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Résumé

Artemisia campestriest une plante médicinale appartenant a la faméeAstéracée cette
espece connue sous le nom de « Tgouft », estépasidue dans le sud algérien. Les extraits
organiques ont été obtenus par macération enauilisois solvants: chloroforme, acétate
d’éthyle et I'éthanol. Les rendements respectifist sa3.4% (m/m), 2.26% (m/m) et 0.48%
(m/m). La teneur totale en composés phénoliquetadéterminée en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu, elle est de 178 - 91 et 102 mg EABs dans les extraits de chloroforme,
d'acétate d'éthyle et d'éthanol respectivement.fla@®noides ont été évalués en utilisant la
méthode AICY, leur teneur est de 16.88 - 19.47 et 21.33 mg H&/glans les extraits de
chloroforme, d'acétate d’éthyle et d'éthanol respement. Les flavonols sont estimées par
une autre méthode utilisant AKCLeur teneur est de 31.13- 36.86 et 12.70 mg EQ/dans
les extraits de chloroforme, d'acétate d'éthyle d&ithanol respectivement. L’activité
antioxydante a eété évaluée en utilisant deux meéthodifférentes: la technique de
blanchissement d@-carotene et la méthode de réduction de radicaé IDPPH Pour le
premier test elle a été estimée a 76,68% - 89,38%97% pour les extraits de chloroforme,
acétate d’éthyle et éthanol respectivement, cellBldT 99.94%. Pour le second test Lgg@l

éte estimée a 105.76 — 100.20 — 68.10 pg/ml pesuedeaits de chloroforme, acétate d’éthyle
et éthanol respectivement. Alors que celle du téanmmositif BHA est de 51.17ug/ml.
L’activité antimicrobienne a été déterminée surtguaouches bactériennes, selon la méthode
de diffusion de disque. La concentration minimaleibitrice (CMI) manifestée par les trois
extraits surStaphylococcus aureust Escherichia Coliest de 1.8 mg/ml et 0.5 mg/ml
respectivement et sirroteus mirabilisa été 0.75 mg/ml et 1.5 mg/ml pour les extraits de
chloroforme et de l'acétate d’éthyle respectiveméitus les extraits ont un effet sur les

microorganismes testés sauf Bseudomonas aeruginasa

Mots clés :Asteraceae, Artemisia campestesiraits organiques, activité antioxydante,
activité antimicrobienne.
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Abstract



Artemisia campestriss a medicinal plant belonging to the Asteraceanilfa this species
known as « Tgouft » is very widespread in the saofthAlgeria. Organic extracts were
obtained by maceration with three solvents: chlomof ethyl acetate and ethanol. The yields
were: 3.4% (w/w), 2.26% (w/w) and 0.48% (w/w) respeely. Total phenolic contents were
determined using Folin-Ciocalteu reagent, it wag8-191-102 mg CAE/g dw for the
chloroform, ethyl acetate, and ethanol extractpeaetively. The flavoni contents was
determined using a method AlCIt were respectively: 16.88 - 19.47 — 21.33 mgdXw in
chloroform, ethyl acetate, and ethanol extractse Tlavonols contents were respectively:
31.13- 36.86- 12.70 mg QE/g dw in chloroform, ethgttate, and ethanol extracts.

Antioxidant activity was evaluated using two diffat methodsg-carotene bleaching method
and Free radical scavenging effects of the freeah®PPH. In former test, the percentage of
inhibition was 76,68% - 89,32% and 80,97% for tikomform, ethyl acetate and ethanol
extracts respectively, whereas in the latter, Bgektimated for extracts was: 105.76 —
100.20 — 68.10 pg/ml in chloroform, ethyl acetated ethanol extracts, this effect seems to
be weak when compared to BHA ¢4 51.17ig/ml). Antimicrobial activity was determined
using four bacterial strains according to the dis#fusion assay; the minimal inhibitory
concentration (MIC) was 1.8 mg/ml and 0.5mg/ml fbe three solvents when tested on
Staphylococcus aureuand E. coli respectively, and was 0.75 mg/ml and 1.5mg/ml for
chloroform and ethyl acetate extracts when testgdinat Proteus mirabilis Despite
Pseudomonas aeruginosal the microorganisms tested were sensitive teiieacts.

Key words: Asteraceag Artemisia campestrjs organic extracts, antioxidant activity,

antimicrobial activity.
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Etude bibliographique

Introduction



Les plantes médicinales sont utilisées depuisidané¢, pour soulager et guérir les maladies

humaines. En fait, leurs propriétés thérapeuticpoed dues a la présence de centaines, voire
des milliers de composés naturels bioactifs appttéamétabolites secondaires. Ces derniers
sont par la suite accumulés dans différents orgatgmrfois dans des cellules spécialisées de

la plante.

Actuellement, le développement de la résistanceaiienne aux antibiotiques et la toxicité
des antioxydants synthétiques ont conduit les tieemrs a puiser dans le monde végétal et
particulierement les plantes médicinales et cul@saien quéte de molécules naturelles

efficaces et dénuées de tout effet adverse.

De nombreuses études ont mis en évidence la pesinaenétabolites secondaires doués

d'activités biologiques telles que les polyphénalisaloides, terpenes ...etc.

L'Algérie possede une flore végétale riche et difiée. Parmi les plantes médicinales qui
constituent le couvert végétal, se trouve le gémtemisia,ce dernier est largement distribué
surtout dans les régions semi arides. De nombreesgsces de ce genre sont utilisées en
médecine traditionnelle parce qu’elles renfermeluisipurs molécules douées d’activités
thérapeutiques, parmi les espéces les plus comrsridsouveArtemisia campestrisCette
plante largement utilisée pour traiter les troubtkgestives, les ulceres, les brdlures, la
diarrhée,...etc. a constitué le sujet de plusieurdei qui font déterminé leurs compositions
chimiques (De Pascual at .,1984 ; Rauter eal .,1989 ; Joao e&l .1998 ; Akrout etal.,
2001), ainsi que les propriétés biologiques (Meratral ., 2007 ; Sefi etl., 2010 ; Akrout et

al., 2011).

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail adeeche dont le but principal est d’étudier les
activités antioxydantes et antimicrobiennes def@mdihts extraits organiquesAd campestris
La majorité des recherches ont étudié les huilesrdielles, alors que certaines d’entre elles

ont étudié les extraits organiques et aqueux.

Le présent travail a pour objectif d’extraire leslétules bioactives, avec la détermination de
la concentration de certains groupes, comme il gidester les activités biologiques des

différents extraits organiques surtout I'activitéiaxydante et I'activité antimicrobienne.

I- La plante Artemisia campestris

| -1-Généralités



Le genreArtemisia appartient a la famille des Astéracées: c’est llas genres le plus
répandu et le plus étudié de cette famille; il @tun nombre variable d’especes allant
jusqu’a 400 especes (Mucciarelli and Maffei., 2002)

Il a été rapporté que le genketemisia est riche en métabolites secondaires tels que les
flavonoides, les acides cafféoylquinic, les counesj les huiles essentielles, les stérols et les

acétylenes (Kundan et Anupam., 2010).

Les espéces qui appartiennent au geékxmtemisia possedent des propriétés thérapeutiques,
elles sont non seulement utilisées dans la médtcauktionnelle, mais aussi dans l'industrie

alimentaire et pharmaceutique (Mirjalili &t., 2007).
| -2- Description botanique

Artemisia campestrigst un arbuste aromatique a tiges robustes, dianteur de 30 a 80 cm.
cette plante possede des capitules tres petitstsé{d a 1,5 mm) ovoides ou coniques, a
involucre scarieux, ne contient que 3 a 8 fleurscaeleur jaunatre bordées de rouge, et a
pédoncule muni de poils blanchatres a brunatre. feadles dArtemisia campestrisont
glabres de couleur verte foncée, les inférieurepindatiséquées, les supérieures
pinnatiséquées, les basales pétiolées et auricuEediges sont ligneuses a la base striée

(David, Hervé., 1994 ; Ozenda, 1983 ; Quezel ete5ah962).

Fig. 1. Photo dArtemisia campestris.

| -3- Systématique de la plante

Selon Caratini (1971), la plantetemisia campestrisst classée dans:



Regne:Plantae

Sous régneTracheobionta
Embranchement: Spermatophyta
Sous embranchementMagnoliophyta
Classe:Magnoliopsida

Sous classeAsteridae

Ordre: Asterales

Famille: Asteraceae

Sous famille: Asteroideae

Tribu: Anthemideae

Sous Tribu: Artemisiinae

Genre: Artemisia
Espece:Artemisia campestrik.

| -4- Origine et distribution

Les espéeces qui appartiennent au gémtemisiasont des arbustes aromatiques, qui poussent
de facon spontanée dans plusieurs régions de l4pér@ie nord de la terre, surtout dans les
zones semi arides et le bassin méditerranéengienglent jusqu’a I'Himalaya (Vernin at
.,1995), dans I'némisphere sud elles sont trouvéesAkique du sud, l'Australie et

I’Amérique du sud, d’apres Kyeong (200 Artemisia campestriest originaire de I'Asie.
| -5- Composition chimique

L'utilisation des solvants a polarité différentelivse par des étapes de fractionnements et
'emploi de différentes techniques de chromatogiapbermettent d'extraire, séparer et

identifier les différents composés présents desexktraits de plantes.

De nombreuses études chimiques ont révélé quetia parienne dirtemisia campestriest
riche en métabolites secondaires tels que les péhals, les flavonoides, les tanins, les
huiles essentielles (Joaoadt, 1998 ; Juteau &tl., 2002).



La composition chimique de I'huile essentielle easelon le chimiotype considéré (Bruneton,
1999), elle varie également selon les conditioreggEphiques et climatiques (température,
altitude, précipitation, hauteur, direction du vehieures de soleil, etc.), et selon la phase de

développement de la plante (Jerkovialet 2003).

Plusieurs études (Akrout at ., 2001 ; Juteau il ., 2002) ont rapporté la composition des
huiles essentielles 'Artemisia campestris I'huile essentielle est analysée par la
chromatographie en phase gazeuse couplée a la@pétie de masse (CG-MS), Juteaalet

(2002) ont identifié dans une espece de Camarguars@ile, France) 51 composés et
caractériseés, les plus abondants somtterpinéne, capillene, 1-phenyl-2,4-pentadiyne,

spathulenol, methyleugenol, p-cyméng-ginene.

D’aprés Akrout et al (2001) les constituants legspibondants d'une espece de Tunisie
sont :B-pinéne (24,2-27,9 %), p-cyméne (17.4-22.3%) ogpinéne (4.1-11.0%), ces
constituants représentent plus de 45 % de I'hatie.

Le contenu phénolique total, les flavonoides, I1éavds hydroxycinnamiques, les dérivés
hydrox benzoiques de [I'extrait éthanolique (80%) lde partie aérienne 'Artemesia

campestriont été déterminés par des methodes spectrophigoues (Tab. I).

Les flavonoides identifies che&rtemisia campestrissont: flavone (apéginie), flavonol
(kaempférol 7-méthyle), flavanone (naringénine)hydroflavonols (taxifoline-7-méthyle)
(Tab. Il) (Valant etl., 2003).

Les feuilles dArtemisia campestri€ontiennent aussi des alcaloides, des saponiasi ¢t
al .,2010).



Tab. I: Teneur en polyphénols, de la partie aérieriAeteimisia campestrigDjeridane el
., 2007).

Plante Phénols totau% | Flavonoide$ Dérivés hydrox | Dérivés hydrox
cinnamique$ benzoique8
Artemisia
campestris 103.4 5 95 0

a: mg EAG/g psb : EQ(m/m),c: EAC (m/m),d : EAG (m/m).

Tab. II: Principaux flavonoides rencontrés cigremisia campestris

Flavonoides Références

- Flavanone:5, 8, 4’-trihydroxyflavanone. - Rauter etal ., 19809.

- Acétophénone:3-acetyl-4-hydroxyacétophénone. - Hurabielle etl .,1982.

- Flavones:5, 7-dihydroxy-3, 4’-dimethoxyflavone. - Ferchichi eal ., 2006.

- Flavonol: Kaempférol-7méthyl. -Valant-V etal ., 2003.

- Dihydroflavonol: 7-methyl aromadendrin. - Hurabielle eal ., 1982.

| -6- L'utilisation traditionnelle d 'Artemisa campestris
Artemisia campestrigst une plante utilisée depuis longtemps danskdegine traditionnelle

pour traiter plusieurs maladies:



En usage locahrtemisia campestriest utilisée pour traiter les troubles digestives,ulceres
et les douleurs menstruelles (Dobaét 2005). Elle est également utilisée dans le traitdme
de diabete (Sefi etl., 2010).

La partie aérienne est utilisée dans le traiterdenbrilures, de la diarrhée, les morsures de
serpents, les piqares de scorpions, I'eczéma, daagntérite, la dysenterie, le rhumatisme,
elle est utilisée également pour traiter les inéex urinaires, la fievre et la toux (Ben Sassi et
al., 2007).

Selon Saoudi el (2010) la consommation journaliere d'une décocti@parée a partir des
tiges et feuilles &. campestripermet de réduire les symptdomes digestifs.

| -7- Activités biologiques

En plus de leurs utilisations traditionnelléstemisia campestripossede de nombreuses
propriétés biologiques, parmi lesquelles on ciseplieis importantes :

a- Activité antioxydante

La partie aérienne’Artemisia campestriposseéde des activités antioxydantes significatives
En effet cette plante est riche en composés dolgdivité antioxydante tels que: les
flavonoides, les polyphénols et les tanins, cekraifits constituants exercent ses actions
antioxydantes en inhibant la production de l'ansuperoxyde, I'hydroxyle, comme ils

inhibent la peroxydation lipidique au niveau desnmsomes (Bruneton, 1999).

Dans une étude faite par Aniya at (2000) l'activité antioxydante de I'extrait aqueux
d’Artemisa campestria été testée par la méthode de DPPH (2,2-diphenpicrylhydrazyl),

les résultats obtenus ont montré que I'extrait agymsseéde une activité antioxydante élevée.

De leurs coté Akrout eal (2011) ont étudié l'activité antioxydante de trestraits de la
partie aérienne’Artemisia campestrighuile essentielle, extrait aqueux, extrait éthayus
50%) en utilisant trois méthodes différentes: lathnde de DPPH, la technique de
décoloration dup-carotene et la méthode d’ABTS (2,2 azinobis-34biyzthiazoline-6-
sulphonic acid), ils ont trouvé que I'huileAdtemisia campestriposséde une faible activité
antioxydante, alors que les extraits agueux etrogga@ montrent une activité antioxydante

importante en comparaison a celle de I'huile esskant

b-activité antibactérienne



Artemisia campestriest une plante meédicinale utilisée dans le traiténte nombreuses
infections telles que les infections urinaire. Nadt al (2010) ont testé [l'activité
antibactérienne de I'extrait méthanolique des fesiidArtemisia campestrisils ont trouvé

que lactivité de cet extrait a été plus efficacentce les bactéries gram positif

(Staphylococcus aureugue les bactéries gram négakis¢herichia col.

Ben Sassi etl (2007) ont étudié I'activité antibactérienne deatm@ extraits organiques
(méthanol, acétate éthyle, acétone, chloroforme)28l plantes médicinales dofttemisia

campestriscontre 14 bactéries gram positif et gram néga#k résultats ont montré que
I'extrait d’acétone est le seul qui montre unea@acinhibitrice contre trois types de bactéries:

S. epidermidiset S. saprophiticusS. aureus.

En outre Artemisia campestrispossede des propriétés antifongiques, Kyeong st se
collaborateurs (2007) ont étudié l'effet antifonggég de I'extrait aqueux des racines
d'Artemisia campestrisur des champignons de mycorhize, les résultaénob montrent que

I'extrait aqueux possede un potentiel antifongique.

Les plantes du gensertemisiacontiennent un sesquiterpene lactone appelé: Asteime, ce
composant constitue le métabolite secondaire les plportant chez toutes les especes
Artemisig il est considéré comme une drogue antimalanakeefficace contre le parasite qui
cause la malaria: IBlasmodium falciparunDonrop et Day., 2007). L’artemesinine posséde
également plusieurs activités, il est efficace mries maladies infectieuses telle que
I'hépatite B (Rmoero el ., 2005).

c- Effets insecticide

Une étude récente a été réalisée par Pavela (2009)extrait méthanolique de la partie
aérienne @rtemisia campestrisa été testé pour son activité répulsive contrefdeselles
adultes d’'une espece de moustiqiidex quinquefasciatyset extrait a montré un degré de
répulsion trés intéressant contre ces parasitetewrsc de plusieurs maladies comme la

malaria.
d- Propriétés allélopathiques

Les plantes du genm&rtemisiapossedent des propriétés allélopathiques parifigniide la
croissance et la germination de certaines plantesedtourage,Ces propriétés sont dues
probablement a la présence d’acide phénolique,aetrds composants polaires (Kyeong et
al., 2007).



e- Activité hypoglycémiante

Sefi etal (2010) ont trouvé que l'extrait aqueux des feuitl&rtemisia campestrisdiminue

le taux de glucose dans le plasma des rats chgaedissle diabéte est induit par I'alloxane
monohydrate, ils ont trouvé également que la ditmnude la concentration de glucose
s’accompagne d’'une part d'une diminution des taexriylycérides et des lipoprotéines de
faibles densité (LDL), et d’autre part d'une augtation du niveau de l'insuline, ce qui peut

prévenir les complications du diabéte.
f- Effets antipoison

Les extraits d’acétate d’éthyle, éthanol, méthaebl de diclorométhane, des feuilles
d'Artemisia campestrignt été testés pour ses capacités de neutralisigioenin de scorpion
et de vipere, les résultats obtenus ont montrél'guerait éthanolique, inhibe I'activité de
dégradation des globules rouges contre le veniacdgpionAndroctonus australis garzonii
des résultats similaire ont été obtenus pour l&itte dichlorométhane pour la neutralisation

de venin de la vipemglacrovipera lebetingMemmietal., 2007).



II- Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des moléculesniquges complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantesrapibes, ils sont divisés principalement en
trois grandes familles: Les polyphénols, les teegéres alcaloides (Lutge at., 2002 ;
Abderrazak et Joél., 2007).

[I-1-Les polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolismerskaire des végétaux, caractérisés par
la présence d'au moins d’'un noyau benzénique augsieldirectement lié au moins un
groupement hydroxyle libre, ou engagé dans uneealatnction tels que : éther, ester,
hétéroside...etc. (Bruneton, 1999 ; Lugasalet 2003).

En effet les composés phénoliques, constituentréaipg le plus nombreux et le plus
largement distribué dans le royaume des végétauec, plus de 8000 structures phénoliques
connus (Lugasi dl ., 2003).

Les principales classes de composants phénoliqoes ks acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chloragés), les flavonoides qui représentent
plus de la moitié des polyphénols, les tanins,est doumarines (King et Young., 1999 ;
Tapiero etal., 2002). Les polyphénols sont présents dans tdegeparties des végétaux
supérieurs: racine, tiges, feuilles, fleurs, fri@sizot et Charpentier., 2006).

I1-1-1- Les flavonoides

Le terme flavonoide désigne une trés large gammeod®osés naturels appartenant a la
famille des polyphénols (Seyoum ak, 2006), ils sont considérés comme des pigments
quasiment universels des végétaux, souvent redplessde la coloration des fleurs, des fruits
et parfois des feuilles\ I'état naturel les flavonoides se trouvent le @oavent sous forme
d’hétérosides (Ghestemadt, 2001; Bruneton, 1999 ).

Du point de vue structurale, les flavonoides santégsent en plusieurs classes de molécules,

en effet plus de 6400 structures ont été idensfi@darborne et Wiliams., 2000).
[I-1-1-1- Structure et classification

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranker@®t etal., 2005). Leur structure de

base est celle d'un diphényl propane a 15 atomesad®mne (6Cs-Cg), constitué de deux



noyaux aromatiques qui désignent les lettres A,ateBés par un hétérocycle oxygéné, qui

désigne la lettre C (Dacosta, 2003).

Fig. 2. Structure de base des flavonoides (Di Carkd.e1999).

De facon générale les flavonoides se trouvent &diétat libre, dans ce cas ils sont dits
aglycones, soit sous forme de C- ou O-glycosidedaes ce cas ils sont liés a des sucres tels
que le glucose, le rhamnose, I'arabinose, ils petuea outre étre des monomeres ou des

oligomeres (Dacosta, 2003).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusielaisses dont les plus importantes sont:
flavones, isoflavandiols, flavanols, flavondiolsiranes, chalcones, anthocyanins (Effendi et
al., 2008).

11-1-1-2- Localisation et distribution

Les flavonoides possedent une large répartitios amonde végétal, ils sont distribués dans

les feuilles, les graines, I'écorce et les flewrs dlantes (Medic etl., 2003).

Les formes hétérosidiques des flavonoides, s’acmhuwlans les vacuoles et selon les
especes, elles se concentrent dans I'épidermeedéde$ ou se répartissent entre I'épiderme
et le mésophylle. Dans le cas des fleurs, elles @mmentrées dans les cellules épidermiques
(Bruneton, 1999).

[I-1-1-3- Les principales classes de flavonoides
a- Les favones et les flavonols

Les favones et les flavonols représentent la ntgjates flavonoides connus, dans plus de
90% des cas. Chez ces molécules le cycle A estitaigbgar deux hydroxyles phénoliques en
C-5 et en C-7.Ces hydroxyles peuvent étre libregthérifiés, 'un d’entre eux peut étre

engagé dans une liaison hétérosidique. D’autrestiulions peuvent intervenir avec des



fréequences variables: hydroxyles libres ou éthegietn C-6 et/ou en C-8, isoprénylation ou
méthylation en C-6 ou en C-8, implication du C#etC-8 dans une liaison carbone-carbone
avec un sucre.

Le cycle B est substitué dans 80% des cas en (edt, étre disubstitué en C-3’ et C-4’, ou
moins fréquemment 3',4’,5’-trisubstitué; ces suiostnts peuvent étre des groupes hydroxyles
(OH) comme ils peuvent étre des methoxyles (OCHBS$. autres positions (C-2’et C-6") ne
sont qu’exceptionnellement substituées.

Les principales flavones sont I'apéginine et l&dline, alors que les principaux flavonols

sont la quercétine, kaempférol, et la myricétineu(@ton, 1999).
b- Les flavanones et les dihydroflavonols

Ces molécules sont caractérisées par I'absenca deuble liaison C2-C3 et par la présence
de centres d’asymétrie. Les variations structurates de méme nature que celles décrites
pour les flavones et les flavonols. Les dihydrodlawls se distinguent des flavanones par
I'hnydroxylation de la position C-3. Ces flavonoidesmblent un peu moins fréquents que
leurs homologues insaturés rassemblant les flaveinigss/onols.

La principale flavanone est la naringénine, alars @ dihydroflavonols la plus rencontré est

la catéchine (Bruneton, 1999).



Fig. 3: Structure de base des flavones (Giulialet 1999)Fig. 4: Structure de base des flavonol

5 6 7 4 5 7 34 5
Apigénine OH - OH OH Quercétine OH OH OH OH -
Lutéoline OH - OH - KaempférolOH OH - OH -

Myricétine OH OHOH OH OH

Fig. 5: Structure de base des flavanones Fig. 6Structure de base des flavanols
5 7 4 57 3 4
Naringénine OH OH OH Catéchine OH OH OH OH

c- Les chalcones



Les chalcones, dépourvues de I'hétérocycle cergaait caractérisées par la présence d'un
chainon tricarboné, cétonique, B-insaturé. Si les substitutions sur le noyau A sertlus
souvent identiques a celle des autres flavonoidespyau B est assez fréquemment non
substitué. Pour ce type de molécules, la numéontates positions est différente des autres
flavonoides. Les chalcones les plus importants: danbutéine et la phlorétine (Bruneton,
1999).

d- Les anthocyanidines

Les anthocyanidines sont toujours hydroxylés enitipos3, elles se caractérisent par
I'absence du groupe hydroxyle a la position 4.

Les anthocyanidines les plus abondants sont: larg@idine, la cyanidine et la péonidine
(Bruneton, 1999).
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Fig. 7: Structure de base des chalcones (Giula et1999)
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Fig. 8: Structure de base des anthocyanidines (Giuké 1999)
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[I-1-1-4- Activités biologiques des flavonoides



[I-1-1-4-1-Activité antioxydante

Les flavonoides possedent de nombreuses actividésglues, ces activités sont attribuées

en partie aux propriétés antioxydantes de ces csé@spuaturels. (Fuhrmanadt., 1995).

L’action antioxydante de ces composés ne s’exea® geulement par linhibition des
radicaux libres, mais elle se manifeste aussi @aeltralisation d’enzymes oxydantes et par
la chélation d’ions métalliques responsables depriaduction des especes réactives de
I'oxygene (Halliwell, 1994 ; Cotelle, 2001).

A cause de leurs faibles potentiels redox, lesofaides (FI-OH) sont thermodynamiquement
capables de réduire les radicaux libres oxydant3, @@mme le superoxyde, le peroxyle,
I'alkoxyle et I'hnydroxyle, par transfert d’hydrogéret le radical Flavonoxy (FL-0) qui en
résulte peut réagir avec un autre radical pour éorome structure stables (Jovanoviaket
1994).

OH o 0 o
R RH ? R RH U
b OH o e, i |‘,. Ok o i PR ,C
> “'::‘.-l'-"__\.,-"'". '|.- -/J Ty e .‘.\ ! {__z:____::\-\, o sl
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Fig. 9: Piégage des espéces réactives oxygenées pawviasdides (Marfak, 2003).

Les flavonoides sont aussi considérés comme de di@iateurs d’'ions métalliques (Brown,
1998 ; Dacosta, 2003), comme les ions du fer’(JFet du cuivre (C) qui sont essentiels
pour certaines fonctions physiologiques, maisadlst aussi responsables de la production du

radical hydroxyle par la réduction du peroxyle dihggéne selon la réaction suivante :
H,0, + F&* (Cu") — ‘'OH +OH + Fe* (C/H

[1-1-1-4-2- Activité antibactérienne

Il a été rapporté que les extraits de plantes atidmup d’autres préparations phytochimiques

riches en flavonoides ont possédé une activiténartbbienne (Tim eal., 2005).

Grace a leur structure caractérisée par la préssmgeoupe phénoligue, et d’autres fonctions
chimiques, les flavonoides sont considérés dehiogs agents antimicrobiens (Harborne et
Williams., 2000).

De nombreuses études ont rapporté les activitémianmibiennes des flavonoides. (Haraguchi

etal.,1998 ; linuma etl., 1994 ; Iniesta el .,1990). De méme ces propriétés détectées chez



la propolis, sont attribuées a leur teneur élevétazonoides, en particulier le galangin et le
pinocembrin (Tim e&l., 2005).

L’activité antifongique des flavonoides est austibke, une étude faite subianthus
caryophyllus a montré l'efficacité de flavonoide glycoside, sies souches fongiques
(Galeaotti etal., 2008).

Un nouveau flavanone prénylé isolé a partir deblisteEysenhardtia texanat un flavane7-
hydroxy-3,4- methylenedioxy flavane isolé a padeas fruits deTerminalia bellerica ces
deux flavonoides montrent une activité contre lerafie pathogene opportunist€andida
albicans(Wachter etl., 1999 ; Valsaraj edl., 1997).

Deux autres flavones isolés de la plaAremisia giraldj ont été rapportés exhibé une
activité contreAspergillus flavugZheng etal., 1996). Le Galangin est un flavonol, qui se
trouve généralement dans des échantillons de psppbl montré une activité inhibitrice
contreAspergillus tamarii, A. flavus, Cladosporium sphasgermum, Penicillium digitatum

et Penicillium italicum(Afolayan et Meyer., 1997).

Récemment des chercheurs ont montré que les fladesm@ouvaient avoir une action plus
sélective en interagissant avec une glycoproténsutdface du virus HIV, empéchant ainsi la

liaison du virus a la cellule héte (Mahmoudakt 1993).

Le mécanisme d’action de polyphénols est sans doggecomplexe, parmi les hypotheses

avancées:
- L’inhibition des enzymes extracellulaires micredoes,

- La séquestration du substrat nécessaire a |asammte microbienne ou la chélation de

métaux tels que le fer,
- L’inhibition du métabolisme microbien (Mila et &bert., 1994).
[I-1-1-4-3- Effets antiallergiques

Les effets antiallergiques sont attribués a l'iefluae des flavonoides sur la production de
I'histamine. En effet, les flavonoides inhibent @wymes AMP cyclique phosphodiesterase
et ATPase C&-dépendante, ces deux derniéres sont responsablds dibération de

I’histamine a partir des mastocytes et des baseghil

Di Carlo (1999) a étudié les effets antiallergiquiss la quercétine, il a trouvé que ce
flavonoide exerce ses effets, en inactivant I'ereyATTPase Cddépendante, de méme



I'action de la quercétine est supérieure a celuiccamoglycate de sodium utilisé comme

médicament antihistaminique.
[I-1-1-4-5- Autres activités des flavonoides
A coté des activités citées précédemment, lesfilaides possédent d’autres activités:

Les flavonoides sont capables de moduler le fomcgment du systéme immunitaire
(Middleton et Elliott., 1996), ils sont de puissaninhibiteurs de la prolifération des
lymphocytes B et T (Mookerjee at, 1986 ; Namgoong &tl., 1994).

Les flavonoides peuvent aussi empécher le diabételuo moins le réduire en inhibant
'enzyme aldose réductase (Chaudhry, 1983). Ongheto ont reporté que la myricétine

possede un effet hypoglycémiant chez des animabétiques (Ong et Khoo., 2000).
[I-1-2- Les tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliqueswttuse variée, de saveur astringente
ayant en commun la propriété de tanner la peatg aptitude est lié a leur propriété de se
combiner aux protéines. Leur poids moléculairecestpris entre 500 et 3000 Da (Paris et
Hurabielle., 1981).

I1-1-2-1-Localisation et distribution

Les tanins sont trés répandu dans le regne végeésas, ils sont particulierement abondants
dans certaines familles comme les coniféeres, lgadee, les rosacée (Ghestermlgt2001).

lIs peuvent exister dans divers organes: I'écdes feuilles, les fruits, les racines et les
graines (Khanbabae et Ree., 2001).

I1-1-2-2-Classification

On distingue habituellement chez les végétaux seynd; deux groupes de tanins différents
par leur structure aussi bien que par leur origingénétiques: Les tanins hydrolysables et les
tanins condensés (Bruneton, 1999).

a-Tanins hydrolysables



Les tanins hydrolysables sont des polyesters deidgls et d'acides phénols, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tannasesesnebt en acide phénol, selon la nature de
celui-ci on distingue: les tanins galliques, ettlsns ellagiques (Paris et Hurabielle., 1981).

a-1-Tanins galliques (Gallo tanins)

lls donnent par I'hydrolyse des oses et de |'agadieque.

a-2- Tanins ellagiques (Ellagitanins)

lIs sont scindés par les enzymes en oses et ea eltédique (Paris et Hurabielle., 1981).
b-Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymeres flavamotignstitués d'unités flavan-3-ols, le plus
souvent épicatéchine et catéchine (Khanbabaeaest R#1).Les tanins condensés sont des
molécules hydrolysables, leur structure voisinecelde des flavonoides est caractérisée par

I'absence de sucre (Paris et Hurabielle., 1981).

TANNINS

condensed tannins complex tannins hydrolyzable tannins

gallotannins || ellagitannins

o

group A group B

Fig. 10: Classification des tanins (Wilfred et Ralph., 2006)

I1-1-2-3- Utilisation des tanins

a)- En pharmacie



Grace a leurs astringente les tanins sont utiie@sme antidiarrhéiques, vasoconstricteurs et
hémostatiques, mais surtout comme protecteurs weidans le traitement des varices et
hémorroides (Paris et Hurabielle., 1981).

b)- Dans l'industrie

lIs sont largement employés dans I'industrie du surtout dans celle des vernis et peintures
(Paris et Hurabielle., 1981).



[ll- Le stress oxydatif
[1I-1- Définition

Le stress oxydatif est défini comme étant le défiégel entre la génération des especes
réactives de l'oxygéne et la capacité du corps dtrakéser et a réparer les dommages
oxydatifs (Boyd etal., 2003).

I1I-2- Les radicaux libres

Un radical libre est définies comme toute moléqdssédant un ou plusieurs électrons non
appariés (Jacques et André., 2004), cette moléstleés instable et réagie rapidement avec
d’autres composants, essayant de capturer |'électégessaire pour acquérir la stabilité, une
réaction en chaine débute lorsqu’un radical lititacae la molécule stable la plus proche en
lui arrachant son électron, et la molécule attagdéeient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995).

[1I-3- Les especes réactives de I'oxygene

Parmi les espéces radicalaires les plus intéressa® trouvent les especes réactives de
'oxygéene (ERO) qui sont des radicaux libres quiivdnt de la molécule d’oxygeéene, par
addition d’'un électron. les principales especestidss de |'oxygene sont: le radical
superoxyde (@), le radical hydroxyle ©H), le monoxyde d’azote (NQ) et aussi certains
dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dotdxecité est importante tels que le peroxyde
d’hydrogéne (HO,) et le peroxynitrite (ONOQ (Jacques et André., 2004 ; Gutteridge,
1993.

[11-3-1- Le radical superoxyde

L'origine principale du radical superoxyde est sarsnteste la chaine respiratoire
mitochondriale. En effet, ce systeme permet la peodn du radical superoxyde par
'addition d'un électron a l'oxygene moléculairegtie réaction est catalysée par le
cytochrome oxydase mitochondrial:
cytochrome oxydase
O,+e —» Oy
Le radical superoxyde peut également se formerderta phagocytose grace a la NADPH

oxydase présente dans la membrane plasmique dgsgytes :



NADPH oxydase
20, + NADPH » 20- NADP' + H'

4

Une autre source possible est la xanthine oxydastte enzyme catalyse I'oxydation de la
xanthine en acide urique.
Xanthine oxydase
Xanthine + 2Q+H,0 — . Acide urique + 208 2H"
Le radical superoxyde est peu réactif, mais ileentbmme agent oxydant dans la majorité des
réactions (Marfak, 2003 ; Antwerpen, 2006).

[11-3-2- Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle OH) est une espece radicalaire hautement réactiveest
principalement formé lors de réactions d’ions niigpa¢s avec le peroxyde d’hydrogene, ces
réactions sont décrites sous le nom de réactiofred®n:

M™+H,00— 3 MMV OH+OH

Le fer peut également catalyser la transformatienl’anion superoxyde en présence de
peroxyde d’hydrogene avec production de radical réwgle selon la réaction dite
Haber-Weiss. Cette réaction est relativement leht®oins courante que la précédente dans

les tissus vivants (Jacques et André., 2004).

Fe
07 '+ H,O0p ———» O+ OH + OH (Réaction de Haber-Weiss).

[11-3-3- Le peroxyde d’hydrogéne
Il se forme par une réaction de dismutation ducaldiuperoxyde, catalysée par la superoxyde
dismutase (SOD).

20, +2H 5 HO+0;

Le peroxyde d’hydrogene est moins réactif que dansuperoxyde, mais il possede une

capacité de diffusion importante (Jacques et An@f4).
[1I-4- Les conséquences moléculaires du stress oxaftif

La production excessive des radicaux libres proeodas lésions directes de molécules
biologiques : oxydation de I'ADN, des protéines, Igiedes et des glucides, mais aussi des

lésions secondaires dues au caractere cytotoxijumueagéne des métabolites libérés



notamment lors de l'oxydation des lipides (Fav2803). Les principales cibles radicalaires

sont:
[1I-4-1- L’oxydation de 'ADN

Les radicaux libres peuvent induire des effets genas ou l'arrét des réplications de I’ADN.
lls agissent en provoquant des altérations de pdesspontages ADN protéines (Krippeit-
Drews etal., 1994). L'attaque radicalaire peut étre directenétagner I'oxydation des bases,

ce qui donne naissance a un grand nombre de baskitées.

Des dommages indirects peuvent résulter de I'attdgs lipides dont la peroxydation génere
des aldéhydes mutagénes, formant des adduitsssbases de I'ADN de type MDA-guanine

ou éthénodérivés.

Les radicaux libres peuvent aussi attaquer legpres qui sont tres nombreuses a entrer en
contact avec I'ADN pour le protéger (histones) aurple lire (enzymes et facteurs de la

réplication ou de la transcription), entraine destages des protéines. comme ils peuvent
attaquer la liaison entre la base et le désoxyeibo®ant un site abasique, ou attaquer le sucre

lui-méme, créant une coupure de chaine simple(Bawier, 2003 ; Rehman at, 1999).
[11-4-2- L’oxydation des protéines

L’action des radicaux libres a lieu sur les chaia&&ales de certains acides aminés comme le
thiol des cystéines. A proximité des sites dediaid’'ions métalliques peuvent se dérouler des
réactions d’oxydation qui produisent des acidesnamianormauxlLes radicaux libres sont
eégalement responsables de la formation de ponifudiss qui modifient la conformation des
protéines et nuisent a leur activité biologiqueiy@é enzymatique, transduction d’'un signal

ou systéme de transport) (Jacques et André., 2004).
[11-4-3-L’oxydation des lipides

Les lipides et principalement leurs acides gragjipsaturés sont la cible privilegiée de
I'attaque par le radical hydroxyle capable d'aacim hydrogéne sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons, pour former un radical dieoajugué, oxydé en radical peroxyle.

Cette réaction appelée peroxydation lipidique sewé en plusieurs étapes:

a- L'initiation



Dans cette étape un acide gras polyinsaturé esjudttau niveau d’'un carbone situé entre
deux doubles liaisons par un radical hydroxyle aareachement d’'un atome d’hydrogéne qui
laisse un électron non apparié. L'acide gras sudblioas une suite de réarrangements des

doubles liaisons (Jacques et André., 2004).
b- La stabilisation

Dans I'étape de la stabilisation, il se produit daemation d’'un diéne conjugué ROpar

coordination avec une molécule d’oxygene (Jacquésdré., 2004).
c- La propagation

Les alkoxy et peroxy-radicaux propagent I'oxydatfar I'intermédiaire de R®(Jacques et
André., 2004).

d- La terminaison

Les hydroperoxydes subissent plusieurs transfoomsiti ils sont soit réduisent par la
glutathion peroxydase, soit ils I'oxydation congnet dans ce cas ils se fragmentent en
aldéhydes toxiques. Cette réaction en chaine s@rtersoit par I'intervention d’'un composé
antioxydant, soit par l'interaction de deux radicgour former une molécule stable (Jacques
et André., 2004 ; Hennebelleadt, 2004).

[1I-5- Les antioxydants

Les antioxydants sont I'ensemble des moléculeseptibtes d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de dégues espéces réactives de l'oxygene. lls
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces esp&n les piégeant pour former un

composeé stable, en séquestrant le fer libre oléeérgnt du glutathion (Favier, 2003).

On distingue au niveau des cellules deux lignesddéfense inégalement puissantes pour
détoxifier la cellule:

[1I-5-1-Les antioxydants endogenes

L’organisme humain posséde un systéme enzymaticmestitué principalement de trois
enzymes: la superoxyde dismutase (SOD), la cataaséa glutathion peroxydase (GPx)
(Avissar efal.,1989).



Ces enzymes ont une action complémentaire sur $agada radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne, conduisenaieiment a la formation d'eau et
d’'oxygéene moléculaire (Marfak, 2003).

[11-5-1-1- La superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD), est une enzyme lominé I'anion superoxyde par une

réaction de dismutation, elle produit de I'oxygetelu peroxyde d’hydrogene.

Cette enzyme existe sous deux formes : une cytopjae nécessite comme cofacteur les
ions de cuivre et de zinc (CuZnSOD) et l'autre wiimndriale utilise le manganese comme
cofacteur (MnSOD) (Jacques et André., 2004).

soD
20+ 2 H — D+ O

I1I-5-1-2- La catalase

Le peroxyde d’hydrogene produit par la réactiond@gnutation peut subir une réaction de
Fenton. Il ne faut pas donc qu'il s'accumule, clestole de la catalase, elle transforme deux
molécules de peroxyde d’hydrogéne en eau et enémeygui sont des composeés stables
(Jacques et André., 2004).

Catalase
2H,O, —» HO+ O

[11-5-1-3- La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase est une enzyme qui comestiuin des plus importants systémes
enzymatiques de protection car elle est capable seutement de détoxifier le peroxyde
d’hydrogéne, mais aussi d’autres hydroperoxydeslteég de I'oxydation du cholestérol ou
des acides gras (Ganther, 1999).

La glutathion peroxydase se trouve dans le cytopa®t dans les mitochondries, elle

nécessite la présence de deux cofacteurs impartargiutathion réduit et le sélénium.

En présence de deux molécules de glutathion sausefoéduites, la glutathion peroxydase

catalyse la transformation de peroxyde d’hydroggmdeux molécules d’eau.

Au fur et a mesure de sa consommation par la glotatperoxydase, le glutathion doit étre
régénére, cela est rendu possible par une glutatBauctase qui consomme une molécule de
NADPH fourni par la voie des pentoses phosphatasy(es et André., 2004).



Au total, le mécanisme réactionnel invoqué dardelaxication active peut étre résumeé dans
le schéma suivant:

. _ SOD CAT
0,——— >0 ————» H,0,————» H,0 +140,

™ - GSH NADP® -
| Ve - 1\' | /‘r N \

GPx f GR| | G6PD
.I'.I|III /ll" /
H,0 £ “Sassc — napen <

I11-5-1-4- Les chélateurs de métaux

Plusieurs protéines qui circulent dans le serunveaiuprendre en charge des ions métalliques
libres qui sont potentiellement toxiques, il stadg la transferrine et de la lactoferrine pour le
fer et la céruléoplasmine pour le cuivre. Ellessagint comme des chélateurs et maintiennent
les ions métalliques sous forme inactive par rappota combinaison possible avec le

peroxyde d’hydrogene (Jacques et Andre., 2004).
[11-5-2- Les antioxydants exogenes

De nombreuses molécules issues de notre alimemtatisgtamines, nutriments, composes
naturels,...etc. sont considérés comme des antioxydaliotons a titre d’exemples, les plus

courants:
I1I-5-2-1- Les vitamines
a- La vitamine E

La vitamine E oua-tocophérol, est un antioxydant liposoluble, elee Iscalise entre les
chaines d'acides gras des phospholipides qui tosstiles membranes et les lipoprotéines.
Le role essentiel de la vitamine E est de capterrdelicaux peroxyles lipidiques RQui
propagent les chaines de peroxydation. La partiweade la molécule étant la fonction
phénol réductrice. Celle-ci perd facilement un aagthydrogene et se transforme en radical
a-tocophéryle, tandis que le radical peroxyle edtitten une molécule d'hydroperoxyde. De
plus, la-tocophérol capte les radicaux superoxydes (sous ftkme protonée H9), les

radicaux hydroxyle€OH, ainsi que l'oxygéne singul€b.

Bien que la concentrationodtocophérol soit relativement faible in vivo, lecyelage de ce
dernier par des systemes réducteurs dont le plpsriamt est I'ascorbate, lui permet de jouer

son réle d'antioxydant a plusieurs reprises (GaAdesrt etal., 2003).



RO, +a-TH — 3 RGH+a-T
b- La vitamine C

La vitamine Cou acide ascorbique est une vitamydrdsoluble. L'ascorbate est un trés bon
capteur de radicaux libres oxygénés puisqu'il téagin seulement avec les radicaux
hydroxyles -OH, mais aussi avec les radicaux sugdes Q. En outre, I'ascorbate capte
les radicaux peroxyles ROEN réagissant avec ces diversoxyradicaux, I'aatenbst oxydé

en radical ascorbyle (Asg qui est relativement inerte vis-a-vis des matériaiologiques.

L’ascorbate possede une propriété importante quiaeséparation possible de deux autres
antioxydants, le glutathion etadtocophérol a partir de leurs formes radicalaidésest
recyclé, tout au moins en partie, par dismutatiorratlical ascorbyle (Gardés-Albert at,
2003).

AscH+ GS_, Asc + GSH
AscH +aT—3 Asc +aTH
[11-5-2-2- Antioxydants d’origine végétale

Les caroténoides et les polyphénols constituentad¢es familles de composés (plusieurs
centaines) parmi lesquels se trouvenf3{earotene, I'acide caféique et la quercétine. Les
caroténoides et les polyphénols sont généralenebbds capteurs de radicaux hydroxyles
-OH et peroxyles RO. lls sont donc susceptibles d'inhiber les chainegpelexydation
lipidique, mais d'une maniere moins efficace qubecde lu-tocophérol. En outre, les
caroténoides ont un role spécifique de capteurydénesinguléD,, ce qui leur permet
d'exercer une protection vis-a-vis des dommagesitsigar les rayons ultraviolets de la
lumiére solaire (Gardés-Albert &, 2003).

[11-6- Les maladies liées au stress oxydatif

En faisant apparaitre des molécules biologiquesnaaies et en surexprimant certains genes,
le stress oxydant sera la principale cause initieplusieurs maladies: cancer, cataracte,
sclérose latérale amyotrophique, syndrome de dé&nespiratoire aigu, cedéeme pulmonaire,

vieillissement accéléré, AlzheimerParkinson, infections intestinales, rhumatisme,

I'athérosclérose, le diabete (Atawodi, 2005 ; Getirgtal., 2003).



IV- Activité antimicrobienne
IV-1- Généralités

Les bactéries sont des micro-organismes unicalddailassés parmi les procaryotes, car ils
ne possédent pas de membrane nucléaire. Ce carkest@listingue des autres organismes
unicellulaires classés parmi les eucaryotes (chgmopis, algues, protozoaires).elles sont
divisées en bactéries proprement dites (Bacteriag&eéries primitives (Archaea). Toutes les

bactéries rencontrées en pathologie appartienngrBacteria.

Les bactéries ont généralement un diametre infiéadyum. On peut les voir au microscope
optique, a I'état frais ou aprés coloration. Leannie peut étre sphérique (cocci), en batonnet
(bacilles), incurvée (vibrions) ou spiralée (spiétes). Les détails de leur structure ne sont
visibles qu’en microscopie électronique. (NaucteVidé., 2005).

IV-2- Culture des bactéries

On utilise habituellement pour cultiver les baaérides milieux complexes a base d’extraits
ou d’hydrolysats enzymatiques de viandes. Ces milpeuvent étre liquides (bouillons) ou
solides. La solidification des milieux et obtenw paddition de I'agar, un extrait d’algues

qui a la propriété de fondre a I'ébullition et sdidifier a des températures inférieures a 40°C.
En milieu liquide, les bactéries se dispersentliment et leur multiplication se traduit par un
trouble, le plus souvent homogene. Sur un miliddsplorsque la quantité de bactéries est
faible, chaque bactérie va pouvoir se multiplier@ace jusqu’a former un amas de bactéries
visible a I'ceil nu, que I'on appelle colonie (Sidansité bactérienne est trop élevée dans
I’échantillon ensemencé, les colonies sont confeert forment une nappe.). L'emploi de
milieux solides permet ainsi le dénombrement desébi@s viables dans un échantillon
(Nauciel et Vildé., 2005).

IV-3- Les antibiotiques

L’élimination des microorganismes pathogenes fajiteh a des substances dites :
antibiotiques. Ces derniers sont synthétisés manderoorganismes (le plus souvent des
champignons). lIs ont la capacité soit de détraisebactéries (effet bactéricide), ou d’inhiber

leur croissance (effet bactériostatique) (ElghoDweval., 1992).



* Classification des antibiotiques

Il existe plusieurs classifications des antibiogg, elles sont basées sur le spectre d'action, la

cible, ou la famille chimique. Cette derniere c@iest la plus fréquemment rencontrée.

Les principales familles chimiques des antibiotgjusont: Bétalactamines: pénicilline et
céphalosporines;  Aminosides: streptomycine, gentamy Chloramphénicol et
thiamphénicol; Cyclines: tétracyclines, doxycyclineMacrolides et apparentés :

erythromycine, oléandomycine. (Cohen et JacquoQlp
IV-4- Activité antimicrobienne des extraits des plates

L'utilisation des antibiotiques conduit dans lastigrande majorité des cas a la sélection de
populations microbiennes résistantes. Cette résistaest due a des mutations
chromosomiques ou a l'acquisition de genes detedgis portés par des éléments génétiques
mobiles (plasmides, phages, transposons, intégr@es) résistances ont conduits a chercher
de nouveau agents antimicrobiens possédant ureaa@fé plus importante que les drogues
synthétiques d’une part et bien accepté par I'deyae d’autre part (sans exercer des effets
déléteres sue la santé humaine) (Garcia-Ruial.et2008 ; Kempf et Zeitouni., 2009).
Beaucoup de groupes de recherches ont étudiévltactntimicrobienne des extraits de
plantes médicinales telles que fenneébgniculum vulgarg peppermint Kentha piperita,
thyme (Thymus vulgaris ils ont trouvé que ces extraits sont actifs sealement contre les

bactéries mai aussi contre les champignons, lesds\et les virus (Jurgenadt., 2009)

D’autres groupes de chercheurs ont franchi unee@bdys loin, ils ont isolé et identifié les
métabolites responsables de l'activité antimicrob& des extraits de plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implicaiarcluant I'industries pharmaceutique, la

médecine alternative, et la thérapie naturelle (iguztal., 2008).
IV- 5- Description des bactéries étudiées
a- Escherichia coli

Escherichia coliest un bacille a gram négatif (Patrickagt, 1988), de forme non sporulée, de
type anaérobie facultative, généralement mobéeeayaux flagelles, sa longueur varie de 2 a

6 um, alors que sa largeur est de 1,1 a 1,5 pradstetal., 2004).

Les bactéries appartenant a I'espé&te coli constituent la majeure partie de la flore
microbienne aérobie du tube digestif de I'hommdeshombreux animaux. Certaines souches

sont virulentes, capables de déclencher spécifigneroshez 'homme ou chez certaines



especes animales des infections spontanées desdigeastives ou urinaires ou bien encore
des méningites néo-natales. D’autres souches agpsht a la flore commensale peuvent
étre responsables d’infections opportunistes vsriéertout chez les sujets aux défenses

immunitaires affaiblies (Patrick at., 1988).
b- Staphylococcus aureus

Les espéceStaphylococcus aurewsont des cocci a Gram positif, de forme sphériquec

un diametre de 0.8 a 1 um. Elles sont regroupéipdmcoques ou en petits amas (grappe de
raisin). Ce type de bactéries sont immobiles, agpsy habituellement sans capsule. De
nombreuses souches 8ephylococcus aureysoduisent un pigment jaune doré (Patrick et
al., 1988).

S. aureusreprésente est la cause de méningite, ostéomdlite diarrhée (Steven @l.,
2004).

c- Pseudomonas aeruginosa

Les especePseudomonas aeruginosant des bacilles a Gram négatif, ces bactéries fin
sontde 1.5 a 3 um de long et 0.5 a 0.8 um de.|&lgs sont mobiles grace a une ciliature de

type polaire monotriche, ce type de bactéries uiesaa aspect de « vol moucheron ».

P. aeruginosane forme ni spores ni sphéroplastes. Elle esbresgble de 10 % de I'ensemble
des infections nosocomiales, occupant f8%3ang apré€. colietS. aureusmais le I rang
pour les infections pulmonaires basses etéféeﬁang pour les infections urinaires (Richard et
Kiredjian., 1995).



Matériels et méthodes



|- Matériels et méthodes
I-1- Matériel végétal

La plante dArtemisia campestria été collectée au mois de novembre 2009 dangjilanrée

Boussaada (wilaya de Msila).

La partie aérienne de la plante a été séchée dtopendant quinze jours avant utilisation.
L’identification botanique de I'espece a été ré&adisu niveau du département d’écologie et de
biologie et physiologie végétale, Université FerAbbes, Sétif. Un échantillon de référence

est conservé au niveau du laboratoire.
[-2- Matériel de laboratoire
v' Spectrophotometre (spectronic20genesys TM).
v' Etuve.
v" Rotavapeur (Biichi).
v/ Balance de précision.
v' Agitateur.
v Autoclave.
*Produits chimiques

Les sels et les produits chimiques de grade angakytproviennent tous de Sigma, alors que
les solvants sont obtenus aupres de Biochem, Fluka.

*Souches microbiennes utilisées

Les souches bactériennes utilisées sont des souleheéférence obtenues de I’American
Type Culture Collection (ATCC), il s’agit de Escherichia coli (ATCC25922):
Staphylococcus aureUATCC25923) etPseudomonas aeruginogATCC27853) en plus

d’une souche isolé®roteus mirabilis

Toutes ces souches sont aimablement fournies pableratoire de Bactériologie, Centre

Hospitalier Universitaire de Batna.

I-3- Extraction



[-3-1- Extraction par les solvants

La méthode d’extraction que nous avons adoptéaesttération successive par trois solvants

organiques de polarité croissante; il s'agit dwotflorme, acétate d’éthyle, et de I'éthanol.

La quantité de solvant doit étre appropriée a lantjté de matiére végétale a extraire. Dans
notre cas 50 g de la plante sont broyés et expaitd50 ml de chloroforme. L'extraction est
effectuée sous agitation continue et a une temp€raimbiante, pendant 4 a 5 heures. Apres
filtration sur un papier Wattman contenant du dalfde sodium anhydre N&O4), le
matériel végétal est encore extrait par le mémeasodlet la méme facon, les filtrats sont

additionnés et concentrés a sec par un évapornatiatif de type « Buchi » (Fig. 10).

Le matériel végétal est ensuite soumis a une autraction dans les mémes conditions mais

avec d'autres solvants, il s'agit de l'acétatdg@tet de I'éthanol.

Cette série d’extraction a permet d’obtenir troigtraits organiques bruts: extrait de
chloroforme (Chl), extrait d’acétate d’éthyle (AgEextrait d’éthanol (EtOH), qui seront

récupérés dans des flacons en verre puis consed/&€ jusqu’a utilisation.



- Extraction par le cldforme

50g du Matériel végétal sec broyés

-Filtration

A

Résidu végétal seq

- Extraction par I'acétate

- Filtration

'éthyle

A 4

Filtrat

- Concentration a 45°c

Extrait chloroformique

Résidu végétal sec

-Filtration

- Concentration a 45°c

-Extraction par le I'éthanol

Filtrat

Extrait d’acétate d’éthyle

A 4

Résidu végétal seq

A 4

Filtrat

- Concentata 45°c

Extrait ethanolique

Fig. 11: Extraction par les solvants organiques de la pagrenne drtemesia campestris.

|-3-2- Détermination du rendement



Le rendement désigne la masse de I'extrait dété&enapres évaporation du solvant, il est

exprimeé en pourcentage par rapport a la massaleide la plante soumise a I'extraction.
I-4- Analyses quantitatives des extraits

Des déterminations quantitatives des principawuges de métabolites secondaires ont été
effectuées sur les extraitfhdemesia campestris

I-4-1-Dosage des polyphénols totaux
a- Principe:

Les polyphénols ont été déterminés par spectropiétee selon la méthode de Folin-
Cioclateu (Singleton edl., 1999): ce réactif de couleur jaune est constituéupamélange
d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomotyli Lorsque les polyphénols sont
oxydés, ils réduisent le réactif Folin-Cioclateu @m complexe ayant une couleur bleue
constitué d’'oxyde de tungsténe et de molybdéenatdrisité de la couleur est proportionnelle
aux taux des composés phénoliques oxydés (Boiabtagpentier, 2006).

b-Mode opératoire:

Dans un tube a essai introduire 1,580 ml d’eauilldist 20 pl d’extrait et 0,1 ml de réactif de
Folin-Ciocalteu. Agiter vigoureusement puis, uneumé aprées, ajouter 0,3 ml de solution de
carbonate de sodium (M2Os: 7,5 %) et incuber a 'ombre et a la températurdiante

pendant 2 heures. L’absorbance est mesurée a 7@6mine un blanc.

Une courbe d'étalonnage est préparée en utilisawide caféique comme standard,
les résultats sont exprimés en milligramme d’édeiMad’acide caféique par gramme de

poids sec de la plante (mg EAC/g Ps).
I-4-2-Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium AlC({Kosalec etal., 2004) |égerement modifiée a

été adoptée pour quantifier les flavonoides demglifférents extraits'rtemisia campestris.

Mode opératoire:



1 ml de la solution d’extraits (préparés dans Bétbl) est ajouté a 1 ml d’Algh 2% dans le
méthanol, le mélange est vigoureusement agité, lprnsemble est incubé a I'ombre a la
température ambiante pendant 30 minutes, I'absoebast lue a 430 nm.

La quantification des flavonoides se fait en famtti’'une courbe d’étalonnage réalisée par un

flavonoide standard, la quercétine.

La teneur en flavonoides est exprimée en milligrandréquivalent de quercétine par gramme

de poids sec de la plante (mg EQ/g Ps).
I-4-3- Dosage des flavonols

La méthode du trichlorure d’aluminium AlC(Kosalec etal., 2004) avec quelques
modifications est utilisée pour quantifier les fiaols dans les différents extraité\demisia

campestris.
Mode opératoire:

Dans un tube a essai sont introduits: 2,8 ml d'daillée, 0,1ml d’AICE, 0,1 ml de
CH3;COOK (1 M), 0,5 ml de I'extrait, le mélange estaigeusement agité, puis I'ensemble
est incubé a 'ombre a la température ambiante g@n80 minutes. L'absorbance est lue a
415 nm.

La quantification des flavonols se fait en fonct@une courbe d’étalonnage réalisée par un

flavonoide standard, la quercétine.

La teneur en flavonols est exprimée en milligrandiéguivalent de quercétine par gramme

de poids sec de la plante (mg EQ/g Ps).
[-5-Tests des activités biologiques

[-5-1- Test de l'activité antioxydante

a- Mise en évidence de l'activité antioxydante
Principe:

Dans le test d@-caroténe I'oxydation de 'acide linoléique géndes radicaux peroxydes, et
des hydroperoxydes conjugués (Kaur et Kapoor., R@@3 radicaux vont par la suite oxyder
le B-carotene hautement insaturé, ce qui entraine e @ ses doubles liaisons, et par
conséquent la disparition de sa couleur rouge. @kpd la présence d'un antioxydant
(extraits, témoins positif) permet de neutralises Iradicaux libres dérivés de I'acide



linoléique, et donc la prévention de l'oxydation ket blanchissement dg-carotene
(Yanishilieva efal., 1995 ; Belhattab, 2007 ; Yangadt., 2008).

Mode opératoire:

On introduit 1.125g d’agar dans un erlenmeyer augst ajoutée 150 ml d'eau distillée.
Aprés chauffage sur une plaque chauffante, la isolgst refroidie a 50°C avant d’ajouter
une émulsion d@-caroténe / acide linoléique préalablement préppa¢esolubilisation de 7.5
mg de p-caroténe dans 7.5 ml d’acétone et de 7.5 ul déatimbléique dans 1,5 ml de
méthanol. L'émulsion résultante est vigoureusenagjitee a froid, puis distribuée dans des
boites de pétri. A I'intérieur des puits creuséssiia gélose, 30 pl d’extrait ou de témoin sont

déposés. La lecture se fait apres 4-5 heures ubiaton a 45°C.

Le BHT est utilisé comme témoin positif. L'expérdenest réalisée en duplicata (Belhattab,
2007).

b- Test de blanchissement d§§-carotene
Principe:

L’activité antioxydante de trois extraitsAdtemisia campestriest mesurée selon la méthode
de Tepe etl (2005). L’'oxydation de I'acide linoléique géneresdradicaux peroxydes, ces
radicaux libres vont par la suite oxyderfecarotene entrainant ainsi la disparition de sa
couleur rouge, qui est suivie par spectrométrie7@ Am. Cependant la présence d'un
antioxydant pourrait neutraliser les radicaux lkbmeérivés de I'acide linoléique et donc
prévenir I'oxydation et le blanchissementfiiearotene. Dans ce test la capacité antioxydante
est déeterminée en mesurant linhibition de la dégtan oxydative dup-carotene

(décoloration) par les produits d’oxydation de icclinoléique.
Mode opératoire:

La méthode décrite par Tepeat(2005) a été employée avec une légere modificatior
émulsionp-caroténe / acide linoléique préparée par solatibe de 2 mg de3-caroténe dans

1 ml de chloroforme, a été additionnée de 25 ladéde linoléique et 200 mg de tween 40.
Apres évaporation complete du chloroforme au rqiaug 100 ml d’eau saturée en oxygéne

sont ajoutés. L’émulsion résultante est vigoureesgragitée.

Dans des tubes a essai 2,5 ml du mélange précgolatnadditionnés de 350 pl d’extrait puis
incubés a I'obscurité a la température du labamatoi



Deux tubes contrdles ont été aussi préparés aveeélae procédure: I'un contenant un
antioxydant de référence BHT (témoin positif) elutre sans antioxydant (témoin négatif) ou
I’échantillon est remplacé par 350 pul de méthanol.

La cinétique de décoloration de I'’émulsion en pnéseet en absence d’antioxydant est suivie

a 470 nm a des intervalles de temps réguliers pedidaheures.

L’activité antioxydante des extraits (AA %) estadée selon I'équation suivante :
AA % =Abs g [(échantillon) / Abs 4g,(BHT)] x 100

c- Estimation du pouvoir antiradicalaire par la méthode au DPPH

Principe:

Le DPPH est un radical libre stable violet en sohyt il présente une absorbance
caractéristique dans un intervalle compris entr@ 81 517 nm, cette couleur diaprait

rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphépyteyl hydrazine par un composé a

propriété antiradicalaire, entrainant ainsi uneot@ation. L’intensité de la couleur est

proportionnelle a la capacité des antioxydantsemissdans le milieu a donner des protons
(Sanchez-Moreno, 2002).

On peut résumer la réaction sous la forme de |'éojua
DPPH + (AH) , —» DPPH-H+ (A),

Ou: (AH) représente un composé capable de céder un hydr@yenadical DPPH (violet)
pour le transformer en diphényle picryl hydrazijaeife) (Brand-William eal., 1995).

Mode opératoire:

1ml de solution méthanolique de DPPH (8%) est &ja@utlml de la solution d’extraits, le
mélange est vigoureusement agité, puis les tubssiscubés a température ambiante et a

I'obscurité pendant 30 minutes.

Le blanc est représenté par le méthanol, Le témégatif est composé de 1 ml de la solution
méthanoliqgue de DPPH et 1 ml de méthanol, Le témpositif est représenté par une solution

méthanolique d'un antioxydant standard: le BHA.

La longueur d'onde d'absorption maximale a étéadament déterminée. Toutes les lectures

sont effectuées a 515 nm.



L’activité antiradicalaire est estimée selon I'égma suivante :
% Activité antiradicalaire = (Abs contrdle - Abs édantillon / Abs contrdle) x 100
Les résultats sont la moyenne de deux mesuresésipaecart type.

La Clsp a été déterminée pour chaque extrait, elle egtidéfomme étant la concentration qui
donne la diminution de la plus basse rapportée gonner une inhibition compléte des

bactéries testées apres 48 heures d'incubation €0éhn1998 ; Canillac et Mourey, 2001).
[-5-2-Test de l'activité antimicrobienne

Les souches utilisées pour déceler lactivité autiérienne des extraits’Adtemisia
campestrisfont partie de quatre genres de microorganismest tftois sont des souches
référentielles de I'American Type Culture CollentipATCC), il s'agit de:Staphylococcus
aureus (ATCC 25293)Escherichia coli(ATCC 25922),Pseudomonas aeruginogATCC
27853), la quatrieme soucheroteus mirabilis est une souche clinique isolée de patients
hospitalisés (au centre hospitalier universitageBdtna (CHU).

a- Conservation des souches

Les souches ont été conservées a 5°C dans desdtddss contenant 10 ml de milieu de

culture incliné (gélose nutritive).
b- Les milieux de culture

Selon les méthodes utilisées dans I'essai et deorouches, nous avons utilisé les milieux

suivants:
- La gélose nutritive pour 'isolement et I'entextides souches bactériennes;

- La gélose Mueller Hinton pour I'étude de la sbiiisé des bactéries aux différents extraits

d’Artemisia campestris.
c- Préparation de précultures

Les souches microbiennes a tester ont été cultidées des boites de pétrie contenant de la
gélose nutritive. Apres 18h d’'incubation a 37°Cs daspensions microbiennes d’une densité
optique de 0.5 McFarland et été préparées, poujuehanicroorganisme, dans 5 ml d’'eau

distillée stérile.



d- Tests antimicrobiens

Afin d’évaluer l'activité antimicrobienne des exteade la plante, nous avons utilisé la
méthode de diffusion en milieu gélosé (antibiograjncelle-ci permet de déterminer la
concentration minimale inhibitrice (CMI) a partiude gamme de concentrations d’extrait.

Application:

Des disques de papier filtres stériles Whatman dellimétres de diamétre sont imprégnés
de différentes solutions des extraits préalablendiesouts dans le diméthylsulfoxyde
(DMSO).

A l'aide d’une pince stérile les disques sont dégoa la surface d’un milieu ensemencé
(étalé) par une suspension microbienne d'une dermgitigue de 0.5 McFarland. Apres
diffusion, les boites sont incubées pendant 18 hetstes a 37 °C. Aprés l'incubation I'effet
des extraits se traduit par I'apparition autourdisgue d’'une zone circulaire transparente
correspondant a I'absence de la croissance. Pldsteetre de cette zone est grand plus la
souche est sensible (Choiatt, 2006).

Les tests ont été répétés deux fois, des disquaegnés de DMSO et d’éthanol sont aussi

utilisés (ttmoins négatifs). Toutes les détermametisont faites en duplicata.
I-6-Expressions des résultats

Les résultats expérimentaux sont exprimés selandgenne des valeurs obtenued’écart
type (SD).



Résultats



IlI- Résultats

Artemisia campestrigst une plante médicinale de la famille des Ast&a (composes), elle
est utilisée dans la médecine traditionnelle paaiter les troubles digestives, la diarrhée, le

rhumatisme,...etc.

De nombreuses études phytochimiques de cette efipédeascual atl ., 1984 ; Rauter el
., 1989 ; Joao eal .1998; Akrout etal., 2001), ont révélé la présence de ployphénols,
flavonoides, tanins, les huiles essentielles; cecgafere a cette plante de nombreuses

propriétés biologiques (Akrout at., 2011).
[I-1- Extraction

La préparation des extraits a partir de la padreeane GArtemisia campestria été effectuée

par des solvants a polarité croissante il s'agitlieroforme, acétate d’éthyle et I'éthanol.

Cette extraction a permis d'obtenir trois extramsuts: L’extrait chloroformique (Chl),
I'extrait d’acétate d’éthyle (AcEt), I'extrait d’Banol (EtOH).

Exprimé en pourcentage de masse d’extrait par ragpta masse de la plante fraiche, le
rendement le plus élevé a été observé avec I'exteachloroforme (3.4 % m/m), suivi par
I'extrait d’acétate d’éthyle (2.26 % m/m), et enfiextrait éthanolique possede le plus faible
rendement avec (0.48 % m/m). Les extraits obtesmung de couleur et d’aspect différents
(Tab. IlI).

Il est important de souligner que la méthode @tdigle choix des solvants), ainsi que les
conditions dans lesquelles I'extraction est efféetfa chaud ou a froid), affectent tous le
contenu total en phénols et flavonoides, et pas@gpment affecte les activités biologiques

meédiées par ces métabolites (Lealet2003).



Tab. lll: Aspect, couleur et rendement de différents estiddtrtemisia campestris

Extrait Aspect Couleur Rendement %
Chl Pateux Brune 3,4%
AcEt Pateux Verte 2,26%

EtOH Pate collante Verte foncée 0.48 %




[I-2- Résultats de I'étude quantitative
[I-2-1- Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par khoae de Folin-Ciocalteu. L'acide
caféique a éteé utilisé comme standard. L'absorbarété lue dans une longueur d’onde de
765 nm. Les résultats obtenus sont représentésud@nsourbe d’étalonnage, ayant
I'équation:

Y =0,001x - 0,008 R2=10,993

La quantité des polyphénols a été rapportée eigraithme d’équivalent de I'acide caféique

par milligramme de poids sec de I'extrait (mg EAQ/Rs).

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentraties polyphénols totaux est : 178- 91-102

mg EAC/g Ps, pour les extraits de chloroforme, ateéd’éthyle, éthanol respectivement.
[I-2-2- Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selonttzone de trichlorure d’aluminium (Alg)l
la quecétine a été utilisé comme étalon. L’absarbanété lue dans une longueur d’'onde de
430 nm. Les résultats obtenus sont représentésud@nsourbe d’étalonnage, ayant

I'équation:
Y =0,031x + 0,100 R2=0,995

La quantité des flavonoides a été rapportée eignaithme d’équivalent de la quercétine par
milligramme de poids sec de I'extrait (mg EQ/mg.Ps)

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentratles flavonoides est : 16.88 - 19.47 —21.33

mg EQ/g Ps, pour les extraits de chloroforme, ae@t#thyle, éthanol respectivement.
[I-2-3- Dosage des flavonols

Le dosage des flavonols a été réalisé selon lagdétde trichlorure d’aluminium (Alg) et

I'étalon été la quecétine, I'absorbance a été aresdine longueur d’'onde de 415 nm.
Les résultats obtenus sont représentés dans urgead@talonnage, ayant I'équation:
Y =0,008x - 0,016 R2=0,998

A partir de la courbe d’étalonnage, la concentraties flavonols est : 31.13- 36.86 - 12.70

mg EQ/g Ps, pour les extraits de chloroforme, ae@t@thyle, éthanol respectivement.
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[I-3- Résultats des tests biologiques
[I-3-1- Activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits a été évalirégitro par deux méthodes différentes : la

technique de décoloration @tcaroténe et la méthode de réduction de radicad LPPH.
a- Test visuel de décoloration d{-caroténe

Apres un temps d'incubation en présence des extldttemisia campestrjset du témoin
positif BHT, un halo de couleur orange persist@autes puits (Fig. 18), alors que la surface
de la gélose perd sa couleur orange suite a I'tioyddu p-carotene. Le diametre et l'intensité

de la couleur des disques reflétent le pouvoiagtant (Tab. 1V).

Bien que tous les extraits aient donné des hala®dieur orange nettement visibles, il
convient de mentionner que l'extrait chloroformigxdibe les moins intenses pour toutes les
concentrations testées par rapport aux autresitextte BHT a donné lieu a des halos

relativement meilleurs que ceux des extraits (F8).



Fig. 18.1:Extrait d’acétate d’éthyle

Fig. 18.2:Extrait de chloroforme



Fig. 18.3:Extrait d’éthanol

Fig. 18: Diametre des halos oranges en présence de diféreoncentrations d'extraits

Fig. 19: Diamétre des halos oranges en présence des tépusitiés (BHT et Quercétine) et

témoin négatif (méthanol).



Tab. IV : Intensité de la couleur des halos autour des.puits

Extrait potentiel antioxydant
Chl +
AcEt ++
EtOh ++

+ : Activité faible. ++ : Activité forte.



b- Méthode de blanchissement dg-carotene (BCB)

Afin d’évaluer l'activité antioxydante des extrait®ous avons utilisé la méthode de
blanchissement d@-caroténe, Un suivie de la réaction de I'oxydatiun 3-caroténe en

présence des extraits et ou des témoins (négatifositif), a été effectué en mesurant
I'intensité de la couleur décaroténe a une longueur d'onde de 470 nm, perengader une

courbe (Fig. 9). A partir de cette derniére on magué que l'absorbance du mélange
diminue vers une valeur plus basse, mais cettendiion reste moins rapide par rapport a
celle de la solution témoin (-), et devient sabéglun temps prolongé pour les extraits
d’acétate et d’éthanol, et dans un temps assearélpour I'extrait de chloroforme, ainsi la

couleur de la solution change de I'orange au blanc.

Le tableau ci-dessous (Tab. VIII) rapporte les wedemoyennes de trois mesures d’AA %

(coefficient d’activité antioxydante) + SD calcul@partir de la formule :
% Activité antioxydante = (Abs controle sgn- Abs échantillorygn/ Abs controle agny x 100.

Ces valeurs facilitent des comparaisons de I'aétirglatives des différents extraits, du témoin

positif (BHT) et du témoin négatif.
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Fig. 20: Cinétique de l'inhibition de blanchissementfioaroténe par extraits

d'Artemisia campestrigt du témoin positif BHT.

Tab. V: L'activité antioxydante des extraits bruts et dmaén positif et négatif.

Extraits et AcEt Chl EtOH Témoin+ Témoin -
control
AA% 89,32% + | 76,68%=* | 80,97% =+ 99,94% + 14,17% +




c- Méthode de réduction du radical libre DPPH

Les activités antiradicalaires des extraigsrtbmisia campestrigt du témoin positif BHA ont
été déterminées par la méthode au DPPH. Les aésolbtenus sont représentés sous forme

de droites (Fig. 17) dont les équations sont lesastes:
Extrait chloroformique ¥ = 0,482x - 0,981 R2 = 0,989
Extrait d’acétate d’éthyleY = 0,523x - 2,408 R2 =0,968
Extrait d’éthanol Y= 0,748x - 0,942 R2=0,998

BHA : Y =0,493x + 24,77 R2=0,935

L’activité anti radicalaire de nos extraits estixge en Gp. Pour chaque extrait la £glest

déduite de la droite d'étalonnage correspondante.

Comme figurant dans le tableau ci—dessus I'antiarydtandard BHA a montré une activité

antioxydante puissante avec ungy@e l'ordre de 51.17ug/ml.

Parmi les trois extraits Artemisia campestrid’extrait éthanolique représente I'extrait le plu
actif avec une Gp de I'ordre de 68.10 pg/ml, par contre les deuxesuextraits montrent une
tres faible activité anti-radicalaire avec 100.2A.@5.76 pg/ml pour les extraits de I'acétate
d’éthyle et le chloroforme respectivement. L'adtvide I'extrait éthanolique est inférieure a
celle du BHA (57.41pg/ml.) (Tab. VI).
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(2): l'extrait chloroformique, (2): I'extrait dedcétate d’éthyle, (3): I'extrait de I'éthanol.
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Fig. 22: Activité antioxydante du standard BHA.

Tab. VI: Valeurs des G} des extraits bruts et témoin déterminées pasteate DPPH.

Extraits BHA Chl AcEt EtOH
Clso(png/ml) 51.17 105.76 100.20 68.10




[1-3-2- Activité antimicrobienne

a- Sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme)

L’antibiogramme consiste a chercher la sensibil#é souches vis-a-vis des antibiotiques, le

tableau ci-dessous rapporte les valeurs en mm alesszd’inhibitions manifestées par les

antibiotiques sur les différentes souches étudiées.

Tab. VII: Antibiogramme des germes étudiés en présence flieredits antibiotiques

(diameétre de la zone d’inhibition en mm)

Souches Staphylococcus Escherichia coli Pseudomonas
aureus ATCC25922 aeruginosa
ATB ATCC 25923 ATCC 27853
Céfépime (FEP) - 16,975+0,318 -
Amoxicilline - 24,775+1,237 -
(AMX)
Ticarcilline (ITC) - 23,75%0,353 -
Amoxicilline + Ac. - 24,15+0,07 -
Clavulanique
Oxacilline (OX) 0 - -
Kanamycine (K) 14,625+0,035 - -
Fosfomycine (FOS) 24,875+0,176 - -
Gentamycine (CN) 10,775+0,035 - -
Tetracycline (TE) 11,35+0,353 - -
Pénicilline (P) 24,475+0,247 - -
Pipéracilline (PIP) - - 23,7+2,474
Imipénéme (IPM) - - 27,625x0,247
Ticacilline (TIC) - - 29,65+0,424
Pipéracilline + - - 27,710,141
Tazobactam
Aztreonam (ATM) - - 30,845+0,7

Cefsulodine (CFS)

30,725+0,035

16 antibiotiques standards sont testés sur 3 seumdw@ériennes gram (+) et gram (-), on

observe que les différents types de souches réagidgféremment aux antibiotiques étudiés.




A I'exception de I'oxacilline, la souch®. aureusa manifesté une sensibilité vis-a-vis tous les

antibiotiques, sauf cet effet est plus faible pesrantibiotiques: K- TE- CN.

De méme pouE. coli, I'antibiotique FEP posséde un effet faible. QUBnaeruginosalle
est sensible aux antibiotiques utilisés (Tab. VII).

La méthode de disque a permis de déterminer l'actés extraits de la plante dissouts dans le
DMSO sur les différentes souches, celle-ci se ttgwhr I'apparition d’une zone d’inhibition
autour du disque de papier préalablement imprégr@xtrait comme témoin de I'absence de

la croissance bactérienne dans cette zone.

Le diametre de la zone d’inhibition differe d’'unackérie a une autre et d'un extrait a un
autre. La variation de I'activité antimicrobiennesdextraits explique les variations de leurs

compositions chimiques.

Tous les extraits ont réagi positivement au moinuse des souches microbiennes testées ce

qui confirme que la plante Alitemisia campestrigst douée de propriétés antimicrobiennes.

La souche dé&seudomonas aeruginose révele la plus résistante pour tous les extria#ts
souche deStaphylococcus aurewsst plus résistante que les souctds. Coli et Proteus

mirabilis.

La CMI a été déterminée pour les différentes sosichierobiennes (Tab.VII): la souche Be
aeruginosane montre aucune sensibilité pour tous les exirad soucha’E. Coli a été la
plus sensible aux extraits de la plante avec uné @&V0.5 mg/ml, tandis que les deux autres
souchesS. aureuset P. mirabilis semblent plus résistantes que la soutke Coli avec des
CMI del.8 mg/ml et 0.75, pour l'extrait de chlomfe et 1.8 mg/ml etl.5 mg/ml pour
I'extrait d'acétate d'éthyle respectivement.



Tab. VIII: Activité antibactérienne des extraitfhdcampestrisexprimée en concentration
minimale inhibitrice (mg/ml).

Extrait CHL AE OH
Souche
S. aureus 1.8 1.8 1.8
ATCC 25923
P. aeruginosa / / /
ATCC27853
E.coli 0.5 0.5 0.5
ATCC25922
P. mirabilis 0.75 15 /
Ssp




Discussion



[lI-Discussion
[1I-1- Analyses quantitatives des extraits

L’étude quantitative des extraits brutSAdemisia campestrisau moyen des dosages
spectrophotométriques, avait pour objectif la débteation de la teneur des polyphénols
totaux, des flavonoides et des flavonols.

La raison principale pour le choix de ces sub&iaméside dans le fait que la majorité des
propriétés antioxydantes et antimicrobiennes dastes$ leur sont attribués.

Les ployphénols sont estimés par plusieurs méthamesme la méthode de bleu de Prusse
(Graham, 1992), mais la plus utilisée est cellé&adkn-Ciocalteu. Ce réactif est constitué par
un mélange dacide phosphotungstiquesRW::040) et d'acide phosphomolybdique

(HsPMO12040). Il est réduit par les phénols en un mélange ytles bleus de tungsténe et de

molybdene (Boizot et Charpentier., 2006).

En présence des polyphénols, le complexe Folindlie change sa couleur du jaune au
bleue, ce qui permet de mesurer l'intensité deldeur a longueur d’'onde de 765 nm (Huang
etal ., 2005).

Les résultats du dosage des polyphénols totaux remintjue I'extrait de chloroforme
représente I'extrait le plus riche avec: 178 mg EAGextrait, suivi de I'extrait éthanolique
102 mg EAC/g d'extrait. L'extrait d’acétate d’étaydvec 91 mg EAC/g d'extrait représente la
fraction qui contient la plus faible teneur en gignols.

Dans une étude faite sur onze plantes médicinalesAdtemisia campestrjdDjeridane etl.,
(2006) ont déterminé la teneur en polyphénols totde la partie aérienne d'un extrait
éthanolique 70% (v/v), ils ont trouvé que la tendas polyphénols totaux est de 20.38 mg

EAG/g Ps, cette teneur est relativement élevée.

Dans une autre étude, Djeridanalkt (2007) ont dosé les polyphénols totaux dans uraiext
éthanolique (80%)), la teneur trouvée était.408g EAG/g Ps, ce résultat est relativement tres
élevé, il est 5 fois supérieur a celui trouvé ddtsde précédente. Cette teneur peut atteindre
plus de 450 mg EAG/g d'extrait quand I'extractishréalisée avec une solution alcoolique a
50 % (Akrout etal., 2011).

Cette différence dans les teneurs peut étre exqdignar les conditions environnementales,
climatiques et période de collecte ainsi que parféeteurs génétiques et les conditions

experimentales.



La détermination quantitative des flavonoides s@fie par la méthode de trichlorure
d’aluminium, celle-ci est la plus employée, elle ls#se sur la formation d’'un complexe
flavonoide-ion d’aluminium ayant une absorbance imale a 430 nm. La quercétine est
utilisée comme standard, les résultats du dosagdlaleonoides sont: 16.88 - 19.47— 21.33

mg EQ/g d'extrait dans les extraits de chloroforawétate d’éthyle, éthanol respectivement.

Djeridane efal., (2006) et (2007), ont déterminé la concentratios fteevonoides dans deux
extraits éthanoliques 70 % et 80 % (v/v). Cettetena été estimée a 7.46 et 5 mg ER/g Ps
dans les deux extraits respectivement. Cepend&nbufetal (2011) ont estimé cette valeur

a 56,31 mg ER/g d'extrait quand I'extraction eslisée avec une solution alcoolique a 50 %.

Alors que Saoudi «l., (2010) ont trouvé une teneur de 131,89 mg EQigrdie¢ de feuilles

agueux.

La teneur en polyphénols totaux des extrails dampestrissont relativement identiques a
ceux trouvés par d'autres auteurs sur des plaetda théme espece obtenus d'autres sites
(Algérie et Tunisie). Alors que la teneur en flag@des de I'espéce étudiée semble légerement
inférieure a celles trouvées par d'autres auteows [a méme espece (Saoudiakt 2010 ;
Akrout etal., 2011 ), toutefois la teneur en flavonols, a notrenaissance, n'a pas encore fait

I'objet de déterminations sur cette espece.
[1I-2-Activité antioxydante
[1I-2-1- Test visuel du g-carotene

La présence ou I'absence de I'activité antioxydalie extrait peut étre mise en évidence par
un test simple et relativement rapide. Le potergiafioxydant est estimé par la taille et

l'intensité de la couleur orange qui persistento@udes puits contenant l'extrait de la plante.
L'intensité de la couleur est proportionnelle actacentration en substances antioxydantes
des extraits déposeés. En effet, en absence deamubstantioxydantes la gélose de couleur

orange due af-carotene blanchit.

Les extraits d’éthanol et d’acétate d’éthyle oninifesté des activités relativement élevées
par rapport a celle manifestée par I'extrait deoddforme, mais qui restent inférieures a celle
du BHT.

[1I-2-2- Méthode de blanchissement di-carotene

L’aptitude des extraits brutsAl campestris inhiber la peroxydation des lipides a été éwalué
par la technique de décoloration ghearotene. En effet, toute substance chimique efarde



ou inhibe le blanchissement @tcarotene peut étre considérée comme antioxydaydr{a-
Pathirana eal., 2006).

Pour se renseigner sur la puissance de nos exdradgentir la vitesse de I'oxydation des
lipides, nous avons réalisé un suivi de la réactenl’oxydation de l'acide linoléique par

mesure de I'abaissement de I'absorbance dans [gestem

Les résultats obtenus montrent que le BHT et ldsagx testés inhibent d’'une maniére
efficace I'oxydation couplée de 'acide linoléigeedup-carotene. En effet, I'extrait d’acétate
d’éthyle montre la plus grande activité inhibitri@9,32 %), il est suivi par I'extrait d’éthanol
(80,97%), mais cette activité reste significativaimiaférieure a celle du BHT (99,94 %) qui
est utilisé comme témoin positif. Une activité médiaire est obtenue avec l'extrait
chloroformique (76,68 %).

Akrout et al., (2011) ont étudié l'activité antioxydante de tr@straits: huile essentielle,
éthanol (50%), et extrait aqueux des plant&s. dampestriset Thymelaea hirsutgoar
plusieurs méthodes dont celle de décolorationdcarotene. lls ont trouvé pour I'extrait
éthanolique de la planfe campestrisine valeur de 34 %, celle-ci est relativementléaielle

est deux fois plus inférieure a celle trouvée paeire extrait. Cependant, cette activité a éte
élevée pour l'extrait aqueux (88.7 %). De méme téonoin positif BHT a montré une valeur
égale a celle de notre extrait acétate d'éthylec doférieure a la valeur que nous avons
trouvé (99,94 %).

En comparant les résultats des deux plantes, tegitexde notre plante possedent une activité
antioxydante supérieure a celle étudiée par Akebatl., (2011), ceci s’explique par le fait

gue nos extraits contiennent des quantités supés@&mn composés antioxydants.

Dans une étude réalisée sur I'extrait aqueux deattie aérienne de 11 plantes médicinales
algériennes donArtemisia campestrjsDjeridane etal (2006-2007) ont évalué I'activité

antioxydante par la méthode de 'ABTSIs ont trouvé la valeur de 25 mmol TEAC/g Ps (
teneur en polyphénols totaux de 20,38 mg EAG/ gdPeur en flavonoides de 7,47 mg ER/g
Ps) , et la valeur de 0.573 mmol TEAC/g Ps(teneupayphénols totaux 103,4mg EAG/ g

Ps, teneur en flavonoides de 5,47 mg ER/g Ps) lpsyslantes collectées dans la région de
Laghouat au cours des années 2002, 2007 respeetiteBe ces résultats il ressort d'une
part que l'activité antioxydante est inversemenpeprtionnelle a la teneur en polyphénols, et
d'autre part elle est proportionnelle a la teneufla/onoides. Ce qui explique a l'opposé des

flavonoides, toutes les molécules de polyphénolzangcipent pas a cette activite.



I11-2-3- Méthode de réduction du radical libre DPPH

L’activité antiradicalaire des différents extra@$té évaluée par le test au DPPH, celui-ci est
souvent utilisé pour la rapidité des résultats cenimest employé pour le criblage des
molécules douées d'activités antioxydantes préselates les extraits des végétaux (Yalet,
2008).

Parmi les trois extraits Artemisia campestrid’extrait éthanolique représente I'extrait le plu
actif avec une Ghde I'ordre de 68.10 pug/ml, par contre la capaaitradicalaire des autres
extraits est plus faible (Tab. 1X).Pour les troxraits la capacité antioxydante estimée par le
tes au DPPH est relativement faible, alors que tamsst de blanchissement glecarotene

ces extraits montrent une activité antioxydante énéel.

Akrout etal., (2011) ont étudié I'activité antioxydante de treidraits dArtemsia campestrjs

ilIs ont trouvé une valeur de 4lde 2.053 mg / ml pour I'extrait de I'éthanol 50%sette
valeur est relativement tres faible si elle est parde a celle de notre extrait éthanolique
(68.10 pg/ml)

Lopes-Lutz etl., (2008) ont confirmé dans une étude faite sur qusgspecesArtemisia

gue I'activité antioxydante de ces plantes estdaib

Kang etal., (2003) ont suggéré que les extraits des végétaugantiennent des molécules

polaires montrent une activité antiradicalaire éev
[1I-3- L'activité antimicrobienne

La concentration minimale inhibitrice est définimame étant la concentration la plus basse
rapportée pour donner une inhibition compléte destdries testées aprés 48 heures
d'incubation (Wan e&dl., 1998 ; Canillac et Mourey, 2001).

Les plantes contiennent de nombreux composés adburés action antimicrobienne, ces
constituants comprennent les composés phénolitggeavonoides, les huiles essentielles et
les triterpenoides (Rojas &t, 1992), le pouvoir antimicrobien des extraits denf#a est

tributaire de leurs compositions chimiques.

Trés peu de recherche se sont intéressées a I'dautlactivité antimicrobienne’drtemisia
campestrigBen Sassi &dl., 2007 ; Naili e@l., 2010)



Tous les extraits &. campestrise sont révelés actifs envers toutes les souclotérigamnes
testées mais avec des degrés différents ce quiradsit par la différence des CMI, toutefois

la soucheéP. aeruginosan'a montré aucune sensibilité pour ces extraits.

Les trois extraits possédent la méme CMI pour teglses deS. aureus, E. cqlialors que
pour la souche dB. mirabilis la valeur de la CMI de I'extrait de chloroforrast deux fois

plus inférieure a celle de I'extrait d’acétate Hide.

Ben Sassi etl., (2007), ont étudié I'activité antimicrobiennesdextraits de la partie aérienne
de 23 plantes médicinales d@ntcampestrisils ont trouvé que seul I'extrait d’acétone exerc
un effet inhibiteur parmi les trois extraits (ac&phexane, méthanol).

Naili et al (2010), ont étudié I'activité antibactérienne dextrait méthanolique des feuilles
d'’A. campestris.lls ont utilisé plusieurs souches ddBtaphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosigs résultats obtenus dans cette étude ont momnécqt

extrait posseéde un effet inhibiteur sur toutedblastéries étudiées.

Aligiannis etal (2001) ont établi une classification de I'effic&de I'inhibition des extraits
des plantes selon les valeurs de CMI comme stuitbition modérée: varie de 600 pg/ml a
1500 pg/ml, faible inhibition: CMI supérieure a D6@g/ml. D'apres cette classification, nos
extraits exercent une inhibition modérée sur legseskE. coli et P. mirabilis et une faible

activité sur la souch®. aureus.



Conclusion

De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiguenédicinales possede des propriétés
biologiques tres importantes qui trouvent de nomndes applications dans divers domaines a
savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie eti¢algure. Ce regain d’intérét vient d’'une

part du fait que les plantes médicinales représéntee source inépuisable de substances
bioactives, et d’autre part les effets secondamesits par les médicaments inquietent les

utilisateurs qui se retournent vers des soins magnassifs pour I'organisme.

Dans le présent travail, différents aspectsrtdmisia campestriont été étudiés: quelques

propriétés phytochimique et activités antioxydamteantimicrobiennes des extraits bruts.

L'extraction de la partie aérienne de la plantemngs d'obtenir des rendements qui different
en fonction des solvants utilisés, alors que lauer®n composés phénoliques, flavonoides et

flavonols était conséquente.

L’activité antioxydante des différents extrait®\demisia campestrig été évaluée par deux
méthodes: le test blanchissementfdaarotene et la méthode de réduction de radice lib
DPPH. Pour le premier test les résultats ont mogtré I'oxydation dup-caroténe est
efficacement inhibée par les extraits testés. Eet,dh capacité antioxydante la plus élevée a
éteé observée dans les extraits les plus polaire&git en occurrence de I'éthanol et de
I'acétate d'éthyle. Pour le test de réduction diiaa libre DPPH, l'activité antiradicalaire est
élevée dans l'extrait le plus polaire (extrait éblaque), par contre elle est faible pour les

deux autres extraits.

L’activité antimicrobienne a été déterminée surtguaouches bactériennes, selon la méthode
de diffusion disque, Les résultats indiquent que t®is extraits possédent une activité
antimicrobienne sur toutes les souches testéeslaaguchePseudomonas aeruginospui

manifeste une résistance pour tous les extraits.

A la suite de ces résultats, il serait donc ingaesd'étendre I'éventail des tests antioxydants
et antimicrobiens ainsi que l'isolement et la ctéasation des composés actifs dans les
différents extraits en vue d’identifier les diff@tes molécules responsables des différentes

activités biologiques de cette plante.

L’ensemble de ces résultats obtenus in vitro netitole qu’'une premiere étape dans la

recherche de substances d'origine naturelle bigl@gnent active, une étude in vivo est



souhaitable, pour obtenir une vue plus approfosdides activités antioxydante et

antimicrobienne des extraits de cette plante.
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Annexes 1: Les rendements des extraits

CMI mg/ml
1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2 -

1 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0.2 1 -

0 T T T f

S aureus E coli P mirabilis P aeruginosa

Annexes 2:La concentration minimale inhibitrice manifestée fextrait de chloroform.
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Annexes 5.1 E. coli: Extrait chloroformique

Annexes 5.2 E. coli: Extrait éthanolique



Annexes 5.3P. mirabilis: Extrait d'acétate d'éthyle

Annexes 5.4S. aureus Extrait chloroformique



Annexes 5.5S. aureus Extrait éthanolique

Annexes 5.6S. aureus Extrait d'acétate d'éthyle

Annexes 5:Les zones d'inhibition trouvées pour les souchsgés.
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Annexes 6 L'activité antioxydante des extraits et des tém@nasitif et négatif) évaluée p
le test de blanchissement g- carotene.
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Annexes 7 L’activité antiradicalaire des extraits et du témpositif.



Résumeé

Artemisia campestrigst une plante médicinale appartenant a la faaidie Astéracée, cette espeéce connue sous le naenfgieuft », est
trés répandue dans le sud algérien. Les extrag@snajues ont été obtenus par macération en utilisais solvants: chloroforme, acétate
d’éthyle et I'éthanol. Les rendements respectifg s8.4% (m/m), 2.26% (m/m) et 0.48% (m/m). Lacentotale en composés phénolique a
été déterminée en utilisant le réactif de Foline@iteu, elle est de 178 - 91 et 102 mg EAC/g Ps demextraits de chloroforme, d'acétate
d’éthyle et d'éthanol respectivement. Les flavoasidnt été évalués en utilisant la méthode Al@@; teneur est de 16.88 - 19.47 et 21.33
mg EQ/g Ps dans les extraits de chloroforme, diseét'éthyle et d'éthanol respectivement. Les fia® sont estimées par une autre
méthode utilisant AICI3. Leur teneur est de 313886 et 12.70 mg EQ/g Ps dans les extraits deafblone, d'acétate d’éthyle et d'éthanol
respectivement. L'activité antioxydante a été ébalan utilisant deux méthodes différentes: la teckende blanchissement @caroténe et

la méthode de réduction de radical libre DPPH Reuremier test elle a été estimée a 76,68% - 88,380,97% pour les extraits de
chloroforme, acétate d'éthyle et éthanol respectam, celle du BHT 99.94%. Pour le second test 50@l été estimée a 105.76— 100.20 —
68.10 pg/ml pour les extraits de chloroforme, aeéthbéthyle et éthanol respectivement. Alors quéeadu témoin positif BHA est de
51.17pg/ml. L'activité antimicrobienne a été déterde sur quatre souches bactériennes, selon laodettie diffusion de disque. La
concentration minimale inhibitrice (CMI) manifestgar les trois extraits sur Staphylococcus auretEseherichia Coli est de 1.8 mg/ml et
0.5 mg/ml respectivement et sur Proteus mirabil&téa0.75 mg/ml et 1.5 mg/ml pour les extraits bieroforme et de I'acétate d'éthyle
respectivement. Tous les extraits ont un effetesimicroorganismes testés sauf sur Pseudomonagiraesa.

Mots clés : Asteraceae, Artemisia campestris, Bgtoaganiques, activité antioxydante, activitéraicrobienne.
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Abstract

Artemisia campestris a medicinal plant belonging to the Asteraceadilia this species known as « Tgouft » is very wjgieead in the

south of Algeria. Organic extracts were obtainedrnagceration with three solvents: chloroform, etigétate and ethanol. The yields were:
3.4% (wiw), 2.26% (w/w) and 0.48% (w/w) respectyvélotal phenolic contents were determined usingF@iocalteu reagent, it was:
178- 91-102 mg CAE/g dw for the chloroform, ethgétate, and ethanol extracts respectively. Thefield contents was determined using
a method AICI3, it were respectively: 16.88 - 19-471.33 mg QE/g dw in chloroform, ethyl acetate] athanol extracts. The flavonols
contents were respectively: 31.13- 36.86- 12.70Q&¢g dw in chloroform, ethyl acetate, and ethantiaets.

Antioxidant activity was evaluated using two di#fat methodsf3-carotene bleaching method and Free radical scavgeffects of the free
radical DPPH. In former test, the percentage obitibn was 76,68% - 89,32% and 80,97% for the wiflrm, ethyl acetate and ethanol
extracts respectively, whereas in the latter, @&0estimated for extracts was: 105.76 — 100.20.2068g/ml in chloroform, ethyl acetate,
and ethanol extracts, this effect seems to be wéah compared to BHA (IC50 = 514g/ml). Antimicrobial activity was determined using
four bacterial strains according to the disk diffimssassay; the minimal inhibitory concentration @Yliwas 1.8 mg/ml and 0.5mg/ml for the
three solvents when tested on Staphylococcus aarelk. coli respectively, and was 0.75 mg/ml asdnty/ml for chloroform and ethyl
acetate extracts when tested against Proteus fisrdbespite Pseudomonas aeruginosa, all the miganisms tested were sensitive to the
extracts.

Key words: Asteracead\rtemisia campestrjorganic extracts, antioxidant activity, antimicia activity.



