

proportionnelle & la capacité des antioxydants presents dans le milieu a donner des protons.

L

DPPH (Violet) Antioxydant DPPHH (Jaune) Radical de I’antioxydant

Q NO, Q NO,
8 SRR K
oo TEET L
t

Figure 11.1 : Réduction du radical libre DPPH
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Nous avons préparé la solution de DPPH de 250 uM dans le méthanol. 1 ml de DPPH
est ajouté a 1 ml d'une solution d'un antioxydant standard (acide ascorbique) préparée dans le
méthanol ou les solutions des extraits. Le mélange est vigoureusement agité et laissé a
I'obscurité pendant 30 min. La décoloration par rapport au contréle négatif contenant
uniquement la solution de DPPH et le méthanol est estimée a 517 nm. L'activité anti

radicalaire est calculée selon I'équation ci-dessous.

(Abss17 nmControle — Abssq7 nmEchantillon)
Abss17 nmControle

% d'activité antiradicalaire =

x 100

Les IC50 sont calculées graphiquement par les régressions linéaires ou logarithmiques
des pourcentages d'inhibition en fonction de différentes concentrations de chacun des extraits
testés. Ou ICsp est La concentration inhibitrice a 50 % (aussi appelée EC50 pour Efficient
Concentration 50%), est la concentration de I'échantillon testé nécessaire pour réduire 50% du
radical DPPH (Scherer et Godoy, 2009 ; Fabri et al., 2009).

b. Test de réduction du radical cation ABTS"

En réagissant avec le persulfate de potassium (K2S,0g), 'ABTS (acide 2,2'- azino-bis
3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) forme le radical ABTS™, de couleur bleue-verte. L'ajout
d’antioxydant réduit ce radical et provoque une décoloration de ’ABTS. La décoloration du
radical mesurée par spectrophotométrie a 734 nm est proportionnelle a la concentration en
antioxydants (Re et al., 1999).
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Figure 11.2 Formation et piégeage du radical ABTS™ par un antioxydant (Re et al., 1999).

L’activité antiradicalaire a été également évaluée par le test ABTS, un mélange de
1 ml d’une solution aqueuse d’ABTS (20 mM) et de 1 ml d’une solution de la peroxydase et
150 ul d’une solution aqueuse de H,O, a été préparé, le mélange est compléter jusqu'a 100 ml

avec 1’eau distillé (un mélange de couleur bleu-vert a été obtenu).
Un volume de 1 ml de la solution verdatre d> ABTS™ est mélangé avec 1 ml d’extrait,

Apres 5 minutes d’incubation a I’obscurité I'absorbances sont mesurée a 734 nm contre le

blanc correspondant.
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11.2. Résultats et discussion

11.2.1. Teneur en huiles

L’extrait lipidique de I'Artemisia campestris obtenu présente une couleur verte et une
odeur agréable, avec un aspect liquide a température ambiante, cela peut étre di a leurs
richesses en acides gras insaturés.

La teneur en matiére grasse (MG) de notre plante est de 6,52 %. Cette teneur est
Iégerement élevée par rapport & ce qui a été rapporté par la littérature (Harrat, 2020) ou la
teneur était 4,12% pour les feuilles de pistachier lentisque.

La teneur en huile se situait dans la gamme des matiéres végétales utilisées pour les
applications industrielles ou pharmaceutiques, comme dans le cas des graines de blé (moins

de 10% de matiére grasse) (Sonntag NOV 1979).

I1.2.2 Rendement d’extraction des composés phénoliques

La préparation des extraits a partir de la partie aérienne d’Artemisia campestris a été
effectuée par deux solvants a polarité différente (méthanol et dichlorométhane). Exprimé en

pourcentage de masse d’extrait par rapport a la masse de la plante.

rendement%

16 1
14
12 7 7

B rendement

[ T R < N = = ]
1

EXT MeOH Extr CH2ZCL2

Figure 11.3 : rendement d’extraction des composés phénoliques

Le rendement le plus élevé a été observé avec 1’extrait de méthanol (14,52 %), et Nous
avons enregistré un faible rendement dans le cas de I'extrait de dichlorométhane (10.61%).

Il est important de souligner que la méthode utilisée, ainsi que les conditions dans
lesquelles I’extraction est effectuée, affectent tous le contenu total en phénols et flavonoides,
et par conséquent affecte les activités biologiques médiées par ces métabolites (Lee et al.,
2003).
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11.2.3 Dosage des composés phénoliques
11.2.3.1 Teneur en polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits d’Artemisia campestris est évaluée par la
procédure basée sur la méthode de Folin-Ciocalteu, dont 1’acide gallique est utilisé comme un
standard (Figure 11.4).

Absorbance (760 nm)
(=]

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,25

Concentration de 1'acide gallique (mg/ml)

Figure 11.4 : courbe d’étalonnage réalisée avec 1’acide gallique.

Les résultats exprimés en milligramme d’équivalent de 1’acide gallique par gramme de

la matiére seche (mg EAG/g MS) sont représentés dans le Tableau 11.2.

Tableau 1.2 : Teneur en phénols totaux des extraits d’A.campéstris.

Extrait Teneur en Phénols totaux (mg EAG/g MS)
Extrait MeOH 282,44 (* 2,34)
Extrait CH,Cl, 3563 (F1,11)

D’apreés ces résultats, La teneur en polyphénols totaux dans 1’extrait méthanolique et
I’extrait dichlorométhanique montre des résultats différentes qui sont respectivement de :
282,435 et 35,625 (Mg EAG/g MS).

Selon les résultats obtenus, la teneur en polyphénols totaux est significativement
¢levée dans I’extrait méthanolique que dans I’extrait de dichlorométhane. Cette variabilité en
teneur des composés phénoliques entre les deux extraits peut étre expliquée par la présence
des composés phénoliques de faible solubilité dans le dichlorométhane mais soluble dans le
méthanol. D’aprés ces résultats, on déduit que le contenu phénolique dans les extraits

examines, dépend de la polarité du solvant utilisé pour I’extraction.
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Dans une étude effectuée sur la méme plante (Artemisia campestris), Djeridane et al.,
(2006) ont déterminé la teneur en polyphénols totaux de la partie aérienne d’un extrait
éthanolique 70% (eau 20%) (v/v), ils ont trouvé que la teneur des polyphénols totaux
est de 20,38 mg EAG/g MS. Dans une autre étude, Djeridane et al., (2007) ont dosé les
polyphénols totaux dans un extrait éthanolique (80%), la teneur trouvée était 103,4 mg EAG/g
MS, ce résultat est relativement trés éleve, il est 5 fois supérieur a celui trouvé dans I'étude
précédente. Cette teneur peut atteindre plus de 450 (mg EAG/g d'extrait) quand I'extraction est
réalisée avec une solution hydroéthanolique a 50 % (Akrout et al., 2011).

Cette différence dans les teneurs peut étre expliquée par les conditions
environnementales, climatiques et période de collecte ainsi que par les facteurs

génétiques et les conditions expérimentales.

11.2.3.2 Teneur en flavonoides

Les taux des flavonoides des extraits ont été calculés a partir de la courbe
d’étalonnage, tracée en utilisant la quercétine comme standard (Figure I1. 5). Ils sont exprimés

en termes de mg EQ /g MS.

1,2 -
y=12,82x
1 - R*=0,9987
H
) 0,8 -
=
o
g 0,6 -
=
=
~
= 0.4 -
]
=
-
0,2 -
0 ; ; ; ; |
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Concentration en (mg/ml)

Figure 1.5 : Courbe d'étalonnage de la quercétine
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Le tableau 11.3. suivant donne les teneurs en flavonoides des extraits d ’A.campéstris

Tableau 11.3 : Teneur en flavonoides des extraits d’A.campéstris.

Extrait Teneur en flavonoides(mg EQ /g MS)
Extrait MeOH 15,54 (* 0,85)
Extrait CH,Cl, 17,68 (* 0,26)

On remarque que la teneur en flavonoides dans I'extrait de dichlorométhane est plus
important (17,68 mg EQ/g MS) comparativement au I'extrait méthanolique (15,54 mg EQ/g
MS).

Djeridane et al., (2006) et (2007), ont déterminé la concentration en flavonoides dans
deux extraits éthanoliques d’4.campéstris 70 % et 80 % (v/v), ou les teneurs en flavonoides
ont été estimées 7,46 et 5 mg ER/g MS respectivement. Cependant, Akrout et al (2011) ont
estimé cette valeur a 56,31 mg ER/g d'extrait quand I'extraction est réalisée avec une solution
alcoolique a 50 %. Alors que Saoudi et al., (2010) ont trouvé une teneur de 131,89 mg EQ/g
d'extrait de feuilles.

11.2.4 Evaluation de I'activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits a été évaluée par deux méthodes différentes : la
méthode de réduction de radical libre DPPH et la technique de réduction du radical cation
ABTS".
11.2.4.1 Test de DPPH

L’activité antiradicalaire des différents extraits a été évaluée par le test au DPPH,
celui-ci est souvent utilisé pour la rapidité des résultats comme il est employé pour le criblage
des molécules douées d'activités antioxydantes présentes dans les extraits des végétaux (Yi et
al .,2008).

Les graphes représentant le pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration de
différents échantillons dans la solution de DPPH ont été tracés. Les régressions linéaires
obtenues avaient un coefficient de détermination supérieur a 0,95, ce qui nous a permis de
calculer, a partir de I'équation du graphe, la concentration de I'extrait donnant 50 %

d'inhibition du radical libre DPPH (ICso) pour chaque échantillon. cette valeur est inversement
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proportionnelle a I'activité antioxydante, laquelle est d'autant plus importante que I'lCsy est
bas. L'acide ascorbique (vitamine C) a éte utilisé comme standard.
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Figure 11.6 : Courbe représentant la variation des pourcentages d‘inhibition

en fonction des concentrations de la vitamine C
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Figure 11.7 : Courbe représentant la variation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations

d'extrait de dichlorométhane.
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Figure 11.8 : Courbe représentant la variation des pourcentages d'inhibition en fonction des concentrations

d'extrait de méthanol.

Les valeurs d'ICsp des différents extraits d’Artemisia campestris et de I’antioxydant

standard sont calculées et les résultats sont illustrés dans le tableau 11.4.

Tableau 11.4: 1Cg pour le test DPPH des extraits d’Artemisia campestris et de vitamine C.

Extrait/standard ICs0 (Mg /ml)
Extrait MeOH 0,069
Extrait CH,Cl, 0,054
Vitamine C 0.012

Les valeurs d’ICso d’extrait méthanolique et de dichlorométhane sont 0,069 et 0,054
mg/ml respectivement. On constate que ’extrait de dichlorométhane possede une activité 5
fois moins que le standard (ICso= 0.012 mg/ml). On remarque que les deux extraits présentent
une activité anti radicalaire significative vis-a-vis du radical DPPHs.

Akrout et al., (2011) ont étudié ’activité antioxydante de trois extraits d’Artemisia
campestris, ils ont trouvé une valeur de Clso de 2,053 mg/ml pour I’extrait de 1’é¢thanol 50% ,
cette valeur est relativement tres faible si elle est comparée a celle de notre extraits. Kang et
al., (2003) ont suggére que les extraits des végetaux qui contiennent des molécules polaires

montrent une activité antiradicalaire élevée.
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11.2.4.1 Test d'ABTS

L’ABTS™ réagit rapidement avec les antioxydants et peut étre utilisé sur une large
gamme de pH. Soluble dans I’eau et dans les solvants organiques et n’est pas affecté par la
force ionique. 1l peut alors déterminer le pouvoir antioxydant lipophile et hydrophile (Re et
al., 1999).

L’activité antioxydante des différents extraits est déduite de leur capacité a inhiber le
radical ABTS™ obtenue & partir de ABTS (Sel d’Ammonium de 1’acide 2,2’-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) comparativement au produit de référence le Trolox.
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Figure 11.9 : La courbe d’étalonnage du Trolox.

Le pourcentage d’inhibition du radical cationique ABTS™ par les extraits d'Artemisia

campestris étudié est représenté dans les figures suivantes:
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Figure 11.10 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS+ par I’extrait méthanolique
d'Artemisia campestris a différentes concentrations
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Figure 11.11 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS"" par I’extrait de dichlorométhane
d'Artemisia campestris a différentes concentrations

Les résultats obtenus des tests ABTS (ICsp) sont présentés dans le Tableau 11.5

Tableau I11.5: ICsq pour le test ABTS des extraits d’Artemisia campestris et de Trolox.

Extrait/standard ICs0 (Mg /ml)
Extrait MeOH 0,041
Extrait CH,Cl, 0,036
Trolox 0,009
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D’aprés les résultats obtenus, la meilleure capacité antioxydante est montrée par
I’extrait de dichlorométhane avec un ICsg de I’ordre de 0,036 mg/ml, suivi de I’extrait
méthanol avec un IC50 de 0,041 mg/ml. Donc, les valeurs ICsy de notre extraits sont
comparables avec celle de I’antioxydant standard le Trolox (IC50=0,009 mg/ml), ce qui
montre que notre extraits sont trés efficaces dans 1’inhibition du radical cation ABTS™.

Akrout A et al., (2011) ont rapporté 1’activité antioxydante de I’extrait éthanolique
50% qui est de 1,737 mg/ml. Ces resultats sont inférieurs a ceux de la présente étude. Cela
peut étre expliqué par la qualité¢ des composés phénoliques dans I’extrait, qui doivent avoir
une forte activité antioxydante. Celle-ci peut étre influencée par de nombreux facteurs
externes tels que les conditions climatiques de la région de la collecte ainsi que la période de

collecte des échantillons qui influencent fortement 1’état physiologique de la plante.
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Conclusion
Geéneérale



Conclusion générale

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales posséde des
propriétés biologiques tres importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et I’agriculture. Ce regain d’intérét
vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments
inquictent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour I’organisme.

Notre étude a été consacree au dosage des polyphénols totaux et les flavonoides, afin
d’étudier les activités antioxydantes des extraits d’Artemisia campestris de la région de

Laghouat.

L'extraction de la partie aérienne de la plante a permis d'obtenir des rendements qui
different en fonction des solvants utilisés, alors que la teneur en composés phénoliques et
flavonoides était conséquente. Les résultats obtenus ont montré que 1’Artemisia campestris est

riche en phénols totaux.

L’activité antioxydante des différents extraits d’ Artemisia campestris a été évaluée par
deux méthodes: la méthode de réduction de radical libre DPPH et la technique de réduction du
radical cation ABTS".

Pour le test de réduction du radical libre DPPH, I'activité antiradicalaire est élevée
dans I’extrait le plus polaire (extrait méthanolique), par contre elle est faible pour 1’extrait de

dichlorométhane.

Par contre la technique de reéduction du radical cation ABTS+. La meilleure capacité

antioxydante est montrée par 1’extrait le moin polaire (I’extrait de dichlorométhane).

La réalisation de ce mémoire était dans des conditions exceptionnelles (épidémie

COVID-19). Pour cette raison, nos perspectives se résument comme suit :

» Evaluation de ’activité antioxydante de cette plante par d’autre méthode comme le
test FRAP

» Une recherche de molécules anti-oxydantes pouvant étre utilisées dans les procédés de
conservation des produits alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques.

» Recherche d’autres activités biologiques (antidiabétique, antimicrobienne,

anticancéreux...).
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Résumé

Artemisia campestris est une plante médicinale appartenant a la famille des Astéracée, cette espece
connue sous le nom local « Tgouft », est trés répandue dans le sud algérien.

la matiére grasse ont été obtenu par soxlhet en utilisant I'nexan , ou la teneur en huiles a été estimé a6,52%.

Les extraits organiques ont été obtenus par macération en utilisant deux solvants organiques : le méthanol
et le dichlorométhane , ou le taux d'extraction a été estimé a (14,52%) et (10,61%) respectivement.

La teneur totale en composés phénoliques a été déterminée en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu et sa valeur
était: 282,44 (mg EAG / g MS) dans l'extrait de méthanol et 35,63 (mg EAG / g MS) dans l'extrait de
dichlorométhane.

Egalement les flavonoides ont été évalués par la méthode AICls, leur teneur est de 15,54 (mg EQ / g MS) dans
I'extrait au méthanol et de 17,68 (mg EQ / g MS) dans le second extrait.

L'activité antioxydante a été évaluée selon deux méthodes différentes: la méthode de réduction de radical
libre DPPH et la technique de réduction du radical cation ABTS".

Pour le premier test, I'ICsy prend les valeurs de 0,069 et 0,054 (ml / mg) pour les extraits de méthanol et de
dichlorométhane respectivement. Pour le deuxiéme test (ABTS), I'lCs, a été évaluée a 0,041 (ml / mg) pour
I'extrait de méthanol et a 0,036 (ml / mg) pour le dichlorométhane.

Mots clés: Artemisia campestris , composés phénoliques, Flavonoides, L’activité antioxydante

Abstract
Artemisia campestris is a medicinal plant belonging to the Asteraceae family, this species known under the local

name “Tgouft”, is very widespread in southe of Algeria.
The oil was obtained by soxlhet using hexane, where the oil content was estimated to be 6.52%.

The organic extracts were obtained by maceration using two organic solvents: methanol and dichloromethane,

where the extraction rate was estimated to be (14,52%) and (10,61%) respectively.

The total content of phenolic compounds was determined using the Folin-Ciocalteu reagent and its value was:
282,44 (mg EAG / g MS) in methanol extract and 35,63 (mg EAG / g MS) in dichloromethane extract.



Also the flavonoids were evaluated by the AICI; method, their content is 15,54 (mg EQ / g MS) in the methanol
extract and 17,68 (mg EQ / g MS) in the second extract.

The antioxidant activity was evaluated using two different methods: the DPPH free radical reduction method and

the ABTS" cation radical reduction technique.

For the first test, the 1Cs, takes values of 0,069 and 0,054 (ml / mg) for the methanol and dichloromethane
extracts respectively. For the second test (ABTS), the 1Csq was evaluated at 0,041 (ml / mg) for the methanol

extract and at 0,036 (ml / mg) for the dichloromethane.

Keywords: Artemisia campestris , phenolic compounds, Flavonoids, Antioxidant activity.



