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Résumé

Artemisia campestris est connue pour ses propriétés médicinales et appartient a la famille
des astéracées. Cette plante, connue sous le nom de D'gouft, est trés répandue dans le sud
algérien, ou elle est utilisee en médecine traditionnelle pour traiter diverses maladies,
notamment les problemes digestifs, I'nypertension et les troubles rhumatismaux, et d'autres
cas de maladies. Il possede également de nombreuses propriétés biologiques, notamment il est
considéré comme un antioxydant, antibactérien et antifongique, Dans cette étude, nous nous
sommes concentrés sur l'analyse phytochimique de deux extraits organiques de Artemisia
Campestris , qui est produit en trempant la plante dans de I'eau distillée uniquement et dans

un mélange deau et dalcool (méthanol/eau ; 70/30 v/v) et avons atteint une valeur de



rendement respectivement de 4.96% , 9.96% .pour l'extrait agqueux nous avons évalué en
termes de teneur totale en flavonoides. et cela par la méthode AICIs, et sa valeur a été estimée
a 0,096 mg/mg, et la teneur totale en polyphénols par la méthode Folin Ciocalteu et sa valeur
était de 0,23 mg/mg, ainsi que l'activité antioxydante par les tests chimiques FRAP (1C50=
0.58mg/ml) et DPPH , (IC50=0.8mg/ml) et test hémolyse (IC50=0.81mg/ml). ainsi que
I'activité antibactérienne, mais il n'a donné aucun effet contre les souches bactériennes
utilisées. Quant a I'extrait hydro-méthanolique, nous l'avons évalué en termes de activité
antimicrobienne, utilisant des bactéries (positives et négatives) et des champignons, Nous
avons enregistré des zones d'inhibition allant de 7nm a 15,5nm. Par conséquent, Artemisia
Campestris est une source importante de plusieurs composés bioactifs naturels.

Mots clés: Artemisia Campestris, Flavonoides, Polyphénols, Activité antioxydante,

Activité antimicrobienne.
Summary

Phytochemical study and evaluation of the biological activities of Artemesia
Campestris

Artemisia campestris is known for its medicinal properties and belongs to the Asteraceae
family. This plant, known as D'gouft, is widespread in southern Algeria, where it is used in
traditional medicine to treat various diseases, including digestive problems, hypertension and
rheumatic disorders, and other cases of diseases. It also has many biological properties
including being considered an antioxidant, antibacterial and antifungal. In this study, we
focused on the phytochemical analysis of two organic extracts of Artemisia Campestris, which
is produced by soaking the plant in distilled water only and in a mixture of water and alcohol
(methanol/water; 70/30 v/v) and reached a yield value of 4.96%, 9.96% respectively. For the
agueous extract we evaluated in terms of total flavonoid content. and this by the AICI; method
and its value was estimated at 0.096 mg/mg, and the total polyphenol content by the Folin
Ciocalteu method and its value was 0.23 mg/mg, as well as the antioxidant activity by the
FRAP (IC50= 0.58mg/ml) and DPPH (IC50=0.8mg/ml) chemical tests and the hemolysis test
(1C50=0.81mg/ml), as well as antibacterial activity, but it showed no effect against the bacterial
strains used. As for the hydro-methanolic extract, we evaluated it in terms of antimicrobial
activity, using bacteria (positive and negative) and fungi, We recorded zones of inhibition
ranging from 7nm to 15.5nm. Therefore, Artemisia Campestris is an important source of
several natural bioactive compounds.

Key words : Artemisia Campestris, Flavonoids, Polyphenols, Antioxidant Activity,

Antimicrobial Activity.
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Introduction générale

Depuis la nuit des temps, I'nomme s'est appuyé sur la nature pour subvenir a ses besoins

élémentaires de nourriture, d'abri, d'habillement, et méme de traitement des maladies.

Les plantes algériennes sont abondantes et variées, et parmi les plantes les plus
répandues en elle figurent celles appartenant au genre Artemisia, qui est répandu surtout dans
les régions semi-arides, et beaucoup d'entre elles sont utilisées en médecine traditionnelle,
dont la plus connue est I'Artemisia campestris, qui est fréqguemment utilisé pour traiter les
troubles digestifs, et les ulcéres, brdlures, diarrhées, etc. Comme il contient de nombreux
composés a action thérapeutique (Boudjouref, 2011).

La chimie végétale étudie la composition, le métabolisme et les effets des produits
vegétaux naturels ainsi que leurs processus de purification, d'analyse et d'extraction. Il est
étroitement lié a d'autres domaines d'études tels que la pharmacologie, qui traite des composés
et des matieres premiéres non développés (Boutlelis, 2014 ; Abdelhak et al., 2022).

Par rapport a d'autres médicaments, les remeédes a base de plantes sont considérés
comme doux et peu nocifs. On pense que les ingrédients actifs des plantes médicinales
représentent environ 25 % de tous les médicaments actuellement prescrits. Et cela fait un total
de 120 composés d'origine naturelle contenant 90 plantes distinctes. Peu de tests chimiques
ont été effectués sur les milliers d'especes végétales répertoriées en Algérie comme ayant des

usages médicinaux (Boutlelis, 2014).

Les plantes contiennent de nombreux composes actifs qui sont utilisés dans la médecine
traditionnelle et moderne car ils contiennent des produits chimiques qui produisent un effet
physiologique spécifique sur le corps humain, et les plus célébres de ces composés sont les

flavonoides et les tanins (Chenguel, 2019).

Les métabolites secondaires peuvent protéger les plantes contre les maladies et peuvent
désormais coexister avec des matériaux importants tels que les cosmétiques et les
médicaments. Lorsqu'il existe un déséquilibre séveére entre les antioxydants et les systémes de
défense antioxydants, ces derniers favorisent la présence de stress oxydatif. A I'état
physiologique, la production d'ERO et les systémes de défense antioxydante sont parfaitement
équilibrés. De nombreuses études ont démontré la fonction critique des antioxydants naturels

dans le traitement des troubles liés au stress oxydatif (Bakdi et al., 2021).

Les polyphénols jouent un réle dans de nombreux processus physiologiques liés a la
qualité des aliments et sont activés lorsqu'une plante cause des dommages mécaniques. La
présence de composés phénoliques est souvent associée a la résistance des especes végetales

aux attaques d'insectes et de microbes (Mahboub, 2018).
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Introduction générale

Le but de cette étude est d'évaluer I'étude phytochimique et d'étudier l'activité
antioxydante, antimicrobienne, anti-inflammatoire et hémolytique de deux extraits différents
de la partie aérienne de la plante Artmesisa campestris, connue en Algérie sous le nom de
Dgoft, et cette plante est souvent utilisé pour traiter les maladies du tractus gastro-intestinal,

de la peau et des voies respiratoires.

Cet travail est composé de deux parties, la premiere partie est divisée en trois chapitres
et comprend une étude bibliographique sur le sujet de la mémoire, ou le premier chapitre
contient une description compléte des plantes médicinales depuis leur cueillette jusqu'aux
méthodes de préparation et d'utilisation ... etc., et le second. Il contient une description
détaillée de la plante étudiée (Artemisia campestris), et mentionne et décrit les métabolites
secondaires les plus importants, qui sont les composés phénoliques, les flavonoides... etc, et le
troisieme contient les activités biologiques étudiées les plus importantes.et dans la deuxiéme
partie, nous avons expliqué en détail le travail appliqué qui a été effectué sur la plante

sélectionnée Artemisia campestris.
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Chapitre | Les plantes médicinales

1. Plantes médicinales

Dans le monde, plus de 35 000 espéces végétales sont utilisées a des fins médicinales,
ce qui en fait la plus grande utilisation de la biodiversité de I'histoire humaine (Chabi et al.,
2015).

Les plantes et les vertus de leurs ingrédients naturels sont utilisées a des fins
thérapeutiques, selon le proverbe d'Hippocrate (vers 460-377 av. J.-C.) qui affirme que « la

nature est le médecin du malade » (Agre, 2015).

Tout a une origine végétale et peut étre utilisé pour traiter une condition spécifique,
selon le scientifiqgue Dragendra, Une plante est considérée comme une herbe médicinale si
une ou plusieurs de ses parties contiennent un ou plusieurs composés chimiques. Si vous le
donnez a un patient sous sa forme la plus pure ou sous la forme d'une herbe botanique, il

réduit les symptomes de cette maladie (Medjrab, 2020).

Les plantes médicinales jouent actuellement un rdéle important dans la production
agricole et industrielle, car elles constituent la principale source de plantes médicinales ou une
source importante de matériaux utilisés dans la production de préparations pharmaceutiques,
notamment a la lumiére des recommandations de traitements médicamenteux a prendre.
L'utilisation de médicaments produits chimiquement devrait étre réduite en raison de leurs

effets secondaires négatifs (Bennacer et Dardouri, 2020).
2. Origine des plantes médicinale

Il a deux origines, plantes spontanées et plantes cultivées.
v"  Plantes spontanées

L'efficacité thérapeutique des fleurs sauvages est inégale et varie selon leur origine, leur
environnement et leurs conditions de croissance (Bezanger et al., 1975).

v Plantes cultivées

La quantité de composés actifs dans une plante médicinale varie selon I'organe traité,
ainsi que I'age de la plante, la saison et I'heure de la journée. Donc, il y a beaucoup de variété
qui doit étre considérée afin de s'adapter au mieux (Bouacherine et Benrabia, 2017).

3. Principes actifs

Il s'agit d'une substance chimique présente dans les médicaments a base de plantes ou

les préparations a base de plantes médicinales utilisees dans la production de produits
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pharmaceutiques. Ce produit chimique, aux vertus thérapeutiques pour I'homme et I'animal,
(Benghanou , 2012).

Ceux-ci comprennent un certain nombre de substances secondaires telles que les
alcaloides, les glycosides, les huiles essentielles et les tanins qui sont utilisés par les humains
comme médicaments. . De plus, les plantes nous apportent des vitamines, des oligo-éléments
et des antibiotiques (Mahboob, 2018).

4. Cueillette des plantes médicinales et leur conservation
» Récolte

Chaque section de la plante concentre les composés les plus actifs au cours d'une
période particuliére de I'année, en particulier lors de sa floraison (Bouziane, 2017), Il existe
des alcaloides, sont d'énormes classes chimiques qui ne se trouvent que dans certaines plantes
et se caractérisent par leur effet direct sur le systeme nerveux central Comme les opioides, Il
existe des huile volatile. Il a un parfum subtil et est couramment utilisé comme purificateur,
carminatif, antiseptique et vermifuge, ainsi que dans une des glycosides unique en ce qu'il est
composé de deux types différents de sucres et de non-sucres, t est utilisé pour traiter les

maladies cardiaques et comme substance purgatif et ainsi de suite (Chahat, 1987).
» Séchage des parties de plantes

Les boutures de plantes doivent étre séchées rapidement apres la collecte pour éliminer
I'eau résiduelle. Puisqu'il y a des enzymes présentes dans l'eau des cellules végétales, ainsi
que la chaleur, les enzymes réagissent en détruisant les ingrédients actifs (Abou chanab,
1990).

Les plantes médicinales sont stockées dans des récipients en céramique bien éclairés,
secs et bien ventilés (Ouled Cheikh et Triki , 2021). 1l est important de stocker les plantes au
sec et exemptes d'infestations de champignons et d'insectes. A conserver a une température de
54 10°C avec une humidité relative de 5% (Akko, 2012).

5. Préparation des plantes médicinales en phytothérapie

Selon ce que vous prévoyez de faire avec les plantes pour en bénéficier, il existe de

nombreuses facons de préparer des médicaments a partir d'elles
» infusion

En faisant macérer brievement le médicament brut avec de I'eau froide ou bouillante,

des infusions fraiches sont créées. Les composants facilement solubles des médicaments bruts
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sont présents dans ces solutions diluées (Handa etal ., 2008).
» Décoction

Il s'agit d'un processus complexe d'extraction continue a chaud de plantes séchees et
broyées utilisant un volume d'eau spécifié comme solvant. , cette procédure peut étre utilisée

pour extraire des composants hydrosolubles et thermostables (Abdullahi et al., 2020).
» Macérationest

Une procédure qui consiste a faire tremper un certain nombre de plantes séchées ou
fraiches pendant une durée déterminée dans un liquide (tel que de I'eau, de I'alcool ou de
I'nuile) puis a les laisser a température ambiante, Il doit étre soigneusement filtré avant d'étre
consommeé. Cette technique vous permet d'utiliser pleinement les vitamines et les minéraux
qu'ils contiennent et est particulierement idéale pour les plantes riches en huiles essentielles
(Lazli et al., 2019).

» Cataplasme

Les plantes sont hachées grossierement et chauffées dans une casserole avec une fine
couche d'eau. Pendant deux a trois minutes, laissez mijoter. Mettez les herbes sur la zone
traiter aprés avoir appuyé dessus. Placez un bandage ou un morceau de gaze dessus (Nogaret,
2003).

> Poudre

Les plantes qui ont été transformées en poudre par pulvérisation, dans un moulin

peuvent étre utilisées pour les soins internes ou externes (Delille, 2007).
6. Phytothérapie

L'utilisation des plantes médicinales et des remédes a base de plantes a des fins
curatives ou préventives est désormais appelée phytothérapie. Il faut donc aujourdhui
différencier l'usage des plantes médicinales tel que défini par I'Organisation Mondiale de la
Santé et l'usage des plantes médicinales tel que défini par la Pharmacopée Européenne
(Merad et Mahiout, 2019).

Depuis I'Antiquité, les plantes médicinales ont été utilisées pour traiter et soulager les
maladies humaines. En réalité, ce sont les métabolites secondaires, qui sont une classe de
produits chimiques naturels bioactifs, qui se comptent par centaines voire par milliers, qui leur
conferent leurs qualités médicinales. Ceux-ci s'accumulent ensuite dans divers organes et

parfois dans les cellules spécialisées de la plante (Boudjouref, 2011).
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Le prétendu potentiel thérapeutiqgue de nombreux medicaments a base de plantes
dépend, en partie, de la présence de produits chimiques phénoliques bioactifs. lls ont des
propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes, anti-insuline, antivirales, anticancéreuses, anti-
ulcéreuses, anti-apoptotique, anti-neuroprolifératives et anti-cardioprotectrices (Athamene,
2021).

De nombreux maux dont la toux, les infections des voies urinaires, les maladies de la
peau, la gastrite aigué, les laxatifs, les troubles du sommeil, les troubles nerveux et
I'amélioration du fonctionnement pulmonaire et respiratoire sont traités ou prévenus grace a
I'utilisation des plantes (Mohammed, 2019 ; Pedneault et al 2001).

7. Inconvénients de I'utilisation des plantes médicinales

En prescrivant des médicaments a base de plantes (Esteves et al., 2020), ont déclaré que
les erreurs de préparation, l'identification incorrecte des espéces de plantes et l'utilisation
aveugle étaient a l'origine de risques de surdosage, d'un manque d'efficacité et deffets

indésirables pouvant nuire a la santé d'un utilisateur.
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Chapitre 11 Plante d'Artemisia Campestris

1. Généralités

Le nom génerique "Artemisia™ est dérivé de la déesse grecque Diane, dont le nom est
Artemis (Bisht et al., 2021).

Artemisia est lI'un des genres les plus grands et les plus répandus de la famille des
Astraceae (Singh bora et al., 2010). C'est aussi lI'une des plus utilisées, avec 500 especes
différentes, dont beaucoup sont des plantes médicinales et aromatiques connues (lvanescu et
al., 2018), Tous les membres de cette famille ont des odeurs ou des go(ts distincts, qui sont
causés par des monoterpénes, des sesquiterpenes et une variété de métabolites secondaires
(Megdiche et al., 2015).

Les espéces du genre Artemisia ont des propriétés médicinales qui sont utilisées non
seulement en médecine traditionnelle mais aussi dans les industries alimentaires et

pharmaceutiques (Mirjalili et al., 2007).

Dans la flore algérienne, il existe onze espéces différentes d'Artemisia, dont A. herba-
alba, A. campestris ssp. eu-campestris, A. campestris ssp. glutinosa, A. absinthium, A.
atlantica, A. ar-borescens L., A. judaica L., A. atlantica, A. Verlotorum, et A. vulgaris L., A.
alba (Zahnit et al.,2022).

Il existe plusieurs noms donnés a I'espéce Artemisia campestris, mais les plus populaires
sont: « Armoise champétre » ou «Armoise des champs » (Dib et al., 2019) et en Algérie, est

souvent connue sous le nom de "D'gouft” (Hendel et al., 2021).
2. Description botanique

C'est un sous-bois vivace de 30 & 150 cm de haut (Dib et al., 2017), Cette plante
posséde une large panicule a feuilles entiéres linéaires composée de minuscules capitules
serrés, ovoides ou coniques, sessiles ou subsessiles, habillés ou suspendus. Ces capitules ne
mesurent qu'environ 2 mm. Son involucre est éclatant et effrayant, avec seulement 3 a 8 fleurs
centrales, stériles, colorées et bordées de rouge (figure 1), un pédoncule armé de poils brun-
blanc et des bractées externes plus courtes que les vertes internes avec un marge blanche large
et inquiétante (Attia, 2020).Les feuilles sont vertes, soyeuses lorsqu'elles sont jeunes, et
fréeguemment glabrescentes a maturite. Les feuilles inférieures sont au moins 2-3
pennatiséquées, pétiolées, voire auriculées, tandis que les feuilles supérieures sont les plus
simples (Dib et al., 2017), Le fruit est un akene ovoide sans aigrette (Kreitschitz et al.,
2007).
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(A) Photo d'Artemisia
campestris L

(B) Dessins d'Artemisia
campestris L

(B-a) inflorescence
paniculée

(B-b) capitule a feuilles
alternes

(B-c) fleur méle

(B-d) fleur femelle

Figure 1. Photo et Dessins d'Artemisia campestris. L (Dib et al., 2019).
3. Classification systématique d'Artemisia campestris

Selon (Al snafi, 2015) la plante Artemisia campestris L est classée dans le tableau |

suivant.

Tableau I. Classification d’Artemisia campestris. (Al snafi, 2015)

Sous-regne Tracheobionta
Superdivision Spermatophytes
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asterides
Ordre Asterales
La famille Asteraceae
Genre Artemisia
Espece Artemisia campestris L

4. Répartition géographique

Artemisia campestris L (AC) est une herbe aromatique (Ghlissi et al., 2016), il est assez
répandue et pousse a I'état sauvage dans I'némisphere nord (Dob et al., 2005) et distribuée
dans toute la péninsule arabique, I'Afrique du Nord, I'Asie occidentale et la région
méditerranéenne (Abidi et al., 2018).peut survivre dans une trés grande variété
d'environnements naturels, y compris les régions humides, les ceintures de collines et les

broussailles thermo méditerranéennes (figure 2) (Dib et al., 2017).
12
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Figure 2. Répartition géographique d’Artemisia Campestris L dans le mond (Dib et al., 2017)
5. Utilisations traditionnelles

Artemisia compestris est une plante utilisée depuis longtemps en médecine

traditionnelle pour traiter diverses maladies.

Cette plante est généralement consommé sous forme de thé & base de brindilles et de
feuilles, et il est décrit comme un reméde pour traiter les problemes gastro-intestinaux,

I'nypertension et les troubles rhumatismaux ( Pereira et al., 2018).

Les feuilles d'Artemisia Camestris L sont largement utilisées en médecine populaire
comme une décoction de leurs propriétés anti-inflammatoires, antirheumatiques,
antimicrobiennes et antioxydantes (Rocha et al., 2021), et les fleurs comme hypoglycémique,
cholagogue, cholérétique, digestive, députive antilithiasique et pour le traitement de I'obésité
et pour reduire le cholestérol (Al-Snafi, 2015).

Il est également utilisé pour traiter des affections telles que le cancer, le paludisme,
I'népatite, les infections, les troubles sanguins, les tourments et les infections virales ou
bactériennes (Megdiche et al., 2015).

6. Effets biologiques de la plante

En plus de son utilisation traditionnelles, I'Artemisia campestris possede un large

éventail de caractéristiques biologiques, y compris.

L'activité antioxydante des feuilles d'Artemisia campestris Selon une étude de la
méthode DPPH, I'extrait aqueux de la plante a inhibé la formation de 28,83% de DPPH a une

concentration de 62,5 g/ml. Cela signifie que I'lC50, ou la concentration d'extrait requise pour
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provoquer une inhibition de 50 % de la concentration initiale de DPPH, était supérieure a 62,5
g/ml, Alors que I'IC50 de I'échantillon standard d'acide ascorbique a été calculé entre 2 et 3,5
g/ml (Sefi et al., 2013).

Les effets antibactériens de I'extrait méthanolique de la partie aérienne d'Artemisa
campestris sur les bactéries gram-positives (Staphylococcus aureus ATCC 6816, Listeria
monocytogenes ATCC 19115 et Bacillus thuringiensis DH 106) et les bactéries gram-
négatives (Escherichia coli DH 5, Salmonella typhimirium ATCC 1408 et Aeromonas
hydrophila ATCC 7966T) ont été étudiés. Les résultats ont révélé un niveau relativement

élevé d'activité antibactérienne (Megdiche et al., 2015).

L'effet antifongique d'un extrait aqueux de racines d'A. campestris L. a été étudié sur des
champignons mycorhiziens. Les résultats obtenus montrent que I'extrait aqueux a un potentiel

antifongique (Kyeong et al., 2007).

L'activité anti-inflammatoire a été étudiée extrait aqueux de feuilles d'Artemisia
campestris par induction oedeme carragénine dans la patte. Les résultats d'activité ont montré
que l'extrait aqueux des feuilles réduit considérablement l'inflammation des tissus du pied la
souris; Une diminution significative du nombre de cellules inflammatoires a été détectée
(Ghlissi et al., 2016).

7. Composition chimique

Plusieurs études chimiques ont montré que la composante aérienne d'Artemisia
campestris est riche en composés métaboliques secondaires tels que les polyphénols, les
flavonols, les tanins, les huiles essentielles, les alcaloides et les saponosides (Boudjouref,
2011).

La composition chimique des plantes aromatiques est compliquée et se compose de

deux parties.

> La premiére fraction volatile (COV) de la plante, constituée des métabolites secondaires
qui composent l'huile essentielle, se retrouve dans divers organes selon les familles
(Elkalamouni, 2010). Il ya Trois constituants chimiques dominent I'huile essentielle
d'A.campestre, le B-pinéne (20,75%) , le limonéne (10,46%) et y-terpinene (10,18%)(Touil et
Benrebiha, 2012).

» La deuxiéme fraction dite non volatile de la plante, Constitué essentiellement de

coumarines, de flavonodes, de composés de l'acide acétylénique, ainsi que de lactones

sesquiterpéniques lactones phénols ou polyphénols, composeé de non-volatils organiques
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(CONV) joue un réle crucial dans I'activité biologique de la plante (Elkalamouni, 2010).
7.1. Les composés phénoliques

Ce sont des produits métaboliques secondaires fabriqués par les plantes pour interagir
avec d'autres plantes et animaux (Bouhaddouda, 2016). On le trouve dans les fruits et les
feuilles de nombreuses plantes supérieures. Son objectif principal est de rendre ces feuilles ou
fruits désagréables pour les herbivores afin qu'ils puissent ensuite étre protéges (Reitzer et al.,
2018).

7.1.1. Structure et classification

Ces métabolismes secondaires se distinguent par la présence d'un cycle aromatique avec
des groupements hydroxyles libres ou en engagement avec un glucide (figure 3). La
caractéristique essentielle qui les distingue est la présence d'au moins un noyau benzénique
aromatique, auquel est directement relié au moins un groupement hydroxyle, libre ou engagé
dans une autre fonction, tel que éther, ester, ou hétéroside en raison de leur réactivité et de

leur toxicité vis-a-vis des la plante elle-méme (Aissani, 2022).

Figure 3. Structure d’unité de base des polyphénols (Ghnimi, 2015).

Les polyphénols peuvent étre divisés en deux grandes classes, les flavonoides (tableau
I1) et les non flavonoides (Ghnimi, 2015).

v"les non flavonoides: Dont les principaux constituants comprennent les coumarines, les

lignanes, les stilbénes, les acides phénoliques et les lignines (tableau I1) (Hoffmann, 2003).

v les flavonoides: Les anthocyanes, les proanthocyanidines, les flavonols, les flavones, les
isoflavonones et les flavones sont les principaux types de flavonoides (Pincemail et al.,
2007).
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Tableau I1. Principales classes des composés phénoliques (Rezaire, 2012).

Squelette carboné Classe Structures de base

OH

Cs Phénols simples

!

Acides hydroxycinnamique

%
0
0
0
I

Cs-Cs coumarines

Ce-C2-Cs Stilbénes O N\

(Ce-Ca)2 Lignanes

(C6-Cs3) n Lignines

o
Ce-C3-Co Flavonoides O

7.2. Les flavonoides

La plus grande classe de composés phénoliques est constituée de flavonodes.
Actuellement, plus de 4 000 composés ont été identifiés, dont environ 50 % sont des
polyphénols (Ghnimi, 2015), il est des pigments végétaux, simples ou glycosylés,

responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (krief., 2003).
7.2.1. Structure et classification

Toujours, un flavonode est organisé autour du cycle 1,3-diphénylpropane Ce-Cs-Co
(figure 4), qui est désigné par une nomenclature particuliere. Cycle A et Cycle B sont les
noms des deux cycles du benzene. Une fonction de I'éther peut compléter la chaine propyle
Cs, creant le cycle C, cycle central de la chaine (Isorez G, 2007).

Figure 4. Squelette de base des flavonoides (Pietta, 2000).

Les composés de chaque sous-classe se distinguent par le nombre, la position et la
16
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nature des substituants (groupements hydroxyles, méthoxyles et autres sur les deux cycles
aromatiques A et B et la chaine en C3 comme intermédiaire) (tableau I11) (Berreghioua.A,
2016).

Les isoflavones sont des flavonoides dont le cycle B est relié a la position 3 du cycle C.
Les néoflavonoides sont ceux dont le cycle B est relié en position 4, alors que ceux dont
I'anneau B est relié en position 2 peuvent étre divisés en plusieurs sous-groupes bases sur les
caractéristiques structurelles de l'anneau C.Ces sous-groupes sont flavones, flavonols,
flavanones, flavanonols, flavanols ou catéchines, anthocyanes et chalcones (Panche et al.,
2016).

Tableau Il1. Différentes structures des flavonoides (Boutlelis, 2014).

Classes Structure chimiques R3" | R4" | RY Exemple
EE H OH H Apigénine

Flavones = @ 1O , OH | OH H Lutéoline
o OH |OCH3 | H Diosmetine
o oo H | OH | H Kaempférol
Flavonols : . @ OH | OH H Quercétine

RS’

o OH OH OH Myrecétine

Flavanols - " @ ‘ OH OH H Catéchine
o 2. . JO = H OH H Naringénine

Flavanones @‘ RS

cm; © OH | OH H Eriodictyle
W H OH H Pelargonidine

Anthocyan - OH OH H Cyanidine
idines —
OH OH OH Delphénidine

R5' R7' R4'

= i OH | OH | OH Genisteine

Isoflavones @" —
I, o @ Daidzeine

- H | O-Glu| OH
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7.3. Effets biologiques des polyphénols

En raison de leurs interactions potentielles avec plusieurs enzymes et de leurs propriétés
antioxydantes, le réle des composés phénoliques dans la prévention de certaines maladies a
été largement démontré. anticancéreux, anti-radicalaire, anti-inflammatoire Analgésique,

antibacterien, antispasmodique, hépatoprotecteur, anti-oestrogene et/ou anti-allergéne
(Nassar, 2017).

18



m V) % « : €
/e u

X = T

b = . —

N n m—

oy +— (@)

g 2 O

O O



Chapitre 111 Activités biologiques

1. Activité antioxydant
1.1. Radicaux libres

Les radicaux libres sont des entités chimiques (espéces, atomes, molécules ou fragments
moléculaires) qui possedent un (ou plusieurs) électrons non appariés sur la couche
périphérique d'une structure moléculaire (Bendif, 2017). Cette condition leur donne de
I'énergie et une instabilité motrice. Ils peuvent se former lorsque l'oxygéne réagit avec
certaines molécules. Comme les radicaux libres sont tres instables et réagissent rapidement
avec d'autres composants, ils capturent un électron pour devenir plus stables. Lorsqu'un
radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui retirant un électron, la molécule

attaquée devient alors elle-méme un radical libre (figure 5) (Kamal, 2020).

Loss of
Electron

Figure 5. La formation des radicaux libres (Pillou, 2014).

1.1.2. Origine des radicaux libres

Un radical libre ou une espéce réactive de I'oxygene est une fraction obtenue en divisant
une molécule et posséde un électron non apparié, ce qui lui confére une réactivité chimique

élevée (Aouam, 2020).
Elles sont classées en deux catégories.
* Sources endogénes: les radicaux libres sont des produits des réactions de I’organisme.

* Sources exogenes: les étres vivants sont exposés quotidiennement a des polluants (fumée de
cigarette, rayons ultraviolets, radiations...) susceptibles d’étre a I’origine de la production de

radicaux libres, une fois dans 1’organisme (Pastre, J., 2005).
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1.1. Especes réactives de ’oxygene

Les especes réactives de I'oxygéene (ROS), qui sont des radicaux libres creés en ajoutant
un électron a une molécule d'oxygéne, font partie des radicaux les plus intéressantes. les
principales espéces réactives de 1’oxygeéne sont: le radical superoxyde (O *-), le radical
hydroxyle (*OH), le monoxyde d’azote (NO*), et aussi certains dérivés oxygénés réactifs non
radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde d’hydrogene (H20.) et le

peroxynitrite (ONOO-) (Boudjouref, 2011).
1.2. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est causé par un déséquilibre entre les espéces pro-oxydantes et
antioxydantes (figure 6), et les espéces pro-oxydantes résultent de phénomenes radicaux

omnipresents dans tous les organismes (Durand et al., 2013).

La production excessive de radicaux libres nuit directement aux molécules biologiques
(oxydation de I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides) (Beddou, 2015), Qui est
produit dans le but de défendre le corps contre les corps étrangers sauf que la productionUne
trop grande quantité entraine des dommages au niveau des molécules cellulaires,(jidl, 2015)
Ainsi, une installation chronique d’un stress oxydant, comme c'est le cas dans de nombreuses
maladies comme le cancer, le diabéte et les maladies neurodégénératives, entre autres, peut

éventuellement entrainer de graves dommages cellulaires et tissulaires (Djenidi, 2020).

/\TA

Stress oxydant
(Surproduction
de ROS)

Stress oxydant
(affaiblissement
des défenses)

Figure 6. Le stress oxydant AOX: antioxydant. ROS: reactive oxygen species (Djenidi,
2020).

1.3. Antioxydants

Un antioxydant est une substance naturelle ou artificielle qui peut empécher d'autres
molécules de s'oxyder en interférant a divers points tout au long du processus d'oxydation
(Maurent, 2017), Il a la capacité de neutraliser les “espéces réactives de lI'oxygene et de

l'azote” (effet préventif) avant que les cellules ne soient endommagées. Les antioxydants

21



Chapitre 111 Activités biologiques

agissent de différentes maniéres. Ils peuvent piéger les ROS, chélater les métaux de transition,
inhiber les enzymes productrices de ROS ou agir comme cofacteurs pour les enzymes

antioxydants (Ferdjioui, 2020).

En raison de la génération excessive de radicaux libres, les antioxydants naturels ou
synthétiques sont utilisés pour prévenir de nombreuses maladies (cardiovasculaires et
neurologiques, inflammatoires, diabéte, etc.) et le vieillissement. De plus, des antioxydants
sont ajoutés aux aliments pour prévenir l'oxydation, qui est fréqguemment provoquée par la
lumiére, la chaleur et des métaux spécifiques et entraine une détérioration, un rancissement ou

une décoloration (Koudou, 2009).
1.3.1. Quelques méthodes d’évaluation in vitro des propriétés antioxydants

L'examen des données bibliographiques révele plusieurs méthodes spectroscopiques

pour la détermination de I'activité antioxydante (Toure, 2015).

La plupart des techniques d'évaluation la capacité antioxydante (CA) appartiennent a
I'un des deux types. Le premier s'appelle SET (Single Electron Transfer), qui mesure la
capacité d'un antioxydant a transférer un électron sans atome d'hydrogéne afin de diminuer les
radicaux libres. La deuxieme technique est HAT (Hydrogen Atom Transfer), qui est basée sur
le transfert d'un atome d'hydrogene (Houas, 2022).

Parmi les tests les plus fréquemment utilisés, nous présenterons ceux couramment cités
qui ont été utilisés lors de notre étude : la méthode DPPH (2,2 Diphényl-1- picrylhydrazyle),
la méthode FRAP (pouvoir antioxydant ferrique), et la méthode de blanchiment pour béta-

caroténe et la méthode d'hémolyse.
v Méthode de DPPH

En raison de sa stabilité sous forme de radicaux libres et de sa facilité d'analyse, le
DPPH est souvent le substrat le plus fréqguemment utilisé pour I'évaluation rapide et directe de
I'activité antioxydante (Evenamede et al., 2017). Ce test est basé sur la capacité de I'extrait a
réduire les radicaux libres DPPH du violet foncé, qui vire au jaune (apres réduction)
(Merouane, 2014), Plus la chute de I’absorbance du DPPH est importante plus le pouvoir

antioxydant des extraits est élevé (figure 7) (Mahboub, 2018).

L'activité est exprimée en concentration inhibitrice 1C50, qui est la quantité

d'antioxydant nécessaire pour réduire le DPPH initial de 50 % ( Boligon et al., 2014).

DPPH le Interaction de pi¢geage entre (DPPH °) et un Les antioxydants (H-A) peuvent

s'écrire (John et al., 2012).
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(DPPH ) + (H — A) — DPPH —H + (A *)

(violet) (jaune)
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Figure 7. Schéma de transformation du DPPHe de sa forme active (Violet) a celle inactive

(Mahboub, 2018).
v Méthode de FRAP

Cette méthode a été développée a l'origine pour mesurer le pouvoir antioxydant du

plasma sanguin puis appliquée a des extraits de plantes (Ramdane, 2018).

La présence de substances réductrices (antioxydants) dans les échantillons testés peut
entrainer Elle conduit & la réduction du complexe Fe**/ferricyanure a la forme fer. Ainsi, Fe?*

peut étre évalué en mesurant et en observant l'augmentation de la densité de la couleur

(Chung et al., 2002), Le initialement jaune, se reduit et devient bleu ou vert en présence
d’un atome d’électron. Le changement de la coloration de jaune a bleu ou vert est

proportionnel a I’activité antioxydante (Habibou et al., 2019).

En résume, le test FRAP est simple, peu colteux et peut fournir un indicateur putatif de

la capacité antioxydante ( Boligon et al., 2014).

Fe¥* + & ———» Fe?

v" Meéthode de blanchissement de béta caroténe

Dans cette méthode, la capacité antioxydante est déterminée en mesurant l'inhibition des
composés organiques volatils et I'nydro-oxydation conjuguée résultant de I'oxydation de

l'acide linoléique (Soltani et al., 2018). Entrainant la disparition de la couleur orange
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(décoloration du B-carotene ou blanchiment).

Cette technique consiste a utiliser un spectrophotometre pour mesurer I'émulsion du

systeme, Caroténe/acide linoléique (Houas, 2022).

B-caroténe-H (couleur orange) + LOO. = p-caroténe (décolorée) + LOOH

B-caroténe-H (orange) + LOO. +AH = m——eeep  [(3-caroténe-H (orange) + LOOH + A
v' Méthode d'hémolyse

L'hémolyse est le processus par lequel les érythrocytes du sang se décomposent, libérant

I'némoglobine et d'autres composants intracellulaires dans le plasma environnant.

Aprés centrifugation du tube contenant le sang total, I'némolyse peut étre observée sous
la forme d'une couleur rose a rouge dans le plasma ou le sérum, en fonction de la quantité
d’hémoglobine libre présente. Le plasma peut biologiqguement contenir des traces
d'’hémoglobine, ou 0,05 g/l d'hémoglobine libre évaluée par spectrophotométrie (Dolci et
Panteghini, 2014).

L'hémolyse entraine généralement une augmentation de I'némoglobine, de la lactate
déshydrogénase (LDH) et une baisse des taux d'haptoglobine et d’hémoglobine glycosylée
(Marchand et al., 1980), Il est a l'origine de maladies particuliéres telles que I'inflammation,
la thrombose, les troubles vasculaires aigus et chroniques et l'insuffisance rénale (Schaer et
al., 2013).

2. Antibactérienne

Il est connu que le traitement des infections bactériennes se base principalement sur
I’usage des antibiotiques. Pourtant, l'utilisation généralisée de ces "médicaments" a conduit a
sélectionner des souches multi-résistantes, soulignant I'importance de concentrer la recherche
sur de nouvelles alternatives, notamment les plantes, qui ont longtemps inspiré les

scientifiques médicaux (Kahlouche-Riachi, 2014).
2.1. Les bactéries

Les bactéries sont des organismes procaryotes unicellulaires du régne Bacteria qui

peuvent atteindre une taille moyenne comprise entre 1 a 2um (Boulboul et al., 2016).

Toutes les bacteries ont une membrane plasmique qui borde le cytoplasme. Cette
membrane est une bicouche lipidique composée de phospholipides de nature différente selon
les espéces. Elle est entourée de peptidoglycane, et ce dernier est un polymere complexe de

sucres et d'acides aminés qui lui donnent sa forme. Et rigidité (Thouvenel, 2020).
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Il existe principalement trois formes de bactéries, Sphéroides ou coccoides, Bacille
(«batonnets»), Spiralées. Et deux grands groupes de bactéries, les bactéries a Gram (-) et les
bactéries a Gram (+) (Ziai, 2014).

2.2. Les antibiotiques

La découverte des antibiotiques a été une des grandes avancées médicales du 20 eme
siecle. Les antibiotiques sont des molécules produits par des micro-organismes ou des
processus de synthése qui peuvent soit limiter la multiplication des bactéries (un antibiotique

bactériostatique) soit tuer (un antibiotique bactéricide.) (Optaowski, 2020).

Tout agent antibactérien d'origine biologique, synthétique ou semi-synthétique qui peut
inhiber sélectivement certaines voies métaboliques bactériennes sans souvent avoir d'effets
secondaires toxiques sur les organismes supérieurs (Lavigne et al., 2008). L’importance des
antibiotiques est considérable en raison de son efficacité dans la lutte contre les infections
bactériennes chez I'hnomme ou I'animal qui sont généralement associées a une faible toxicité
(Boutrid, 2019).

On les classe d’ailleurs selon leur mécanisme de destruction de la cellule Bactérienne

(Belkhiri et Baghiani, 2017).

1. Antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne.

2. Antibiotiques inhibant la synthese de la membrane cytoplasmique.

3. Antibiotiques inhibiteurs de la synthese protéique.

4. Antibiotiques inhibiteurs du métabolisme des acides nucléiques et de la synthése de I’ADN.
5. Antibiotiques agissant par inhibition compétitive (exemple d’autres mécanismes).

3. Antifongiques

Les antifongiques (ATF) sont des substances chimiques produites par des micro-
organismes (ATF naturel) ou par synthése chimique de molécules dérivées de composés

naturels.

Ces médicaments sont utilisés pour traiter de petites infections appelées mycoses. De
plus, leur processus est fondé sur la compréhension de la composition de la membrane
cytoplasmique et de la paroi cellulaire des germes fongiques. La fonction de ces deux
composants cellulaires est cruciale pour la permeabilité antifongique. Par consequent,
I'nydrosolubilité et la liposolubilité doivent étre prises en compte lors de la formulation de
médicaments antifongiques ( Agre, 2015).
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L'objectif de ce travail est d'identifier et de quantifier certains les métabolites

secondaires d'Artemisia campestris L, ainsi que d'évaluer certaines activités biologiques.
1. Matériel d’étude

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire pédagogique de la Faculté des Sciences de
la Nature et de la Vie de ’université Echahid Hamma Lakhdar d’EL-Oued.

1.1. Matériel végetal

Le choix de plante médicinale est justifi¢, non seulement par 1’utilisation de cette
derniére dans la région d'étude pour la prise en charge des maladies humaines, mais aussi par
le fait que peu d'études ont été réalisées sur la composition chimique et les activités

biologiques de cette plante.
L'espéce investiguée est : Artemisia campestris L.(nous avons utilisé la partie aérienne)
» Echantillonage

L'échantillonnage et I'ensemble des opérations qui ont pour objet de relever dans une
population des individus devant constitué I'échantillon, pour la présente étude un

échantillonnage aléatoire et adapte.

Notre plante a été récoltée manuellement pendant 3-12 Mars 2022, a partir d’un site de
Commune de Tadamit dans le district d'Ain EIl Eb el, situé a la wilaya de Djelfa. La région est

caractérisée par un climat semi-aride sec et froid.
1.2. Matériel de laboratoire

De nombreux appareils, réactifs et solvants chimiques ont été utilisés dans nos

expériences. Parmi eux.
» Les appareils

Spectrophotometre UV-visible, Centrifugeuse, Bain marie, Etuve, Balance électrique,
Agitateur vortex, Balance (OHAUS), Bec bunse.

» Les Produits chimiques

2,2 diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH), Acide ascorbique, Chlorure de fer FeCls,
Ferrocyanure de potassium KzFe(CN)s, Le Tricholoroacide Acétique (TCA), réactif de Folin-
Ciocalteu, 1'acide gallique, quercétine, chlorure d’aluminium (AICl3z), carbonate de sodium

(NaCO0:s), Solution tompon, Méthanol, DMSO, I'eau distillée, eau physiologie, Gélose
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1.3. Microorganismes utilises:

Les tests sont realisees sur quatre bactéries (Escherichia coli, Pseudomonas Aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae ) et un champignons (Candida albican) (

tableau 1V), toutes ces souches sont aimablement fournies par le laboratoire de Bactériologie,

d'El-Majd d'El oued.

Tableau IV. Taxonomie et description des différentes souches

Aspect
microscopique Taxonomie Description
de la souche
Figure 8. Cette espece appartient a la famille des

Escherichia coli
(ATCC 25922)

i as 7 | o
o 1,,”
Al

Régne Bacteria

Classe
Gammaproteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille
Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espéce Escherichia coli

Enterobacteriaceae , Il possede les traits typiques
de cette famille : c'est un bacille a Gram négatif,
non sporulant, normalement mobile grace a une
ciliature  peritriche,aéro-anaérobie  facultatif
(Ayad, 2017). Les colonies sont oblongues, ont
des bordures réguliéres et mesurent en moyenne
2 mm de diamétre. Ce sont les especes
dominantes d'épiphytes du tube digestif. En
géneral, les bactéries sont commensales. Si les
défenses de I'néte sont affaiblies ou s'il acquiert
certains facteurs de virulence, il peut devenir

pathogene (Mahboub, 2018).

Figure9.
Pseudomonas

aeruginosa

(ATCC 27853)

Régne Bacteria

Classe
Gammaproteobacteria
Ordre Pseudomonadales
Famille
Pseudomonadaceae
Genre Pseudomonas
Espéce

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa, souvent appelé
bacille de la pyocyanine, est un type de bactérie
a Gram négatif. Le flagelle polaire, qui a des cils
monochromatiques et sans spores ni capsules,
permet aux bacilles d'étre bien droits et tres
mobiles. lls apparaissent généralement seuls ou
en bibacilles. lls peuvent étre pathogénes dans
certaines circonstances. Trés résistante, elle est
de plus en plus responsable d'infections
nosocomiales a d'autres bactéries a Gram négatif.
Cliniquement, c'est l'une des bactéries les plus

difficiles a traiter (Mahboub, 2018).
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Figure 10.
Staphylococcus

aureus

(ATCC 25923)

Régne Bacteria
Division Firmicutes
Classe Bcilli

Ordre Bacillales
Famille
Staphylococcaceae
Genre Staphylococcus
Espece

Staphylococcus aureus

Les cocci a Gram positif connus sous le nom
de staphylocoques ont une tendance non
naturelle a former des grappes irréguliéres, un
peu comme une grappe de raisin. Staphylococcus
aureus est un germe aérobie-anaérobie facultatif.
L'aspect pigmenté de ses colonies lui a valu son
nom d'espéce. Il est particulierement important
dans les infections  nosocomiales et
communautaires et se distingue de la plupart des
autres especes de Staphylocoques par la présence

d'une coagulase (Mahboub, 2018).

Figure 11.

Klebsiella
pneumoniae ATCC
13883

Régne Bacteria

Classe

Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille
Enterobacteriaceae
Genre Klebsiella
Espéce

Klebsiella pneumoniae

C'est une bactérie pathogéne gram-négative en
forme de batonnet appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae; Il est omniprésent dans tout
I'environnement, avec la capacité de coloniser et
d'infecter les plantes et les animaux (You et al.,
2020).

le mucus humain sain et peuvent provoquer une

Cependant, ils se trouvent souvent dans

pneumonie bactérienne mortelle chez les

personnes dont le systétme immunitaire est
affaibli (Daligault et al., 2014).

Figure 12.

Candida albicans
ATCC 14053

Régne Fungi

Division Ascomycota
Classe Saccharomycetes
Ordre
Saccharomycetales
Famille
Saccharomycetaceae
Genre Candida

Espéce

Candida albicans

C.albicans est un champignon polymorphe
qui a la capacité de rapidement alterner entre les
formes de cellules rondes (levures) et de
filaments pseudo-mycéliens ou hyphes (Grebic,
2018), C'est un diploide unicellulaire d'environ 3
a 6 um de long et 6 a 10 um de large et sa
morphologie sexuelle est inconnue. En un jour
ou deux, le genre Candida peut se multiplier et
donner des Cette

spores de chlamydia.

reproduction se fait par bourgeonnement
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multilatéral. Les pseudopodes peuvent étre
absents, rudimentaires ou abondants. La
présence de vrais champignons est souvent
observée. C. albicans présente un dimorphisme

une forme de lévuriforme non pathogene et une

forme filamenteuse pathogéne (Agre, 2015).

2. Méthode
2.1. Broyage

Pour préparer les extraits, la partie aérienne de I' Artemisia campestris L a été séchée

dans un endroit sec a lI'abri de la lumiere, et réduite en poudre a 1'aide d’un broyeur.
2.2. Obtention des extraits de plantes
v' Préparation de I’extrait aqueux

Nous avons trempé 10 g de poudre de plante dans 200 ml d'eau distillée nous avons mis
au réfrigérateur pendant 24 heures a température ambiante, filtré avec des papiers filtres
Wattman, réparti I'extrait dans un cristal de verre non scellé puis placé dans une étuve de

séchage a température 37°C . jusqu'a I'obtention d'un extrait aqueux sec.

L'extrait sec a été pesé et dissous dans de l'eau distillée pour obtenir une solution

aqueux a une concentration de 1 mg/ml.
v"  Préparation de I'extrait hydro-méthanolique

Nous avons trempé la poudre végétale étudiée dans un mélange deau et dalcool
(méthanol/eau ; 70/30 v/v) nous avons mis au réfrigérateur pendant pendant 24 heures avec ce
trempage répété 3 fois avec du solvant régénérant. Les trois extraits, apres avoir été
soigneusement versés sur du papier filtre Whatman, sont combinés, puis nous étalons I'extrait
résultant dans un cristal de verre non scellé, puis nous le mettons dans un four de séchage a

température 37°C. jusqu'a I'obtention d'un extrait hydro-méthanolique sec (Mahboub, 2018).
2.3. Rendement d’extraction

Le rendement exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante
exposée a I’extraction.il est désigne la masse de ’extrait déterminée aprés évaporation du
solvant (Boudjouref, 2011).

Le rendement d’extraction est calculé selon la formule suivante (Mahmoudi et al., 2013).
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R (%) = 100 Mext/ Méch

- R est le rendement en %.

- Mext est la masse de 1’extrait aprés évaporation du solvant en mg

- Méch est la masse séche de 1’échantillon végétal en mg.

2.4. Protocoles

L'organigramme ci-dessous (figure 13) détaille le protocole expérimental suivi.

Artemisia campestris

I
v v

Extrait agueux Extrait hydro- méthanolique
Etude phytochimique Activités biologiques Antimicrobiennes
Dosage de polyphénols et Antioxydants

flavonoides totaux

Figure 13. Un apercu des protocoles utilisés.

2.5. Etude phytochimique
2.5.1. Dosage des polyphénols totaux
v" Principe

Le réactif de Folin Ciocalteu est constitué d'un mélange d'acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique (HzPMo012040), Lorsque les phénols sont oxydés,

ils sont réduits en une combinaison d'oxydes bleus de tungstene et de molybdene.
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La quantité de polyphénols présents dans les extraits de plantes est directement liée a la

couleur produite (Delgado et al., 2019).
v" Mode opératoire

La technique de Folin-Ciocalteu Décrit par Boudjouref et al., (2018) a été utilisée
pour calculer les concentrations de polyphénols totaux présents dans les extraits avec une
modification mineure. La référence utilisee pour créer la courbe d'étalonnage est l'acide

gallique.

e La solution diluée des extraits (100ul) a été mélangée avec 500ul de réactif Folin —
Ciocalteu (10%) pendant 5 min; et 400 pl de solution de bicarbonate de sodium (7,5 %) ont
été ajoutés.

e [ e mélange a été laissé réagir pendant 40 min a température ambiante et I'absorbance de

chaque mélange a été lue a 765 nm.

e sur la base d'une courbe d'étalonnage linéaire créée a l'aide d'acide gallique a différentes
concentrations dans les mémes conditions que I'échantillon, la quantité de polyphénols dans
les différents extraits a été calculée Les resultats sont exprimés en mg équivalent acide

gallique par g de matiére végétale seche (mg EAG/mgMs).
2.5.2. Dosage des flavonoides totaux
v" Principe

La méthode au trichlorure d'aluminium est utilisée pour déterminer la teneur en
flavonoides, dans laquelle une liaison covalente est formée entre le trichlorure d'aluminium et
les groupes hydroxyle (OH) des flavonoides. Il produit un composé jaune avec lui Absorption

maximale a 430 nm (Lakache et al., 2021).
v" Mode opératoire

Doses de flavonoides totaux en utilisant la méthode de Ghedadba et al., (2015) avec
une modification mineure. La référence utilisée pour créer la courbe d'étalonnage est la

quercétine.

e 500 pl de extrait aqueux (1mg/1ml) ont été mélangées avec a 500 ul de la solution d’AlCl3
2 %.

e Aprés 10 minutes d'incubation a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a
430nm.

e Les concentrations de flavonoides ont été déduites de la plage d'une courbe d'étalonnage
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générée avec la quercétine a différentes concentrations dans les mémes conditions que
I'échantillon, les résultats sont exprimeés en mg Quercétine par g dextrait (mg EQ/mg

d’extrait).

2.6. Etude des activités biologiques

2.6.1. Evaluation de I'activité antioxydantes
» Test de piégeage du radical libre du DPPH

Utilisation de la spectrophotométrie avec une légére modification de la méthode d'lta et
Eduok (2017), L'activité DPPH a été évaluée.

e 250 ul de extrait a des concentrations variables ont été mélangées avec 1 ml de DPPH
solution (0,004 %) dans du méthanol (4mg de DPPH dans 100 ml de méthanol).

e Ce mélange était secoué vigoureusement et incubation dans 1'obscurité pendant 30 min.
e La réduction du radical DPPH a été déterminé en mesurant son absorption a 517 nm.

Les pourcentages d'inhibition sont calculés suivant la formule suivante.

d'inhibition %=(Abs contrsle — ADS &chantilion / ABS contrale) % 100.

Concentration d'échantillon offrant une inhibition de cinquante pour cent (IC50) a été
calculée a partir du graphique tracant I'inhibition pourcentage par rapport a la concentration

de I'extrait. L'acide ascorbique a été utilise comme standard.
» Test de la réduction du fer FRAP

Le pouvoir réducteur des échantillons a éte évalué selon la méthode

spectrophotométrique décrite par Bentabet et al., (2014). Avec une modification mineure.

e 250 ul d'échantillon dilué dans de 1'eau distillée de différentes concentrations sont mélangeés
avec 625 pul de solution tamponnée au phosphate (0,2 M ; pH : 6,6) et 625 pl d'une solution de
ferricyanure de potassium KsFe(CN)s a 1 %, puis les tubes ont été incubés a 50 °C pendant 20
min.

e Une fois les tubes refroidis a température ambiante, 625 ul d'acide trichloroacétique (TCA)
a 10% ont été ajoutés pour arréter la réaction. Les tubes sont ensuite centrifugés a 3000 rpm
pendant 10 minutes.On préleve 625ul du surnageant auquel on ajoute 625ul d'eau distillée.

Nous ajoutons ensuite 125 ul d'une solution de chlorure ferrique a 0,1% fraichement préparée
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(FeClz, 6H20) au mélange.

e ['absorbance a ¢été lue par rapport a un controle a 700 nm, et I'acide ascorbique a été utilisé

comme standard dans cette expérience dans les mémes conditions.
» Test d'hémolyse

Cette activité repose sur l'identification de la capacité de I'extrait végétal a protéger les
globules rouges des agressions suite a leur rencontre avec les oxydants et les radicaux libres.

En mesurant le pourcentage de globules rouges endommagés (Shobana et Vidhya, 2016).

Selon Chouikh et al ., (2020), un volume de 40 pl d'érythrocytes de sang (1'échantillon

de sang a été obtenu a partir d'un humain sain) a été mélangé avec 2 ml d'extrait de plante.

Le mélange a ensuite été maintenu a 37 ° C pendant 5 minutes, Le mélange a ensuite été
mélangé avec 40 pl de H20, (30x10-3 M), 40 ul de FeClz (80%10-3 M) et 40 ul de solution
d'acide ascorbique (50x10-3 M) respectivement.

Le mélange a été centrifugé a 700 tours/min pendant 10 minutes apres avoir été incubé a
37°C pendant une heure. a 540 nm, lI'absorbance du surnageant, la couche supérieure, a été

mesurée.

Le pourcentage d'hémolyse a été déterminé a I'aide de la formule suivante.

Heémolyse% = (A contrale / A échantilion) X 100

2.6.2. Evaluation de I'activité antimicrobienne

Dans cette étude, nous avons évalué l'activité antibactérienne et l'activité antifongique de
I'extrait hydro-méthanolique et extrait aqueux ( pour seulement des bacteries) d'Artemisia
campestris par la méthode de diffusion par disque en milieu gélosé afin de déterminer le
diamétre de I'inhibition.

v' Préparation des différentes concentrations de deux I’extrait

Les extraits hydro-méthanolique secs (figure 14) et extrait aqueux secs de la Artemisia
campestris ont été solubilisees dans le DMSO afin de préparer la solution mére de deux

extrait, a partir de laquelle on a préparé une serie de dilutions (40, 20, 10, 5 mg/ml).
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Figure 14. Les dilutions de I'extrait hydro-méthanolique

2.6.2.1. Activité antibactérienne
v’ Souches bactériennes

Les types de bactéries utilisées sont indiqués dans le tableau V ci-dessous.

Tableau V. Types de bactéries utilisées

Les bactéries utilisées types de Gram
Escherichia coli ATCC 25922 Gram-
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Gram-
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram+
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Gram-

v’ Préparation de I’inoculum

Les différentes souches bactériennes testées ont été cultivées dans des boites de Pétri
contenant de la gélose nutritive, puis incubées dans une étuve a 37 °C entre 18 et 24 heures,
Afin d'obtenir une petite culture de colonies isolées a étudier qui a servi a préparer la
suspension bactérienne dans de I'eau physiologique stérile a 0,9 % de sel (NaCl) pour chaque

souche. La turbidité de cette suspension est ajustée a 0,5 Mc Farland.
v Méthode de diffusion en milieu gélosé

La méthode de diffusion en milieu gélosé (figure 15) mentionnée par Ghlissi et al.,

(2016) a été utilisée pour évaluer l'activité antibactérienne des extraits.

L'inoculum est préparé a partir de petites colonies et de milieu de culture stérile
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Mueller-Hinton pour les bactéries , ce dernier est versé dans des boites de Pétri de 90 mm de
diamétre, puis ensemencé avec une suspension bactérienne pure a tester, cing puits de 6 mm
ont été perforés a des distances égales dans chacune des plaques de gélose Mueller Hinton
préparées pour la culture bactérienne , A l'aide de bouchons stériles (6 mm), puis des puits

(diametre = 6 mm) ont ensuite été remplis d'échantillons a tester a différentes concentrations.

Le test a été réalisé sur différentes souches bactériennes de la méme maniere deux fois,
le DMSO a été utilisé comme contréle négatif, puis les échantillons sont incubés pendant 24
heures a 37°C.

Standarized \
microorganism : ® 1.
compound
== ; 7 - \.. /
/ = /i
, 5 - \\’ : = s 55 =

\ / Incubate

Inoculum Spread

Figure 15. Schéma de la méthode de diffusion sur gélose (Correa et al., 2020).
2.6.2.2. Activité antifongique
v" Souche fongiques

Le champignon Candida albicans ATCC 14053
v’ Méthode de diffusion en milieu gélosé

La méthode de diffusion en milieu gélosé mentionnée par Athamena, (2021) a été

utilisée pour évaluer I'activité antifongique des extraits.

L'inoculum est préparé a partir de petites colonies et de milieu de culture gélosé de
Sabouraud pour les champignons, ce dernier est versé dans des boites de Pétri de 90 mm de
diametre, puis ensemencé avec une suspension microbienne (& 0,5 Mc Farland) pure a
tester,cing puits de 6 mm ont été perforés a des distances égales dans des plaques de gélose
Sabouraud , A l'aide de bouchons stériles (6 mm), puis des puits (diamétre = 6 mm) ont

ensuite été remplis d'échantillon a tester a différentes concentrations.
Le test a été réalisé sur Candida albicans de la méme manieére deux fois, et le DMSO a
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été utilisé comme contrdle négatif, puis I'échantillon a été incubé pendant 48 heures a 37°C.

0

« Lecture des résultats

Selon que les zones d'inhibition sont présentes ou non, les résultats sont lus. En
mesurant le diametre de la zone inhibitrice entourant les disques imprégnés de différentes
quantités d'extrait hydro-méthanolique et d'extrait aqueux de plante, on calcule la sensibilité
de l'espece.

e La figure (16) ci-dessous montre un résumé du protocole d'activité antimicrobienne

(antibactérien et antifongique) que nous avons suivi.

Souche microbienne

A 4

Préparation de I’inoculum

A 4

Ensemencement

!

Remplir les puits (diamétre = 6 mm) avec I'échantillon

Incubation (37°C)
24h 48 h

les bactéries ‘/ \’

le champignon

Mesurer le diametre de la zone inhibitrice

Figure 16. Schéma résume le protocole de I'activité antimicrobienne
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Chapitre 11 Résultats et discussion

1. Calcul du Rendement

Selon des méthodes compatibles avec toute la littérature, le rendement a été calculé par
rapport a la matiére seche retirée et réduite en poudre. Les résultats suivants sont présentés

dans le tableau VI.

Tableau VI. Couleur et rendement de deux extraits d'Artemisia campestris

Extraits couleur Rendement%o
I’extrait aqueux Marron foncé 4.96 %
I'extrait hydro-méthanolique Vert clair 9.96 %

Les deux extraits ont donné des rendements différents, car le pourcentage le plus élevé a
été enregistré pour I'extrait hydro-méthanolique avec une valeur de 9,96 %, tandis que I'extrait
aqueux avait un faible pourcentage de 4,96%. Cela est di a la méthode et aux conditions dans
lesquelles I'extraction a eu lieu. Et c'est ce que Abdelhak et al., (2020) a expliqué que la
productivité de I'extraction dépend de la technique d'extraction, du type de solvant utilisé, et
peut-&tre méme d'un certain nombre d'autres facteurs, notamment le volume de solvant utilisé
par bloc de matériau broyé, et le temps de trempage, qui affectent le pourcentage de la

productivité de I'extraction.
2. Etude phytochimique
» Dosage des polyphénols totaux

La technique de Folin-Ciocalteu a été utilisée pour déterminer les polyphénols totaux,
car comme mentionné Ramadan, (2018), le réactif de Folin Ciocalteu utilisée dans
I'expérience permet une répartition presque égale de tous les composés phénoliques présents
dans l'extrait. C'est-a-dire de nombreux composés peuvent réagir avec le réactif et produire
une grande quantité de phenol, I'étalon utilisé était I'acide gallique et la longueur d'onde

utilisée pour la mesure de I'absorbance était de 765 nm.

La quantité de polyphénols a été exprimée en milligrammes de poids d'extrait sec par
milligrammes d'équivalent acide galligue (mg EAG/mg Ps), Les résultats obtenus sont

représentes dans la courbe d'étalonnage (figure 17) suivante.
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Figure 17. Courbe d'étalonnage de 1’acide gallique.

Une courbe d'étalonnage pour l'acide gallique dont I'équation (Y = 15.11x +0.315 R?2

=0.986), nous a permis d'obtenir une teneur en polyphénols totaux de 0.23 + 0.02 mg/mg de

l'extrait.

» Dosage des flavonoides totaux

En utilisant la technique du trichlorure d'aluminium (AICls) et la quercétine comme

référence, les flavonoides ont été identifiés. La longueur d'onde utilisée pour mesure

I'absorbance était de 430 nm.les résultats sont affichés dans la courbe d'étalonnage (figure 18)

qui sui.
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Figure 18. Courbe d'étalonnage de la quercétine.
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Une courbe d'étalonnage pour la quercétine dont I'équation (Y = 14.64x +0.035, R?
=0.940), nous a permis d'obtenir une teneur en flavonoides totaux de 0.096 = 0.01 mg/mg de

l'extrait.

La différence dans la teneur en polyphénols et en flavonoides peut s'expliquer par la
présence de produits chimiques phénoliques, qui sont affectés par un certain nombre de
facteurs, notamment les conditions géographiques et météorologiques de la zone ou les

feuilles sont récoltées (Jaadan et al., 2020).

La solubilité des polyphénols dans le solvant d'extraction, le type de solvant, le degré de
polymeérisation des phénols, I'interaction des phénols avec d'autres composants vegétaux et le
développement de composés insolubles influencent tous I'extraction des polyphénols des

matieres végétales (Akkari et al., 2016).

De plus Ramadan, (2018) a découvert que l'augmentation de la température améliore
I'extraction en augmentant la solubilité du soluté ainsi que le coefficient de diffusion.
Cependant, certains composés phénoliques peuvent également étre dégrades par des
températures élevées, car Plus la solubilité des phénols dans les solvants polaires est élevée,
plus la teneur en polyphénols est élevée (Ghedadba et al., 2015).

L'estimation de la teneur totale en phénols peut également étre impactée par la méthode
de quantification (Habibou et al., 2019).

3. Activites biologiques
3.1. Activités antioxydantes

Pour estimer l'activité antioxydante de notre extrait aqueux, nous avons utilisé le test

DPPH, le test FRAP et le test d'hémolyse et ils sont les plus couramment utilisés a cette effet.
» Test de piégeage du radical libre du DPPH

La capacité de notre extrait aqueux a lutter contre les radicaux libres a été évaluée
Comme décrit précédemment. Grace aux équations de régression nous avons déterminé une
valeur 1IC 50 mg/ml, pour montrer la capacité antioxydante de notre extrait aqueux. Les

résultats sont présentés sur la figure (19, 20).
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Figure 19. Taux d'inhibition du DPPH de I'extrait aqueux et de I'acide ascorbique

Les résultats de la force antioxydante de I'extrait et de I'acide ascorbique ont été testes,
et il a été constaté que le pourcentage d'inhibition le plus élevé de l'extrait était d'environ 50

%, tandis que celui de I'acide ascorbique dépassait 60 %, a des concentrations de 0,8 mg/ml et

0,4 mg/ml respectivement.

IC50 mg/ml
o
T

0,2 T 0 ii

E.aqueux A.ascorbique

Figure 20. Valeurs IC50 (mg/ml) pour le test DPPH
L'acide ascorbique a montré une capacité élevée de piegeage du radical libre du DPPH,
qui a été estimée a 1C50 = 0.05 mg/ml, suivi de I'extrait aqueux avec une valeur IC 50 = 0.8
mg/ml.
D'aprés nos résultats, nous notons que I'extrait aqueux et son standard ont la capacité de
réduire les radicaux libres du DPPH a partir du couleur violette au radical jaune stable DPPH-

H.
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En gardant a I'esprit qu'une valeur inférieure d'IC50 a une meilleure activité
antioxydante (Johari et Khong, 2019), et Selon les résultats enregistrés I'extrait aqueux est
riche en antioxydants avec une concentration IC50 de 0,8 mg/ml. Mais il est relativement
faible par rapport a lI'acide ascorbique, dont la valeur est d'environ 0,05 mg/ml. ou nous avons
remarqué que lactivité de piégeage de l'extrait augmentait avec l'augmentation de la

concentration, et cela a été prouvé Saoudi, (2019).

Il est connu que les molécules antioxydantes telles que I'acide ascorbique et les
flavonoides aident a réduire et a décolorer le DPPH en raison de leur capacité a produire de
I'nydrogene (Bougandoura et Bendimerad, 2012).En outre Belkhiri et Baghiani, (2017) a
déclaré que certaines substances telles que la cystéine, le glutathion, I'acide ascorbique, la
vitamine E , les flavonoides et les tanins peuvent décolorer et réduire les radicaux DPPH
grace a sa capacité a libérer de I'hydrogene. Cependant, le DPPH n'est pas affecté par les
monohydrates de phénol (par exemple la tyrosine), les sucres simples (par exemple le
glucose), les purines ou les pyrimidines, Alors que la réaction DPPH provoque la

précipitation des protéines.

L'action des antioxydants peut également étre affectée par la composition et le nombre
total de groupes hydroxyle (Heim et al., 2002), et en conséquence, il a été montré Boutlelis,
(2014) que les flavonoides responsables de I'effet anti-radicalaire sur et plus efficaces sur les
radicaux DPPH sont ceux qui contiennent des groupes dihydroxy 3', 4' sur le cycle B et/ou un
groupe 3-OH sur le cycle C. et les capacités antioxydantes peuvent également étre affectées
par le processus d'extraction des antioxydants (Lee et al., 2003).

> Test de la réduction du fer FRAP

La capacité de l'extrait agueux a donner des électrons a été évaluéee, ce qui reflete sa
capacité antioxydante Pour illustrer la capacité antioxydante de notre extrait agqueux nous
avons déterminé une valeur 1C 50 mg/ml au moyen d'équations de régression. Les résultats

sont présentés dans la figure (21, 22).

44



Chapitre 11 Résultats et discussion

y=48297x+32,1
R*=0,993

y=86,961x-0,7578
p -
100 R*=0,9525

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
concontration mg/ml

=—#—A.ascorbique  =—E.aqueux

Figure 21. Pouvoir reducteur de I'extrait aqueux et de I'acide ascorbique.

Les résultats du pouvoir antioxydant de I'extrait et de I'acide ascorbique ont été testés, et
il a été constaté que le pouvoir réducteur le plus élevé était pour l'acide ascorbique d'environ
80 %, alors que l'extrait aqueux dépassait 60 %. a des concentrations de 0.1 mg/ml et 0.8.

mg/ml respectivement.
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Figure 22. Valeurs IC50 (mg/ml) pour le test FRAP.

A partir des résultats obtenus précédemment, des valeurs pour 1C50 mg/ml ont été
calculées, ou I'acide ascorbique a montré une capacité élevée a réduire les ions Fe *> en Fe *2,
qui a été estimée a IC50 = 0.03 mg/ml, suivi de I'extrait aqueux avec une valeur IC 50 = 0.58
mg/ml Comme le montre la figure (22).

Par rapport aux résultats du test DDPH, nous avons remarqué que l'extrait aqueux

utilisant le test FRAP présentait une meilleure activité antioxydante, et cette différence est due
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a la nature et aux conditions différentes dans lesquelles chaque test a été réalisé.

Cette activité est associée a la présence de produits chimiques donneurs d'hydrogéne,
qui fonctionnent en brisant la chaine des radicaux libres, ce qui conduit généralement a la
réduction. Cette réduction se produit rapidement avec le potentiel de tous les réducteurs ayant
un potentiel de demi-réaction de réduction supérieur a celui du couple Fe**/Fe**(Belkhiri et
Baghiani, 2017).

De plus la force réductrice de I'extrait aqueux et de I'acide ascorbique se développe avec
l'augmentation de la concentration, c'est-a-dire que la quantité d'absorption qui affecte la force
du composé augmente avec l'augmentation de I'absorption a 700 nm. Cette capacité sert a
former des complexes stables avec les métaux de transition, en particulier le fer et le cuivre
(Charif et Louizini., 2016).

Il a été démontré que les effets chélatants des extraits de plantes sont directement liés a
la polarité de leurs solvants, 1l a également été observé que les groupements hydrosolubles ont

une propriété nucléophile élevée, ce qui leur confere un pouvoir chélatant (Benkhaled, 2019).

Sur la base de ce qui précede, plusieurs études ont fourni des informations sur les
capacités de chélation des polyphénols et des acides phénoliques, plus spécifiquement des
flavonoides (Charif et Louizini., 2016).

Et d'aprés ce qui a été mentionné par Akrout et al., (2003) que de nombreuses études
chimiques ont montré que les métabolites secondaires tels que les acides phénoliques, les
flavonoides, les tanins et les huiles essentielles sont abondants dans la partie aérienne
d'Artemisia campestris L. Cela confirme ce qui a été indiqué by Boudjouref et al., (2018) ont
montré que le pouvoir antioxydant de I'Artemisia campestris L, est lié a la concentration en

composés phenoliques qu'elle contient.
» Test d'hémolyse

Selon la méthode d' Chouikh., et al (2020), les résultats des tests d'hémolyse des
globules rouges sont basés sur des pourcentages d’hémolyse utilisant un extrait aqueux
d'Artemisia campestris, avec l'acide ascorbique utilisé comme référence. Les résultats sont

présentés dans la figure (23).
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Figure 23. Courbes représentant le pourcentage d'hémolyse en fonction de la concentration en

extrait aqueux et acide ascorbique.

Les resultats ont montré que les taux d’hémolyse étaient inversement proportionnels a
l'augmentation de la concentration de I'extrait aqueux et de l'acide ascorbique. En d'autres
termes, les taux d'hémolyse sont réduits si la concentration de I'extrait ou de l'acide ascorbique

est augmentée.

A partir des résultats obtenus, des valeurs pour 50 mg/ml ont été calculées, L'acide
ascorbique a montré la plus grande capacite a protéger les globules rouges du stress oxydatif
cause par les radicaux libres, car il a donné la valeur IC50 mg / ml la plus basse qui a été
estimée a IC50 = 0.08 mg / ml puis suivi de I'extrait aqueux avec une valeur 1C50 = 0.81

mg/ml. Comme le montre la figure (24).
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Figure 24. Valeurs IC50 (mg/ml) pour le test d'hémolyse.
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Nithiyanantham et al., (2013) a indiqué que des recherches approfondies ont été
menées sur les globules rouges comme modeles de dommages causés par le stress oxydatif
aux membranes biologiques, comme indiqué par Nadour, (2015) note qu'en raison de son
abondance d'acides gras polyinsaturés et de fer, les érythrocytes sont un modele cellulaire
utile pour analyser les effets des ERO et des antioxydants. Ce type de cellule est I'un des plus

exposés a l'oxygene, ce qui augmente le risque de stress oxydatif.

A travers les résultats obtenus et représentés sur la figure (24), nous avons enregistré
I'activité hémolytique la plus élevée de I'acide ascorbique, tandis que I'extrait aqueux a donné
I'activité hémolytique la plus faible. En effet, ce résultat confirme les résultats des dosages du
DPPH et du FRAP, qui ont également montré une activité antioxydante de la plante inférieure

a celle de l'acide ascorbique.

Cette activité anti-hémolytique que nous avons obtenue s'explique par la présence de
métabolites secondaires dans I'extrait tels que les flavonoides et les polyphénols. en effet de
nombreuses études ont montré que certains composes chimiques phénoliques, notamment les
flavonoides, possedent des propriétés anti-radicalaires qui agissent par ramassant les racines
libres ou neutralisées (Abbassi et Touil , 2019).

Comme l'a montré Sowndhararajan et al., (2011) l'arrét ou I'némolyse au laboratoire
est dd a la présence de composés phénoliques dans la suspension de globules rouges issue de
I'extrait qui vont stopper la chaine de diffusion des radicaux peroxyles dans la phase aqueuse

en piégeant ces radicaux avant I'attaque des lipides la membrane érythrocytaire.

Parce que les flavonoides réagissent avec la plupart des radicaux libres potentiellement
déshydrogénants du groupe CH: situés entre les doubles liaisons des acides gras
polyinsaturés, ils créent des especes radicalaires intermédiaires non réactives. Par conséquent,

il empéche efficacement I'oxydation des graisses (Chouia, 2019).

Selon Chouikh et al., (2020) le taux d'hémolyse peut étre attribué aux propriétés
oxydantes du peroxyde d'hydrogéne, qui lui permettent de détruire les membranes cellulaires
et de libérer I'némoglobine des cellules. H20: peut également provoquer la décomposition de
I'hémoglobine, libérant ainsi des ions Fe** générés par la réaction des radicaux hydroxyles
OH. L'activité anti-hémolytique des extraits de plantes peut étre due a I'inhibition des radicaux
par les composés bioactifs de I'extrait qui liberent des électrons vers H.O2, neutralisant ainsi

la molécule d'eau.
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> Relation entre les composés phénoliques et I'activité antioxydante des extraits

En fait, les phénols sont des antioxydants qui ont la capacité de piéger les especes
réactives de l'oxygeéne et les radicaux libres. On pense que le faible potentiel redox des
composés phénoliques, qui les rend thermodynamiquement forts, est responsable du piégeage
des composés phénoliques contre les radicaux libres. Ou le transfert d'hydrogene ou
d'électrons des groupes hydroxyle et la délocalisation des électrons non appariés conduisent a
la réduction des radicaux libres, ce qui conduit a la formation de radicaux phénoxy stables
(Hicham, 2020).

Saoudi et al., (2010) ont rapporté que les activités de piégeage des radicaux libres
précédemment observées des extraits d'Artemisia campestris sont principalement liées a la
présence de composés chimiques phénoliques, en particulier les flavonoides.et Akkari et al.,
(2016) ont également mentionné que la quantité de polyphénols présents dans chaque solvant

peut étre la raison de la différence d'activité antioxydante.

Il a également été montré Sebai et al., (2014) que les composants phénoliques et la
capacité antioxydante présents dans la majorité des extraits naturels sont positivement

corrélés.

Cependant, il est logique que les produits chimiques phénoliques présents dans cette

plante lui conferent ses propriétés antioxydantes.
3.2. Activités antimicrobiennes
> Activité antibactérienne

Les résultats de I'étude in vitro du pouvoir antibactérien de I'extrait hydro-méthanolique
et de l'extrait aqueux de la plante d'Artemisia campestris par méthode de diffusion sur disque

sur milieu gélosé Mueller Hinton.
_ Pour I’extrait aqueux nous n’avons enregistré aucun effet contre les bactéries utilisées

_ Pour I’extrait hydro-méthanolique, les résultats sont présentés dans le figure (25)
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Escherichia coli ATCC 25922 Klebsiella pneumoniae ATCC 13883

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Staphylococcus aureus ATCC 25923

Figure 25. Effet inhibiteur de I'extrait hydro-méthanolique d'Artemisia campestris contre les

quatre souches bactériennes testées.

Comme le montre la figure (26), l'activité antibactérienne d'Artemisia campestris se
traduit par l'apparition de zones d'inhibition de diamétres allant de 7 a 12.5 mm contre les
souches bactériennes a Gram négatif Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883, et Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 , qui ont été testées a des
concentrations variables (5.10.20.40 mg/ml).
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Figure 26. Activité antibactérienne a Gram négatif d'Artemisia campestris.

Par rapport aux souches bactériennes Gram négatifs, I'extrait hydro-méthanolique
d'Artemisia campestris a montré une activité antibactérienne plus élevée contre
Staphylococcus aureus ATCC 25923 a Gram-positif. Et comme le montre la figure 27 nous
avons observé une zone d'inhibition allant de 9 mm a 15.5 mm de diamétre a des

concentrations variables (5.10.20.40 mg /ml).
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Figure 27. Activité antibactérienne a Gram positif d'Artemisia campestris.

mZI(mm)

Tous les résultats que nous avons obtenus ont montré que I'Artemisia campestris avait
un effet antibactérien pour toutes les especes étudiées, mais surtout pour les souches
bactériennes a Gram positif, et aussi les résultats ont indiqué une augmentation de l'activité
antibactérienne avec des concentrations croissantes d'extrait de plante (Al-Snafi, 2015), Selon

ces résultats, nous concluons que les bactéries Gram-négatives (Escherichia coli ATCC
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25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) sont
plus résistantes a notre extrait que les bactéries Gram-positives (Staphylococcus aureus).

Cela peut s'expliquer par les différences anatomiques entre ces deux types de micro-
organismes, car les bactéries gram-négatives ont une membrane cellulaire externe épaisse
riche en sucres, ce qui les rend impénétrables car la paroi cellulaire est imperméable aux
composes lipophiles contrairement aux bactéries gram-positives, qui forment une barriére
Perméable est efficace car il contient des substances lipophiles sur la couche externe de
peptidoglycane (Mahboub, 2018).

Selon Candan et al.,( 2003) en comparant les composés insolubles dans l'eau et
solubles dans l'eau, ceux qui se dissolvent dans I'eau ont un effet plus faible. Cela indique
probablement la capacité des composés liposolubles a pénétrer les membranes cellulaires

bactériennes et a causer des dommages.

En effet, ces différences dans les activités antimicrobiennes de la plante d'Artemisia
campestris peuvent étre attribuees a des differences dans les ingrédients actifs qualitatifs et
quantitatifs du composé (Ghlissi et al., 2016), Ces ingrédients appelés phytochimiques
comprennent les phénols, les flavonoides et les tanins (Mahboub, 2018).

En testant la corrélation entre la concentration de I'extrait et I'activité antibactérienne, il
nous est apparu clairement qu'il existe une relation étroite entre la concentration de I'extrait et
son pouvoir antibactérien. en effet, a la lumiére de ces résultats que nous avons obtenus dans
la figure (28, 29, 30, 31), nous avons trouvé une corrélation positive pour toutes les especes
étudiées, ce qui explique I'existence d'une relation proportionnelle entre la concentration de

I'extrait végétal et le diamétre de la zone d'inhibition (Mahboub, 2018).

C'est-a-dire que plus la concentration de I'extrait de plante est élevée, plus I'efficacité
antibactérienne est grande (Al-Snafi, 2015), et les dilutions peuvent modifier la structure
chimique des extraits, ce qui entraine une diminution de leurs propriétés antibactériennes
(Mouffouk, 2019).
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Figure 28. Test de corrélation de l'activité antibactérienne de I'extrait contre Escherichia coli.
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Figure 29. Test de corrélation de I'activité antibactérienne de I'extrait contre Klebsiella

pneumoniae.
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Figure 30. Test de corrélation de I'activité antibactérienne de I'extrait contre Pseudomonas

aeruginosa.
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Figure 31. Test de corrélation de I'activité antibactérienne de I'extrait contre Staphylococcus
aureus.
> Activité antifongiques

La figure (32) montre les résultats d'une enquéte in vitro sur l'activité antifongique d'un
extrait hydro-méthanolique d'Artemisia campestris en utilisant la méthode de diffusion sur

disque sur milieu gélosé de Sabouraud.

Figure 32. Effet inhibiteur de I'extrait hydro-méthanolique d'Artemisia campestris contre

C.albicans.

Les résultats obtenus ont montré que I'extrait hydro-méthanolique d'Artemisia
campestris a une activité antifongique contre Candida albicans, et comme le montre la figure
(33) nous avons observé I'apparition de zones d'inhibition de diamétres allant de 8 mm a 13
mm a différentes concentrations (5, 10, 20, 40).mg/ml.
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Figure 33. Activité antifongiques a Candida albicans d'Artemisia campestris.

A travers les résultats, nous avons remarqué une légére fluctuation des diamétres des
zones d'inhibition, puisque nous avons enregistré la zone d'inhibition la plus élevée 13 +1 mm
a une concentration de 40 mg/ml, suivi de 11 £2 mm a une concentration de 20 mg/ml, puis
10,5 £3.5 mm a une concentration de 5 mg/ml, et enfin nous avons enregistré la zone

d'inhibition la plus faible a 8 £0 mm a une concentration de 10 mg/ml.

L'extrait testé a un effet antifongique clair et efficace sur le champignon Candida
albicans, et cette activité antifongique est largement liée a la richesse de I'extrait en composes

bioactifs et ceci est confirmé par Gacem (2011).

Comme rapporté par Sengouga et Dendani, (2019), certains types de metabolites
secondaires, notamment les acides phénoliques, les quinones, les flavonoides, les tanins et les
coumarines, sont les principaux composants antifongiques des plantes. Cela nous amene a
conclure que l'activité antifongique des extraits est influencée par une variété de métabolites

secondaires.

De plus, Athamena, (2009) a souligné le fait que différents agents, dont le type de
solvant utilisé, affectent I'activité antifongique.

En conclusion, il n'est pas facile de comparer les résultats de notre etude avec les
résultats d'autres études, car chaque étude differe de l'autre par la méthode et les conditions
d'extraction. Par conséquent, la teneur en composés végétaux actifs tels que les polyphénols et
les flavonoides pour chaque extrait différe les uns des autres, ce qui affecte la proportion des
activités biologiques de I'extrait, telles que I'activité antioxydante, antimicrobienne.
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Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales ont des propriétés
biologiques trés importantes et Il a de nombreuses applications dans divers domaines de la
médecine, de la pharmacie, de la cosmétologie et de I'agriculture. Cet intérét pour les plantes
médicinales vient du fait qu'elles représentent une source importante de substances
biologiquement actives, et dautre part, les effets secondaires provoqués par la pharmacopée

traditionnelle ont un effet moins agressif sur I'organisme.

Un grand intérét a été lié a la plante Artemisia campestris ces derniéres années car elle
est riche en principes actifs dont les plus importants sont les composés phénoliques sa valeur
a été estimée 0.23 mg/mg et les flavonoides et c’était la quantité 0.096 mg/mg de extrait
aqueux , sur lesquels de nombreux travaux ont été consacrés en étudiant leurs propriétés

chimiques et biologiques ainsi que leur mécanismes d'action.

Le travail que nous avons abordé est basé sur une étude phytochimique sur deux extraits
différents: l'extrait aqueux et I'extrait hydro-méthanolique. Par macération, les parties
aériennes de la plante utilisée en meédecine traditionnelle, appartenant a la famille des
Astéracées, les résultats obtenus de cette étude montrent que cette plante présentait une tres
grande diversité structurale, Par conséquent, il a donné des activités biologiques importantes
et diverses, dont la plus importante est l'activité antioxydante d’ extrait aqueux dont les
résultats ont ¢été estimés a 1’aide des tests suivants, DPPH(IC50=0.8mg/ml),
FRAP(IC50=0.58mg/ml),et teste d’hymolise (IC50=0.81mg/ml) et l'activité antibactérienne,
I'activite antifongique d’ extrait hydro-méthanolique nous avons enregistré des zones

d’inhibition allant de 7nm a 15.5nm.

En conclusion, les résultats obtenus sont encourageants et ouvrent de nouveaux
horizons dans le domaine des applications naturelles, qui pourraient étre une alternative viable

pour remplacer les produits chimiques.
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