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Résumé

Dans ce travail, deux plantes ont été ciblées pour leurs utilisations en médecine
traditionnelle. Il s’agit de Thymeleae microphylla (Thymelacées) et Artemisia judaica
subsp sahariensis L. (Astéracées). Les objectifs poursuivis sont 1’identification de certains
composés bioactifs et 1’évaluation des activités biologiques. Ainsi, il a été procédé a
I’extraction de certains métabolites secondaires, a la caractérisation de molécules
bioactives a partir des différents extraits et a I’étude de leurs activités antioxydantes, anti-
enzymatique et antimicrobienne. L'analyse HPLC-UV-DAD des extraits des deux espéces a
permis de caractériser les principaux composés phénoliques. Pour la plante T. microphylla, treize
composés phénoliques sont identifiés dont le kaempférol 3-O-rutinoside (4,849 mg /g-1 ES) et
l'acide trans-3-hydroxycinnamique (4,744 mg/g-1 ES) sont les composés principaux. Pour
Artemisia judaica, onze composés sont identifiés avec le kaempférol (20,9 mg/ g-1 ES),
le resvératrol 3 -O-glucoside (5,045 mg / g-1 ES), en tant que composés principaux. Les
extraits MeOH des deux especes présentent les teneurs en composés phénoliques et en
flavonoides les plus élevées. Les activités antioxydantes ont été déterminées, in vitro,
a travers les tests d’évaluation suivants : capacité antioxydante totale (CAT), piégeage du
radical libre DPPH, I’activité inhibitrice du radical ABTS+, le pouvoir réducteur, et le
blanchiment du B-carotene. Les extraits MeOH de T. microphylla et A. judaica présentent
le meilleur pouvoir réducteur. En outre, le blanchiment de la B-caroténe de I'extrait MeOH
de T. microphylla est plus actif que les autres extraits. Concernant A. judaica, la capacité
d'inhibition la plus importante est mesurée dans l'extrait AcOEt. L’activité inhibitrice de
I’enzyme acétylcholinestérase est absente pour tous les extraits de la partie aérienne des
deux plantes testées. L’activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion
sur disques et celle des microdilutions en milieu liquide. Tous les extraits de T.microphylla
présentent des zones d'inhibition contre S. aureus avec une activité élevée pour l'extrait Aq
(36,00 + 0,58 mm). Pour A. Judaica, l'activité la plus importante a éte observée contre P.
vulgaris pour l'extrait Aq (22,33 + 0,67 mm). L’ensemble des résultats obtenus indiquent
que les extraits de ces espéces peuvent constituer une source potentielle d'antioxydants

naturels et d’agents antimicrobiens.

Mots clés : Thymeleae microphylla, Artemisia judaica subsp sahariensis, composés

phenoliques, activité antioxydante, activité antimicrobienne, acétylcholinestérase.



Abstract

In this work, two plants were targeted for their uses in traditional medicine : They are
Thymeleae microphylla (Thymelaceae) and Artemisia judaica subsp sahariensis L.
(Asteraceae). The objective of the present study was the identification of certain bioactive
compounds and the evaluation of biological activities. Thus, it was carried out the
extraction of certain secondary metabolites, the characterization of bioactive molecules
from the various extracts and the study of their antioxidant, anti-enzymatic and
antimicrobial activities.

The HPLC-UV-DAD analysis of the extracts of two species allowed to characterize
the main phenolic compounds. For the T. microphylla plant, thirteen phenolic compounds
are identified of which kaempferol 3-O-rutinoside (4.849 mg/g DE) and trans-3-
hydroxycinnamic acid (4.744 mg/g DE) are the main compounds. For Artemisia judaica
plant, eleven compounds are identified with kaempferol (20.9 mg/g DE), resveratrol 3-O-
glucoside (5045 m/g DE), as the major compounds. The MeOH extracts of both species
show the highest content of phenolic compounds and flavonoids. Antioxidant activities
were determined in vitro, through the following assessment assays: total antioxidant
capacity (TAC), DPPH free radical scavenging, ABTS+, reducing power activity (RPA),
radical inhibitor activity, and B-carotene bleaching. The MeOH extracts of T. microphylla
and A. judaica show the best reducing power. In addition, the B-carotene bleaching of T.
microphylla MeOH extract is more active than other extracts. Concerning A. Judaica plant,
the greatest inhibition capacity is measured in the AcCOEt extract. The inhibitory activity of
the enzyme acetylcholinesterase is absent for all the extracts of the aerial part of the two
plants tested. The antimicrobial activity was carried out by disc diffusion method and the
liquid microdilution method. All T.microphylla extracts have inhibition zones against S.
aureus with high activity for the Aq extract (36.00 £ 0.58 mm). For A. Judaica plant, the
greatest activity was observed against P. vulgaris for the Aqg extract (22.33 + 0.67 mm).
The results obtained indicate that the extracts from these species can be a potential source

of natural antioxidants and antimicrobial agents.

Key words: Thymeleae microphylla, Artemisia judaica subsp sahariensis, phenolic
compounds, antioxidant activity, antimicrobial activity, acetylcholinesterase.
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Introduction génerale

La nature est pour ’humanité une source d'agents médicinaux depuis des millénaires.
Aujourd’hui il s’avere qu’un grand nombre de plantes médicinales posseédent des activités
biologiques trés intéressantes trouvant de nombreuses applications dans divers domaines a
savoir en médecine, pharmacie, agriculture et cosmétologie. En Algérie, les industries
pharmaceutiques et chimiques cherchent a mieux valoriser le patrimoine des espéces
utilisées en médecine traditionnelle : leurs constituants, leurs modes d'utilisation ainsi que
leurs indications dans diverses pathologies (Hammiche et Maiza, 2006).

D’apreés le rapport sur la stratégie de 1'Organisation Mondiale de la Santé (OMS
2014-2023), il est noté que plusieurs millions de personnes ont recours aux medicaments a
base de plantes pour se soigner. Cette médecine dite traditionnelle est facile d’acces,
financierement abordable et est traditionnellement utilisée sous plusieurs formes.

Selon un rapport publié en 2017 par le centre de recherches des jardins botaniques
royaux de Kew, 28 187 plantes ont un usage médicinal. Ces plantes sont utilisées en
médecine traditionnelle mais aussi pour faire des médicaments a 1’échelle industrielle.
D’aprés le Fond Mondial pour la Nature (WWF), 70 % des nouvelles molécules
développées ces derniéres années dans I’industrie pharmaceutique proviennent d’une
source naturelle.

L'Algérie est considérée parmi les pays connus pour leur diversité taxonomique en
raison de sa position biogéographique privilégiée et son étendue entre I'Afrique sub-
saharienne et la méditerranée.

La flore algérienne est potentiellement riche et diversifiée, ce qui constitue un
véritable réservoir phylogénétique, avec environ 4000 espéces et sous-especes de plantes
vasculaires (Baba Aissa, 1999). Nous partageons avec les méditerranéens et les pays du
Sahel une importante diversité de composes et d'éléments phytochimiques d'un intérét
certain.

La zone saharienne présente une flore spécifique, caractérisée par une importante
diversité floristique, qui renferme de nombreuses especes endémiques qui sont hautement
adaptees au climat de cette zone. Elles renferment un large éventail de composes et
d’¢éléments phytochimiques d’un intérét grandissant parmi les espéces récoltées a
Tamanrasset utilisées a des fins thérapeutiques, on peut citer 1’espece Marrubium deserti
(Saad et al., 2021), Aerva javanica , Deverra scoparia , Pentzia monodiana, Pulicaria
incisa, Maerua crassifolia, Anabasis articulata, Mentha longifolia, Cymbopogon

schoenanthus, Balanites aegyptiaca (Chaib et al., 2015).


http://www.ethnopharmacologia.org/recherche-dans-prelude/?plant_id=3867
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http://www.ethnopharmacologia.org/recherche-dans-prelude/?plant_id=3867
http://www.ethnopharmacologia.org/recherche-dans-prelude/?plant_id=3867

Introduction génerale

Les plantes médicinales sont extrémement riches, quelles que soient les parties et les
formes sous lesquelles elles sont utilisées. Le métabolisme des plantes contient des milliers
de différents constituants dont l'effet thérapeutique n'est évidemment pas lié a tous les
composés, de méme pour ce qui est de 1’effet nocif ou toxique.

Les propriétés antioxydantes des extraits végétaux sont abondamment étudiées. En
effet, le stress oxydatif est un facteur étiologique crucial responsable de diverses maladies
chroniques humaines telles que le diabéte, le cancer, 1’inflammation, le vieillissement ainsi
que les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives (Uttara et al., 2009). Ces
dommages oxydants sont réalisés par 1’attaque des radicaux libres sur des biomolécules,
en particulier les protéines, les lipides et I’ADN, impliquant la destruction et la mort de
cellules (Moon et al., 2009). Une fagon de prévenir ce stress oxydatif est de rechercher un
apport supplémentaire de composés antioxydants (Mohammedi, 2013). Les études portant
sur I’activité antioxydante sont basées sur ’amélioration des techniques d’extraction des
composés phénoliques a partir des produits naturels (Jerez et al., 2006).

Les plantes sont également utilisées pour leurs propriétés antimicrobiennes.
Néanmoins en tant que source de médicaments, les plantes restent encore mal exploitées,
surtout dans le domaine de la microbiologie médicale (Ghabrier, 2010).

Parmi ce vaste patrimoine floristique, on trouve deux especes végétales : Thymelaea
microphylla Coss. et Dur. de la famille des Thymelacées et Artemisia judaica subsp
sahariensis L de la famille des Astéracées sur lesquelles on se penchera dans la suite.

Notre objectif sera alors d’apporter une contribution a la connaissance et a la
valorisation des deux especes végétales du sahara algérien évoquées ci-dessus. Notre
travail a été réalisé en trois parties :

» Dans la premiere partie, une synthese bibliographique a été menée sur les
deux espéces sélectionnées. Nous avons procédé a quelques rappels sur le stress oxydant,
les métabolites secondaires et leurs activités biologiques.

» Dans la deuxiéme partie, le travail est expérimental et il consiste en :

e La préparation des extraits bruts secs et détermination de leurs rendements.

e La détermination des différentes classes de familles chimiques par criblage

phytochimique des différentes parties des espéces étudiées.

e La caractérisation phytochimique des acides phénoliques par une analyse en
chromatographie en couche mince et une chromatographie en phase liquide a
haute performance HPLC-UV-DAD des extraits sur les deux espéces

sélectionnées.
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e Le dosage des principales classes phénoliques : les phénols totaux, les flavonoides
et les tanins.
e L’évaluation in vitro du pouvoir antioxydant des extraits sélectionnés au moyen
de cing tests (capacité antioxydante totale (CAT), piégeage du radical libre
DPPH, réduction de fer, activité inhibitrice du radical ABTS+, et blanchiment du
[-carotene).
e Le test de I’activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase par bioautographie.
e [’évaluation du pouvoir antimicrobien des extraits.
» Dans la troisieme partie, nous discuterons les résultats obtenus lors de cette étude
et notre travail sera achevé par une conclusion générale et la définition des
perspectives quant a I’utilisation de ces différentes plantes dans les secteurs

agroalimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques.
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Chapitre 1 Syntheése bibliographique

1. Présentation des plantes médicinales sélectionnées

Nous avons axé notre travail sur I’étude phytochimique et quelques activités
biologiques de deux plantes sahariennes : Artemisia judaica subsp sahariensis de la famille
des Asteracées et Thymeleae microphylla de la famille des Thymelaeacées. Le choix de
ces deux plantes a été dicté du fait de leurs usages dans la pharmacopée traditionnelle et

par les études chimiques, répertoriées dans la littérature, qu’elles ont inspirée.

1.1. Caractéristiques générales de la famille des Thymelaeacées

Les Thymelaeacées sont une famille de dicotylédones comprenant environ 1200
especes avec 67 genres. Les espéces de cette famille sont distribuées dans les zones
tropicales et temperées particulierement en Afrique et sont absents des régions aux climats
les plus froids (Borris et al., 1988).

Les plantes sont originaires du nord au centre de I'Europe, de I'est au centre de I'Asie,
des régions méditerranéennes et des iles Canaries (Kadri et al., 2011).

Les especes de cette famille sont principalement des arbustes ou des plantes
herbacées. Leurs caracteres morphologiques principaux sont les suivants (Heywood et
Brice, 1996) :

-Feuilles : alternes ou opposées souvent coriaces et persistantes.

-Fleurs : réguliéres, hermaphrodites dioiques ou polygames, piéces florales
normalement par 4 ou 5, regroupées en racemes, en capitules ou en fascicules, en forme de
coupe, le réceptacle creux formant un tube profond dont le bord porte généralement les
piéces florales, sépales pétaloides, apparaissant comme une continuité du tube, étamines
insérées dans le tube et corolle insignifiante ou absente.

-Fruit : akéne, baie, drupe ou parfois capsule, graine possédant peu ou pas d’albumen
(Quezel et Santa, 1963).

1.1.1. Genres et especes de la famille des Thymelaeacées

Plusieurs genres de la famille des Thymelaeacées renferment des espéces
intéressantes dont certaines figurent en Algérie: Daphne (90 especes), Daphnopsis (73
especes), Gnidia (152 espéces), Gonystylus (32 especes), Pimelea (80 especes),
Wikstroemia et Thymelaea (30 espéces): T.velutina, T.virgata, T.nitida, T.virescens,
T.tartonraira, T.hirsuta L., T.microphylla Coss. et Dur. et T.passerina Langue de
Moineau (Baba Aissa, 1999).
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Thymelaea est représenté par 8 especes poussant en Algérie (Quezel et Santa, 1963).
Le nom Thymelaea est venu du mot greco-latin « Daphnegnidium » désignant une plante a
fruits laxatifs.

Ces plantes sont annuelles et se présentent sous forme d’herbes ou d’arbrisseaux bas
a feuilles et fleurs tres petites, les premiéres larges de quelques millimétres, les secondes
peu apparentes, jaunatres ou verdatres, sans corolle, a 4 sépales et 8 étamines tres courtes a
fleurs polygames ou dioiques (Fournier, 2010). Le perianthe est a 4-5 divisions
géneralement persistant, verdatre ou jaunatre. Le fruit est une baie seche, incluse dans le
calice (Ozenda, 1991).

1.1.2. Propriétés chimiques et usages thérapeutiques

Les principales recherches réalisées sur les plantes de la famille Thymelaeacées
montrent la variété des métabolites secondaires produits par cette famille. Parmi ceux-ci,
on peut citer les esters diterpéniques de types tigliane, daphnane et 1-alkyldaphnane,
coumarine, biscoumarine, flavonoide, biflavonoide, lignane, huile essentielle, triterpene,
diterpene, stéroide et spiro--lactone glycoside (Ghanem et al., 2014). L'intérét initial de
ces recherches s’explique par la toxicité remarquable de ces plantes chez les étres humains
et les especes animales. D’autres composés tels que les flavones, les saponosides, les
diterpénes, les alcaloides et les glucosides caractérisent la famille des Thymelaeacées (Le
Floc’h, 1983 dans Dohou et al., 2003 ; Evans et Taylor, 1983 ; Touati, 1985).

Plusieurs espéces de la famille des Thymelaeacées contiennent en diverses
proportions deux principes chimiques :

-la mézéréine, une substance résineuse d’un jaune brunitre, de constitution encore
inconnue, tres véneneuse, irritante, amere et sternutatoire.

-la daphnine, un glucoside non vénéneux, a saveur amere et astringente (Fournier,
2010).

Les Thymelaeacées sont également connues pour leur contenu en coumarines dont
certaines sont des dimeres. L’exemple le mieux connu est la daphnorétine qui possede une
activité anticancéreuse (Boris et Cordell, 1984; Li et al., 2004 ; Hussain et al., 2012),
mais aussi 12 autres coumarines, dicoumarines et glycosides de coumarines (Frankel et
Meyer,2000; Su et al., 2006; Hussain et al., 2012). C’est ainsi que des études sur des
especes du genre Daphne ont rapporté que ces plantes sont riches en coumarines comme
la daphnétine et la daphnorétine et en flavonoides comme la quercétine et la lutéoléine
(Deiana et al., 2003).
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Levin (1976) a observé la présence des alcaloides chez 36% des espéces de
Thymelaeacées, alors que Touati (1985) a signalé que Thymelaea hirsuta n’en contient
pas. Quant aux tanins, ils semblent étre peu courants dans la famille des Thymelaeacées.
Lorsqu’ils apparaissent, il s’agit généralement de dérivés du leucocyanidol (Hegnauer,
1973). Ferrari (2002) affirme que les Thymelaeacées ne sont pas une famille a saponines.

Une synthese faite par Dohou et al. en 2003 sur des études réalisées sur le genre
Thymelaea a conduit a l'isolement de plusieurs métabolites secondaires qui sont constitués
de flavonoides, biflavonoides, coumarines, biscoumarines, phénoliques, diterpenes et des

huiles essentielles comme I’indique le tableau 1.

Tableau 1. Quelques données chimiques sur le genre Thymelaea (Dohou et al., 2003).

Lspoce Organes Molecules extraites Références
Studics R N o e, Sy
hirsuta feuilles thymélol ((C,H,0) ) Saleh er al.,
1965
feuilles | stgmasterol, f-sitosterol, alcool aliphatique Gharbo e al.,
C HL,0, lactone C,,H O, 1970
slecanes en C27 4 31, alcanols en C22, 24, 26 Rizk et al .,
et 28, fesitostiérol et campestérol 1974
- daphnorine, daphnorétine, daphnine, Rizk er al..
daphnétine, daphndétine-glucoside, 1975

aombelliférone, scopolétine et e¢sculétine
(coumanrnnes)

teuilles 2-vicénme (C-llavone) Nawwar et
al.. 1977
feuilles tiliroside (3 -p-coumuroylglucosylkacmpltérol) Isimail, 1978
(MNavanol)
feuilles lupéol, fB-sitostérol, phytol, B-amyrine, Giarcin-
bémline. erythrodiol, cholestérol et lanostérol Grunados ¢t

Saenz de
Buruaga,

1980 a
feuilles et 5.1 2-dihydroxy-6.7-¢poxy-résiniféronol Rizk er al.,
brindilles 19584
feuilles et gnidicine, gniditrine, genkwadaphnine, 12-0. Brooks erf al.,
brindilles heptadécenoyl-S-hydroxy-6.7-époxy- 1990

résiniféronol-9.1 3 14 -orthobenzoate et 12-0-
butényl-5-hydrox y-6 . 7-époxy-résiniféronol -
9,13 14 -orthobenzoaw (diterpéenes daphnane)

racines daphnorétine (éther de dicoumaryl) Abou-Karam
er al., 1998
feuilles tanins El-Beheiry.,
: , ; 2000
nticrophylla | parties acide oléanoligue, A-sitostérol and 3-O-f3-D- Cheriti et
adriennes glucopyranosyl-f-sitostérol Sekkoum,
1995
passerina partics pentacosane, triacontanol , sitostérol, George ot
adriennes stigmaswérol, f-amyrine. ombellitférone et Rishi, 1982
scopolétne
tartonraira parties orientine, isoorentine, vitexine, 2-vicénine, Gharcin-
adricnnes kaemptérol, daphnorétine, genkwanine, 5-0-D- | Granados et
genkwanine, primevérosyl (flavone- Sacnz de
coumaringe) Buruaga,
1980b
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L'étude ethnobotanique a permis de retenir une grande utilisation des plantes de ce
genre dans différentes régions. A M'sila, ’espéce T. hirsuta est utilisée dans le traitement
de leishmanicide, vermifuge, eczéma (Amari et al., 2014).

En Tunisie, le décocté de T. hirsuta est utilisé dans le traitement du diabete. De plus,
il a été prouvé que cette espece posséde des propriétés antiseptique, anti inflammatoire,
antimelanogénése et antihypertensive (Trigui et al., 2013).

L’activité antioxidante est aussi établie au Maroc, Thymelaea lythroides est
largement utilisée pour guérir divers maux (et particuliérement les douleurs du dos, de la
vessie, les otites, les fractures, etc.

Le genre Daphne renferme des especes trés connues dans la phytothérapie : D.
cneorum (la petite Thymélée), D.gnidium (le Garou), D.mezereum (le Bois gentil) et
D.laureola (Lauréole). Les fruits du Garou, répandus dans les régions méditerranéennes,
étaient utilisés comme évacuant, dépuratif, antiaphrodisiaque, purgatif, contre les douleurs
ostéocopes nocturnes, contre des exostoses craniennes extrémement douloureuses, contre
I’hydropisie, le rhumatisme chronique, les maladies de peau, surtout d’origine vénérienne.
En plus, le Garou est resté, dans la médecine populaire, le médicament par excellence des
affections syphilitiques (Fournier, 2010).

D’autres composés chimiques peuvent avoir une activité anticancérogéene, comme la
daphnétoxine, trouvée exclusivement chez des membres de la famille des Thymelaeacées
et la Daphnorétine (Diogo et al., 2009).

1.1.3. Thymelaea microphylla Coss. et Dur.
1.1.3.1. Description morphologique

Thymelaea microphylla est une espéce endémique a I'Afrique du Nord, poussant sous
forme d’arbrisseau dioique de 30 cm a 1 meétre, a rameaux effilés allongés, d'une coloration
blanchatre soyeux (Figurel). C’est une plante vivace a feuilles trés petites et espacées sur
les rameaux (1-4 mm), ovoides, les fleurs sont blanc-jaunatres en glomérules telles que les
fleurs males a calice cylindrique de 4 a 6 mm et les fleurs femelles de 3 a 4 mm sur des
pieds différents (Quezel et Santa, 1963). Le systeme radical est caractérise par une
réitération distale, avec des ramifications horizontales en petits nombres (Bendali et al.,
1990).

Cette espece est trés commune des hauts-plateaux et des régions désertiques de
I'Algérie.
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Figure 1 : Aspects morphologiques des parties aériennes de Thymelaea microphylla

Photo prise a Ain Sefra, Naama, Algérie. Mars 2015.

1.1.3.2. Systematique de la plante Thymelaea microphylla Coss.et Dur.
D'apreés la classification APGIII (2009), on a :

Regne : Plantae

Embranchement : SpermaphytesSous

embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones vraies

Sous classe : Rosidées

Ordre : Malvales

Famille : Thymelaeaceae

Genre : Thymelaea
Espéce : microphylla Coss. et Dur.

Noms vernaculaires : Methnane, el Abiod (Quezel et Santa, 1963) ou Metnen dans le sud
de I’Oranie, Tiout et environ, ou Metnan dans la partie orientale marocaine et Methnéne en
Tunisie (AitYoussef, 2006).

Nom francais : Thymelée ou passerine a petites feuilles.

1.1.3.3. Répartition géographique

Thymelaea microphylla est une espece a affinité saharienne (Ben el Mostafa et al.,
2001), on la retrouve dans les sols sablonneux et les sols gypseux (Perry et Goodall,
1979). Généralement, cette plante occupe les glacis ensablés avec les espéces Atractylis
serratuloide, Lygeum spartum ou occupe les steppes avec ’espéce Salsola vermiculata

(Bouzenoune, 2003).
10
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Cette espece est trées commune des Hauts-plateaux et des régions désertiques de
I'Algérie (plante endémique de I'Afrique du Nord); elle pousse surtout dans les paturages
arides et desertiques (Ait Youssef, 2006).

1.1.3.4. Usages thérapeutiques

En Tunisie, les feuilles sont utilisées en cataplasme dans le traitement des blessures
et de diverses dermatoses : érysipéle, cancer de la peau, boutons et abces. Le décocté des
feuilles est signalé comme purgatif mais aussi dans le traitement de la stérilité et de ’ictére
(Boukef, 1986). En outre, cette plante est utilisée a Djelfa en usage externe comme bain
végétal, le décocté des feuilles est utilisé pour traiter l'alopécie, la gale et les mycoses. En
usage interne par voie orale, le décocté des racines est préconisé pour soulager les douleurs

abdominales et pour éliminer I'aérocolie (Djeridane et al.. 2010).

1.1.3.5. Composition chimique

La composition chimique de Thymelaea microphylla est peu étudiée. Une étude
réalisée par Cheriti et Sekkoum en 1995 a révélé la présence de 1’acide oléanolique, le B-
sitostérol et le 3-O-B-D-glucopyranosyl-p-sitostérol, dans les parties aériennes de
Thymelaea microphylla.

A propos des activités biologiques, le pouvoir antioxydant des extraits de T.
microphylla est rapporté par Benhammou et al. (2009) et Djeridane et al. (2010).

Les métabolites secondaires connus dans la littérature et isolés par Ghanem et al.
(2014) consistent notamment en cing biflavonoides néochamaejasmine A,
néochamaejasmine B, daphnodorine B, genkwanol A et stelleranol, une bis-coumarine
daphnorétine, un flavonoide glucosylé appelé tiliroside, deux lignanes nommées
pinorésinol et matairésinol et un phénylpropanoide glucoside connu sous le nom syringine.
Deux rares spiro--lactones glycosides nouveaux a squelette 1,7-dioxa-2,6-dioxospiro
nonane nommeés microphynolides A et B, un phéenylpropanoide glucosylé de type sinapyle
alcool glucoside et deux stéroides de type phytostérol. Il est a noter que les biflavonoides
phenyl propanoides glucosylés ont été identifiés pour la premiére fois dans le genre
Thymelaea.

L'analyse par GC/MS des huiles essentielles obtenues a partir des parties aériennes
de l'espece Thymelaea microphylla a permis d'identifier les composés suivants : acide 1-
carboxylique bornane, limonéne, isobutyranilide, menthone, pulégone, (6E)-2,5-diméthyl-
1,6-octadiene, perillal, 1-(2-bromovinyl)-adamantane, 2-undécanone, farnésene et
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artemesiatriene (Ghanem et al., 2014). L’étude phytochimique menée par Mekhelfi et al.
(2014) sur Thymelaea microphylla Coss. et Dur. d’Algérie a conduit a 1’isolement de six
composeés: vanilline, (+)-syringarésinol, daphnorétine, (Z)-8-hydroxylinalool, chrysoériol,

lutéoline et un mélange de trans-tiliroside et de cis-tiliroside (respectivement 97 et 3%).

1.2.  Caractéristiques générales de la famille des Astéracées

La famille des Astéracées, anciennement appelées Composées (Compositées), est
une famille cosmopolite, c’est la plus large des plantes a fleurs qui comprend 1317 genres
et plus de 20000 especes décrites dont 750 endémiques (Génin, 1989), distribuées
principalement dans les zones tempérées du globe. C’est 1’'une des familles les plus
importantes des angiospermes ; leurs feuilles sont pennées (rarement palmées).

Les Astéracées présentent plusieurs critéres morphologiques : végétaux a ports
extrémement variés constitués d’arbustes et souvent d’arbrisseaux. Généralement, ce sont
des herbes annuelles ou bisannuelles, plus ou moins pérennes, ils possedent des lianes
herbacées grimpantes ou rampantes. Les feuilles trés polymorphes, petites, sont sans
stipule alternes ou opposées en rosette. Elles sont simples, entiéres ou dentelées et parfois
divisées en plusieurs segments plus ou moins grands ; par contre les Astéracées sont tres
homogénes au niveau de leurs inflorescences, ils ont la caractéristique commune d'avoir
des fleurs serrées les unes a coté des autres, c'est-a-dire réunies en capitules, sans
pédoncule, placées sur I’extrémité d’un rameau ou d’une tige et entourées d’une structure
formée par des bractées florales. Le fruit est un akéne souvent couronné d’un pappus

provenant du calice apres la fécondation (Quezel et Santa, 1963).

1.2.1. Genre Artemisia et ses espéces

Le genre Artemisia (appelé Armoise) appartient a la famille des Astéracées, c’est
I’'un des genres le plus répandu et le plus étudié de cette famille ; il contient un nombre
variable d’espéces allant jusqu’a 500 espéces réparties principalement dans les zones
tempérées d’Europe, d’Afrique, d’Asie et d’Amérique du Nord. Il a été rapporté que le
genre Artemisia est riche en métabolites secondaires tels que les flavonoides, les acides
cafféoylquiniques, les coumarines, les huiles essentielles, les stérols et les acétylénes
(Bora et Sharma, 2010 ; Bora et Sharma, 2011).

Les espéces de ce genre possedent des propriétés thérapeutiques, elles sont non
seulement utilisées dans la médecine traditionnelle mais aussi dans I’industrie alimentaire

et pharmaceutique (Mirjalili et al., 2007).
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Les armoises étaient déja employées comme anthelminthique et stomachique par les
Grecs et les Romains. Plus d’une vingtaine d’espéces sont présentes au Maghreb et au
Sahara (12 au Maroc, 10 en Algérie, 6 en Tunisie, 5 en Libye et 4 en Egypte). Ce sont
d’abord les espéces communes aux rivages nord et sud du bassin méditerranéen : Artemisia
arborescens, A. herba-alba Asso, A. absinthium, A. vulgaris, A. Campestris subsp.
glutinosa, A. verlotorum et A. Scoparia ; puis les espéces du rivage sud : A.atlantica var.
typica, A. judaica subsp. sahariensis, A. alba subsp. chitachensis. A. atlantica var.
maroccana, A. flahautti, A. ifranensis, A. mesatlantica. A. negrei, A. reptans, A. alba

subsp. kabylica, A. campestris subsp variabilis et A. monosperma (Gast, 1989).

1.2.2. Propriétés chimiques et usages thérapeutiques (travaux antérieurs)

Un grand nombre de plantes du genre Artemisia a été employé dans la médecine
classiqgue comme Artemisia herba alba qui pousse abondamment dans le Moyen-Orient,
bien connue et extensivement utilisée dans la medecine populaire irakienne pour le
traitement du diabéte (Alshamaony et al., 1994 ; Bouraoui et al., 2003).

En raison de sa richesse en polyphénols et en huiles essentielles volatiles, I’armoise
est douée d’activités antimicrobienne, analgésique, anti-inflammatoire et antipyrétique.
(Al Gaby et al., 2000).

L’absinthe ou A. absinthium est traditionnellement utilisée comme herbe meédicinale
pour traiter les troubles gastro-intestinaux, les maladies cardiovasculaires, les troubles de la
peau, le diabéte, le systeme immunitaire affaibli, I'athérosclérose, le cancer et l'arthrite.

Artemisia anomala a été employée pendant des siécles en Chine comme analgésique,
hémostatique, antibiotique et aussi pour traiter les plaies. Tandis que A. keiskeana a été
employée comme drogue chinoise traditionnelle pour le traitement des maladies
rhumatismales. En outre, A. eriopoda a été utilisée dans la médecine traditionnelle dans le
sud de la Chine au lieu de I'herbe chinoise traditionnelle A. annua, alors que A. mongolica
est habituellement utilisée pour traiter les maladies inflammatoires et le froid (Jakupovic
etal., 1987 ; Hu et al., 1996 ; Kwak et al., 1997).

Le sesquiterpene lactone, qui a été isolé de A. annua pendant plusieurs siecles, a éte
considéré comme l'une des drogues les plus valables utilisées en médecine traditionnelle
chinoise dans le traitement du paludisme cérebral.

A. arborescens a été employée dans la médecine classique comme un
antispasmodique ; en outre, A. cina et A. herba alba ont une action contre les vers ronds,

en particulier I'ascaris lombricoide (Ascaris lumbricoides) (Khafagy, 1971; Shilin, 1989 ;
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Abu-Zarga et al., 1995 ). A. scoparia est utilisée comme purgative,

A. giraldii pour

traiter la pharyngite et la pneumonie, A. mongolica et A. vesta ont fréquemment été

employées pour le traitement des infections fongiques telles que la teigne (Sharma e al.,
1996 ; Zheng et al., 1996 ; Tan et al., 1999).

Le tableau 2 montre que la littérature indique que de nombreux composés ont été

isolés du genre Artemisia.

Tableau 2. Quelques données chimiques sur le genre Artemisia (Messai, 2011)

I'es pece

Noms des composés

A glahelia

ssguiterpéne luctone Arglabin

A sieveryiana

Deux sesquiterpénes lactones Artemolin et bsinthin

A feddei et Montana

Deux sesguiterpénes lactones

A herba alba.

cing sesquiterpénes : Herbolides GHLLE et F

A judaica

4-epi-vulgarin et adn-hydroperoxy-desoxyvulgarin,

A pectinata

tvpiques spiroketal-enol-ether, eremophil-9,11(13)-dien- [ 2-oic, 8a- hydroxyeudesma-4,11(13)-dien-

[ 2-vic et - acetoxyeudesma-4,1 1{13)-dien-12-0ic.

A Arbaorescens

un eudesmanclide nommé Jordanolide, aussi bien gue Artemetin, Arbarescin, Apigenin,

Dihydroridentin et chrysoerial.

A subdigitara

un sesquitérpéne Subdititatone aver d'autres composés comme le Borneol et 'acide ursolique

A pallens

un germacranolide nommé: 4 5f-epoxy- On-hydroxy-

[-en-3-one-transgermacran-1 2, 6a-olide.

A herba alba

six eudimanolides nommés:

a-santonin, Tewrin, Erivanin, Isoerivanin, 8o-hydroxy-4a,So-<epoxytaurin et Herbalbin

A princeps

d'un eudesmane sesquitérpéne Yomaogin avec trois flavanoides habituels & savair jaceosidin, Acacetin
et Genkxanin, en méme temps que quatre autres compasés: Achillin, Leucodin, scopltin et

isofraxidin,

A Annua

sept sesquitérpénes cadinanes.

A fragrens

{38=2R=5R*)-3-hydroxhmethyl-2-{ i -scetoxyisopropyD-5-isopropyl- 1, 2-dioxolane

A_ suksdarfii

{+)-{[S=2R*65%)-

trihydroxy-p-menth-3-ene,  (4}-{ IR®2R*.6S5%)-trihvdroxy-p-menth-3-ene,

cing monotérpénes polyvaols:

(438 4R*5R ®)-trihvdroxysabinane, (4)-(38%4R*}-dihyvdroxy-{5R*)-methoxysabinane,

(4)-(38* 4R = 558 *)-trihvdroxysabinane sept momotérpénes

lactones: L 4u-dihydroxy-3 fi<hloro-8o-acetoxhguai-

9.1 {1 3)-dien-60! 20lide,

Lo 4f<dihydroxy-3f-chloro-8o-acetoxhguai-9, LI (1 3)-dien-6a,] 2-olide,

Lo dodihydroxy-3fi<hloro-Bo-acetoxhguai- [O( 14), L1 ([13)-dien-6a, | 2-olide,

4a-dihvdroxy-3fi-chlore-8o-acetoxhguai-1(10),1 [ 13)-dien-6a.1 2-olide,

L 3udfdihydroxy-3f<hloro-So-scetoxhguai-9,1 ({13)-dien-60.12-0lide,
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=

frerha alba

guatre eudesmanolides: | [-epideacetyltorretin: |, I-diepitarrentin; deacetyltorretin et [-epi-@rrentin.

A schimperi

un nouvesy monoterpéne nommé [ 5-octadien-3-hydroxy-3-methyl-7-me, en plus de artemisyl,

|vratyl acetata et quercetin-3,3" 4 -trimethyl-éther,

A. rutifolia

deux gunisnolides fortement oxygénés qui sont identifiés comme:

[n2030,48,100-et [0.20,3040, ! Oa-pentehydroxyguais-1 L 13)-ene- 1 2,60-olides aussi bien guoe
trois sscogusianolides : 3n-acetoxy, 3aamethoxy-3f-deshydroxy-iso-seco-tanapartholides et 3-acetyl-

isa-seco-tanapartholides,

A. rutifolia

trois composés: [f-ucetoxy-1 | fH-codesma-3ene-12.6c0lide. [ B33 dihydroxy-6a-[2-
hydroxymethylacryloyloxy]-costic acide méthyle éther et lo4R<dihvdroxyguai-2, [0 14), 11(13)-trien-

12, ba-olide.

A Argyi n- et f-amyrin, friedelin et un dérivé de cycloartane nommé 3fi-methoxy-9,19-cyeloanost-23(E)-en-
25.26-diol,

A annua deux polyacétylénes nommes: annuadiepoxide et ponecaspoxide.

A annua mrnnuic acid et ginghaosy

A, turcomanica

deux germranolides: ridentin-3-geetate et § 1§, 13-dihydroridentin-3-acetate aussi bien que,

Artemarin, gallicin, Artemin, Anydroverlotorin et le monotérpéne Santoling- | 8-diene-4,5-diol

A, turcomanica

deux germranohides: ridentin-3-gcetate et [ 1§, 13-dihydrornidentin-3-acetate aussi bien que,

Arntemmorin, gallicin, Artemin, Anydroveriotarin et lemonmtérpéne Santoling- 1.8-diene-4.5-dial

A. turcomanica

deux germranolides: ridentin-3-acetate et 1 1[,13-dihydroridentin-3-acetate. aussi bien que;

Arntermorin, gallicin, Artemin, Anydroveriotarin et le monotérpéne Santoling- 1.8-diene-4,5-dial

A deserti les monotérpénes: Camphor, Borneol, Piperitone, FilfolideA etun guaianolide: 2-oxo-
8o, | 0fdihydroxyguai-3-en- fa Sa,6f1 [ BH-12 6-olide,
A jacutica A I'acide chlorogénique, Ferulique, p-hydroxy benzoigue, lucide p-coumarique, l'acide

sievversiana A,

absinthiem

neachlorogénigue.

A veratiorum A

spicigera

Verlotorin, anhydroverlotorin, Artemorin, costunolide, reyonosin et le Santamarin, ainsi que deux

eudesmanolides identifiés comme: [a-hydroxyeodesma- 2(15)-¢n-5a,6f 11 fH-1 2.6-olide «t

1.2.3. Artemisia judaica L.
1.2.3.1.Description morphologique

Artemisia judaica L., appelée « ShihBalady », est une plante vivace parfumée sous

forme d’arbustes entre 50 a 80 ¢cm de hauteur formant de grosses touffes vert bleuté

(Figure 2). Les tiges sont plus ou moins ligneuses qui se développent largement dans le

désert du sud de I'Algérie. Les capitules jaunes pales bombes sont assez gros. Les feuilles

sont petites, alternes, sessiles et disséquées, densément couvertes d'un duvet argenté

(Quezel et Santa, 1963). La floraison débute au printemps, les fleurs sont groupées en

jaune pale, discoide, tétes hémisphériques 5-10 mm de diamétre, contenant 10 a 20

fleurons. Le feuillage de la plante dégage une odeur agréable quand on les écrase et une
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sensation amere si on les godte. Les fruits sont des akenes petits ne dépassant pas 5 mm en

taille.

Figure 2: Aspects morphologiques des parties aériennes de Artemisia judaica L. subsp.

sahariensis. Photo prise a Tamanrasset, Algérie en Mars 2014.

1.2.3.2. Systématique de la plante Artemisia judaica L.subsp. sahariensis
D'apreés la classification APGIII (2009), on a:

Regne : Plantae.

Embranchement : Spermaphytes.

Sous-embranchement: Angiospermes.

Classe: Dicotylédones vraies

Sous classe: Asteridées

Ordre: Asterales.
Famille: Asteraceae
Genre: Artemisia.
Espece: judaica L.

Sous espéce: subsp.. sahariensis.

Noms vernaculaires:

Artemisia: Le nom latin vient d’Artemis (en bonne santé), qui était le nom grec Diana, la
déesse de la lune; judaica, de Judée.

En targui: téharagelé

En arabe:chouihiya, baatharam

En francais: armoise de Judée
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1.2.3.3. Répartition géographique

Artemisia judaica se rencontre dans les lits sablonneux et sablonneux-limoneux des
oueds dans 1’étage tropical, elle monte parfois jusqu’a 1’étage méditerranéen inférieur. On
la trouve également en Egypte (désert et cbte) et au Moyen-Orient (péninsule du Sinat,
Israél, Jordanie et Arabie saoudite (Quezel et Santa, 1963; Tackholm, 1974; Ozenda,
1991).

Elle est répandue au Sahara oriental, trés présente au Sahara central. Elle pousse en
masse dans I’oued a Tadmayt dans le Hoggar, a Tefedest (Oued Gif Aman), dans 1’oued
Azemzi a Tamanrasset et aux environs d’In-Amenas (villes situées a 1900 km au sud
d'Alger), mais elle se fait plus rare dans I’Est du Sahara septentrional (Maire, 1933 ;
Ozenda, 1991).

Au Sahara central, Artemisia judaica L. subsp. sahariensis pousse dans la chaine
montagneuse du Hoggar de 1200 a 1800 metres d’altitude. Elle a une trés forte odeur qui
embaume les lieux et se reconnait parfois a plusieurs kilometres. Elle est l'une des 11
especes les plus représentatives du genre Artemisia en Algérie et était connue chez les
Touaregs sous le nom berbére « Teherégélé » (Maire, 1933 ; Quezel et Santa, 1963 ;
Ozenda, 1991). Selon ces auteurs, ce petit arbuste se développe dans des conditions
désertiques avec une moyenne de 100 mm de pluie par an. Dans le Tassili, il ne pousse pas
au-dessus de 1800 m.

1.2.3.4. Propriétés et usages thérapeutiques (travaux antérieurs)

Le pipéritone et le trans-cinnamate d'éthyle, deux principaux composants d’huile
essentielle de Artemisia judaica L., ont une activité insecticide contre Callosobruchus
maculatus et une activité antifongique contre les champignons pathogenes pour I’homme
et les végétaux (Khafagy et Tosson, 1968 ; Abdalla et Abu-Zagra, 1987; Khafagy et al.,
1988; Dubey et al., 2000 ; Ketoh et al., 2006 ; Abdelgaleil et al., 2008).

Bakry et al. (2011) ont décrit pour la premiere fois I’activit¢é molluscicide
importante des extraits éthanoiques de Artemisia judaica L. contre les escargots d’eau
douce (Biomphalaria alexandrina) hotes intermédiaires porteurs des parasites (vers plats)
Schistosoma mansoni miracidia causant la schistosomiase humaine. De méme, Abd-
Elhady (2012) a montré que I'huile essentielle de A. judaica L. posséde un pouvoir
fumigatif et un effet insecticide répulsif fort sur Callosobruchus maculatus.

Al-Shamaony et al. (1994) ont rapporté I'effet hypoglycémique de Artemisia
herba alba. En effet, I'alimentation des rats et des lapins diabétiques avec 0.39 g/kg de
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poids corporel de I'extrait aqueux des parties aériennes de la plante pendant 2-4 semaines a
montré une réduction significative du niveau de glucose dans le sang.

L’étude réalisée par Benmansour et al. (2016) indique que I’espéce Artemisia
judaica L. subsp.. Sahariensis a été utilisée dans la médecine populaire algérienne comme
vermifuge, agent stomacal, sédatif, diarrhéique, analeptique et antispasmodique et comme
condiment dans la cuisine régionale. Cette étude rapporte que I'huile essentielle de
Artemisia judaica L.subsp. sahariensis posséde un excellent effet inhibiteur sur
Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis (leur CMI est de 8,75 ug/ (ml).

L’activité anti-inflammatoire et antioxydante de I’huile essentielle de Artemisia
judaica L. est rapportée par Mohammed et al. (2022).

1.2.3.5. Composition chimique

L'analyse chimique de I'huile essentielle de Artemisia judaica L. subsp.. sahariensis
a fait l'objet de quelques travaux permettant d'avancer I'existence de différentes molécules
chimiques. En Egypte, Al Gaby et al. (2000) ont étudié I’huile essentielle et ils ont trouvé
que le composé majoritaire est le camphre (37,3 %) suivi par le pipéritone (27,4 %).
D'autres travaux réalisés par El-massry et al. (2002) dans le nord de I'Egypte ont permis
de détecter 25 composés dont le composé majoritaire est le pipéritone (45%) suivi par
trans-éthyle cinnamate (20,8 %) et éthyle-3-phényle propionate (11%), les autres
composés sont spathulénol (6,27%), cis éthyle cinnamate (5,64%), 2,6-diméthyle phénol
(1,39 %), méthyle cinnamate (1,06 %) et camphre (0,38%). Ces constituants présentent
une bonne activité contre Staphylococcus spp., Candida spp. et Microsporum spp.

En Algérie, Dob et Chelghoum (2006) ont étudié I'huile essentielle de Artemisia
judaica L.subsp.. sahariensis dans la région d'In Aménas et ils ont détecté 62 composés
dont le composé majoritaire est le pipéritone (61,9 %) suivi par le terpinene4-ol (4,6 %) et
le bornyl acétate (3 %). D'autres constituants sont le caryophylléne, 1’acétate de bornyle, le
bornéol, le p-cymene, le b-pinéne, lecamphene, le myrcéne, le thymol et le nérolidol.

Par ailleurs, Benmansour et al. (2016) ont effectué I’analyse qualitative et
quantitative de 1’huile essentielle de Artemisia judaica L. par CPG/SM ce qui a permis
d’identifier 41 composés, dont le composé majoritaire est le pipéritone (74.3%),
accompagné d’autres constituants avec des teneurs relativement faibles : davana 1'éther

(3%), spathulénol (2%), a-terpinéol (1.08%) et cis-chrysanthénol (1.05%).
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2. Stress oxydant, radicaux libres, antioxydants et métabolites secondaires
2.1. Stress oxydant

Le stress oxydatif est le deéséquilibre entre la génération des especes oxygénees
réactives (EOR) et la capacité du corps a les neutraliser et a réparer les dommages
oxydatifs. Il correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire (Morel et
Barouki, 1999). Toute personne ne possede pas le méme potentiel antioxydant qu’une
autre car ce potentiel varie selon son mode de vie, ses habitudes alimentaires,
I’environnement dans lequel elle vit ou ses caractéristiques génétiques (Diallo et al.,
2001). L'importance des dommages du stress oxydant dépend de la cible moléculaire et du

mécanisme par lequel la sévérité de 1’effort oxydant est imposée (Aruoma, 1999).

2.1.1. Origine du stress

Le stress oxydatif est une perturbation dans la balance métabolique cellulaire durant
laquelle la génération d’oxydants affecte le systeme de défense antioxydants, soit par une
augmentation de la production d’oxydants et/ou par une diminution des défenses
antioxydantes (Sorg, 2004). Ce déséquilibre peut avoir plusieurs origines, comme un
déficit nutritionnel en antioxydants ou méme une exposition environnementale a des
facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma, rayons ultraviolets,
herbicides, ozone, amiante, métaux toxiques), le dysfonctionnement de la chaine
mitochondriale (Halliwell et Whiteman, 2004; Valko et al., 2007), la libération de fer
libre a partir des protéines chélatrices ou d’une oxydation de certaines molécules,
I’activation de systémes enzymatiques, la surproduction endogeéne d’agents prooxydants
d’origine inflammatoire (Pincemail et al., 2002; Sorg, 2004; Koechilin-Ramonatxo,
2006).

2.1.2. Les conséquences du stress oxydant

Le stress oxydant engendre des perturbations biologiques ainsi que de nombreuses
anomalies pathologiques : la baisse de la fluidité des membranes, les anomalies de
récepteurs, la diminution de la sensibilité a I’insuline. Les lipides, notamment les acides
gras polyinsaturés, sont particulierement sensibles aux EOR, ce qui explique [1’effet
delétere de ces espéces chimiques hautement réactives sur la structure des membranes
cellulaires (Wolfe et al., 1994). Les EOR altérent aussi la fonction des protéines en
réagissant avec différents acides aminés des chaines de protéine: 1’oxydation des acides

aminés génére des groupements hydroxyles et carbonyles sur les protéines mais peut
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également induire des modifications structurales plus importantes comme des réticulations
intra ou intermoléculaires, ce qui affectent les antigénicités et leurs activités (Martinez-
Cayuela, 1995; Sorg, 2004; Valko et al., 2007). De méme, la dénaturation des acides
aminés peut entrainer la diminution d’expression, le dysfonctionnement ou l'inactivation
d’enzymes (Goetz et Luch, 2008).

Les protéines modifiées deviennent généralement plus sensibles a 1’action des
protéases et sont alors dirigées vers la dégradation protéolytique au niveau du protéasome
(Jung et al., 2007). Les EOR agissent également au niveau de I'ADN qu’il soit nucléaire
ou mitochondrial. Ces derniers peuvent en effet interagir avec les désoxyriboses de
I’ADN, mais aussi avec ses bases puriques et pyrimidiques qui le constituent. Grace aux
ions métalliques (fer, cuivre) transportés dans le noyau par les lysosomes, le peroxyde
d’hydrogéne peut conduire & la production de radicaux provoquant 1’oxydation et
I’altération des molécules d’ADN et pouvant entrainer mutagénese et cancer (Goetz et

Luch, 2008).

2.1.3. Les maladies liées au stress oxydant

De nombreuses théories ont montré que le dysfonctionnement des systéemes de
régulation de I’oxygene ainsi que ses métabolites augmente le stress oxydant induisant
ainsi de nombreuses pathologies et maladies (Favier, 2003); ces dernieres apparaissent
avec l'age, car le vieillissement diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la
production mitochondriale de radicaux avec une diminution de I’efficacité des systemes de
réparations et de dégradations des constituants oxydés (Pincemail et al., 2002; Sohal et
al., 2002).

2.2. Lesradicaux libres

Les radicaux libres sont des éléments chimiques, atomiques ou moléculaires,
contenant un ou plusieurs électrons libres non appariés sur leurs couches externes, ils
peuvent se former quand I'oxygene interagit avec certaines molécules (Lehucher-Michel
et al., 2001).

Cette propriété rend ces éléments trés réactifs du fait de la tendance de 1’électron
libre a se réapparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules. Les molécules ainsi
transformées deviennent a leur tour d’autres radicaux libres et initient ainsi une réaction en

chaine. C’est typiquement ce qui se passe lors de la peroxydation lipidique (Dacosta,
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2003; Vansant, 2004). Ces radicaux peuvent se former par transferts mono-électroniques
ou par scission homolytique de liaison covalente (Delattre et al., 2007).

Du fait de leur instabilité énergétique, les radicaux libres ont tendance a revenir
immeédiatement a un état stable en donnant un électron ou en prenant a une autre molécule :
ils peuvent donc étre réducteurs ou oxydants et ont donc la propriété d’étre extrémement
réactifs vis-a-vis des autres molécules, possédant un temps de demi-vie extrémement court

(de la nano- a la milliseconde) (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

2.2.1. Principaux radicaux libres et leurs origines

La production de radicaux chez les organismes vivants est un phénoméne normal,
régulé par le biais de divers processus chimiques ou enzymatiques de détoxification. Parmi
toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, on peut
distinguer :

- Les radicaux primaires : ils jouent un réle particulier en physiologie, ils dérivent
de l'oxygéne par des réductions a un électron, plusieurs exemples peuvent étre cités
(Favier, 2003) :

> Le radical anion superoxyde (O2e-) : c’est la molécule d'oxygene qui, mise en
présence d'une quantité d’énergiec suffisante, peut acquérir un électron
supplémentaire et former ainsi I'anion superoxyde qui intervient comme facteur
oxydant dans de nombreuses réactions (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

> Le radical hydroxyle (OHe): il est formé principalement par la dégradation du
H,0; en présence de métaux de transition sous leur forme réduite (Favier, 2003).

> Le peroxyde d’hydrogene (H>O,): il se forme par la dismutation spontanée ou
enzymatique du radical superoxyde qui est catalysée principalement par la
superoxyde dismutase (SOD) (Milane, 2004).

» L'oxygéne singulet (O,.): c’est une forme excitée d’oxygeéne hautement
oxydative qui résulte du métabolisme des prostaglandines, il peut étre produit
par plusieurs réactions biochimiques d’oxydation incluant la péroxydase et la
lipooxygénase, mais aussi par la réaction entre divers EOR, en présence de la
lumiere, d’oxygéne et de photosensibilisateur comme la porphyrine (Sorg, 2004).

> Le monoxyde d’azote (NOe®): il est produit chez les organismes supérieurs par
I’oxydation de 1’un des atomes N terminaux de la L-arginine. Cette réaction est

catalysée par 1’oxyde nitrique synthase (NOS) (Sorg, 2004 ; Delattre et al., 2007).
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- Les radicaux secondaires : ils se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule.

2.2.2. Roles des radicaux libres

Les radicaux libres sont indispensables a la vie car ils participent a de nombreuses
fonctions physiologiques de 1’organisme. En effet, ils participent au fonctionnement de
certaines enzymes, a I’apoptose des cellules tumorales, au fonctionnement de certains
neurones et notamment ceux de la mémoire, a la fécondation de I'ovule, a la transduction
de signaux cellulaires, a la défense immunitaire contre les agents pathogénes, a la
régulation des genes, a la régulation de la dilatation capillaire (Favier, 2003), a la
production énergétique ainsi qu’au reglement de la croissance des cellules et a la

signalisation intracellulaire (Ardestani et Yazdanparast, 2007).

2.3. Antioxydants

Les antioxydants sont I'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la
production, de neutraliser la propagation ou de détruire les especes réactives de 1’oxygene.
Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi
inoffensifs, ils permettent de maintenir au niveau de la cellule des concentrations non
cytotoxiques de ROS. (Vansant, 2004).

2.3.1. Différentes localisations cellulaires des antioxydants
Les antioxydants peuvent étre naturels ou synthétiques. Ils sont naturellement
présents dans presque toutes les plantes, tous les microorganismes, les champignons et
méme dans les tissus animaux. Les antioxydants synthétiques sont généralement préparés
en laboratoire, ils peuvent étre classés en molécules liposolubles ou hydrosolubles. Selon
leurs caractéristiques physico-chimiques, ils auront une localisation cellulaire
préférentielle, les membranes cellulaires pour les substances liposolubles et le cytosol et/ou

le milieu extracellulaire pour les substances hydrosolubles (Pelli et Lyly, 2003).

2.3.2. Modes d’action des antioxydants
D’apres Coen (2004), les modes d’action d’un antioxydant peuvent comprendre :
-I’inhibition des enzymes.
-le piégeage direct des ERO en stoppant la réaction en chaine qui préside a leur

multiplication.
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-’absorption de 1’énergie excédentaire de I’oxygéne singulet pour la transformer en
chaleur.

-la chélation des traces métalliques responsables de la production d’ERO, ce qui a pour
effet de ralentir les réactions de Fenton (formation de radicaux hydroxyles résultant de la
réaction du fer ferreux avec le peroxyde d’hydrogeéne selon une réaction d’oxydo-

réduction).

2.3.3.  Source des antioxydants
Dans I’organisme, il existe plusieurs types de molécules a activité antioxydante.

Selon leur mode d’action, les antioxydants sont classés en deux catégories:

2.3.1.1. Antioxydants endogenes
> Défenses enzymatiques : les principaux systémes enzymatiques antioxydants les
plus efficaces chez les mammiféres, ainsi que chez les plantes constituent la
premiére ligne de défense en participant a la neutralisation excédentaire en
radicaux libres (Mates et al., 1999 ; Sharma et al., 2012).
Selon Lehucher-Michelet al. (2001) cette ligne de défense est constituée de superoxyde
dismutase (catalyse la dismutation de I’anion superoxyde), de catalase (métabolise H,0,),
de glutathion peroxydase (action réductrice sur H,O,) et assure la transformation des
hydroperoxydes organiques, lipidiques notamment, de type ROOH en ROH.
> Défenses non enzymatiques : les antioxydants non-enzymatiques assurent
I’inhibition de la production des radicaux libres. Ce sont des substances
décomposant les hydroperoxydes en alcool, des thiols (glutathion, acides aminés
soufrés) ou les disulfures, des protecteurs vis-a-vis des UV, comme les caroténes,
des chélatants des métaux promoteurs d’oxydation type fer et cuivre, comme
I’acide citrique et les lécithines) ou enfin des séquestrants d’oxygéne comme
I’acide ascorbique) (Rolland, 2004). La plupart de ces composés ne sont pas
synthétisés par I’organisme et doivent étre apportés par I’alimentation.
2.3.1.2. Antioxydants exogenes
Toutes ces défenses peuvent étre renforcées par des apports exogenes en :
2.3.1.2.1. Nutriments : au sein de ce groupe, il y a une distinction entre les
nutriments classiques (peptides et acides amines, vitamines E et C) et les composants

bioactifs (flavonoides, caroténoides).
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» Vitamine C (acide ascorbique) : c’est un puissant réducteur largement répandu
dans les fruits (Vansant, 2004). Elle joue un réle important dans la régénération de
la vitamine E (Diallo et al., 2001).

» Vitamine E (tocophérol) : c’est un antioxydant important qui prévient la
peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux peroxyles
(Diallo et al., 2001), protége les cellules contre les dommages associés aux
radicaux libres et, par conséquent, prolonge la vie cellulaire tout en ralentissant le
processus de vieillissement et la diminution de I’athérosclérose (Maydani, 2000).
La vitamine E est présente surtout dans les huiles végeétales, les noix et les germes
de diverses graines (Vansant, 2004).

» [R-carotene: c'est un composé phytochimique tres important que 1’on trouve dans
les légumes et fruits, également dans le lait. 1l empéche les dommages génétiques,
protege contre les dommages oxydants en augmentant le métabolisme de
désintoxication, empéche I’expression des oncogenes et, outre I’activité pro
vitaminique A, il possede la capacite de capter I’oxygéne singulet (Hale,
2003;Diallo et al., 2001).

> Caroténoides: ce sont un groupe de plusieurs centaines de substances naturelles
jouant le rdle de pigments de couleurs jaune a rouge dans beaucoup de fruits
et de légumes. On en distingue deux groupes majeurs: les xanthophylles qui sont
des caroténoides porteurs de substituants oxygénés (la lutéine, la zéaxanthine et la
cryptoxanthine) et les caroténes dépourvus d’oxygene (I’a- et le p-caroténe, le
lycopene) (Roberfroid, 2002) .

» Flavonoides : ce sont des piégeurs de radicaux libres. Ils réagissent avec ces
derniers, empéchant les dégradations liées a leur intense réactivité au niveau
des phospholipides membranaires (Bruneton, 2016).

» Tanins: ce sont des piégeurs de radicaux libres, des inhibiteurs de la formation
de I’ion superoxyde (Bruneton, 2016).

» Acides phénoliques : possedent des activités antioxydantes et antiradicalaires
(Cavin, 1999).

» Xanthones: agissent par inhibition envers la peroxydation des lipides et posséde
des propriétés de capteurs de radicaux libres contre les anions superoxydes.

» Coumarines: empéchent la peroxydation des lipides membranaires ; ce sont des
capteurs de radicaux hydroxydes, superoxydes et peroxydes.

» Lignanes et quinones: posseédent des propriétés antioxydantes (Allain, 1996).
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~ > Glutathion: un antioxydant peut devenir a tout moment un agent prooxydant il
n’est pas régénéré rapidement sous sa forme initiale. Ainsi le glutathion joue un
role unique et essentiel dans le maintien des propriétés antioxydantes de
différents antioxydants (Mates et al., 1999 ; Sharma et al., 2012) .

2.3.1.2.2. Médicaments : ils constituent une source importante d’antioxydants.
Plusieurs classes thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroidiens, les anti-
hyperlipoprotéinémiques, les béta-bloquants et autres antihypertenseurs ont été évalues

pour leurs propriétés anti-oxydantes (Vansant, 2004).

2.4. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées et
accumulées en petites quantités par les plantes autotrophes (Lutge et al., 2002; Marouf et
Reynaud, 2007). On les retrouve dans des compartiments particuliers ou a des moments
précis de la vie. lls permettent la résistance aux contraintes biotiques (phytopathogénes,
herbivores, etc.) et abiotiques (UV, température, etc.). lls participent a la vie de la plante et
ont des roles tres variés. lls peuvent servir de défense (secrétions ameres ou toxiques pour
les prédateurs) ou au contraire, attirer certaines especes ayant des roles bénéfiques
(pollinisateurs). Leur rdle dans la protection des cultures est connu (résistance aux
maladies cryptogamiques, aux infections bactériennes et a certains insectes) (Raven et al.,
2000).

Les métabolites secondaires appartiennent a trois grandes familles: les composés
aromatiques ou polyphénols (acides phénoliques, flavonoides, banthocyanidines, tanins, les

quinones), les terpénoides (et leurs dérivés) et les alcaloides (Pratt et Cornely, 2019).

2.4.1. Les composés phénoliques ou polyphénols sont caractérisés par la présence d’au
moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement hydroxyle
libre, ou engage dans une autre fonction tels que: éther, ester, hetéroside (Bruneton, 2016).
Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs: racines,
tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier, 2006). C’est une classe qui renferme
une tres grande diversité de composeés possédant une tres large gamme d'activités en

biologie dont les principaux groupes chimiques sont :
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» Flavonoides: le terme «flavonoide» désigne une tres large gamme de composes
naturels appartenant a la famille des polyphénols contenus sous forme de dérivés
glucosidiques dans de nombreux fruits et Iégumes (Seyoum et al., 2006). lls sont
considérés comme les pigments quasi universels des végétaux. Presque toujours
hydrosolubles, ils sont, entre autres et pour certains, responsables de la coloration
des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Macheix et al., 2005; Bruneton,
2016). lls ont une origine biosynthétique commune et, par conséquent, possédent
tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones, constitué de deux
unités aromatiques (Bruneton, 2016).

» Tanins : ce sont des composés phénoliques a haut degré de polymérisation,
solubles dans 1’eau, de poids moléculaire élevé (500 et 3000 Dalton) (Pratt et
Cornely , 2019) ils inhibent la peroxydation lipidique, ce sont des piégeurs
de radicaux libres, des inhibiteurs de la formation de I’ion superoxyde
(Bruneton, 2016). Toutes les plantes en contiennent a un degré plus ou moins
élevé. Ces tanins sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques
produits lors de la peroxydation. Des radicaux tanins plus stables sont alors
formés, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaine de l’auto
oxydation des lipides (Cavin, 1999). En raison de leur structure et de leurs
propriétés chimiques, on distingue deux classes : les tanins hydrolysables et les
tanins condensés (Pratt et Cornely, 2019).

» Acides phénoliques : ce sont des composeés solubles dans les solvants organiques
polaires et sont divisés en 3 groupes: les acides phénols simples comme les
composés hydroquinones qui se trouvent au niveau de plusieurs familles
vegétales; les acides benzoiques qui peuvent exister soit a 1’état libre, soit liés
a des glucides ou des esters comme I’acide gallique; le troisieme groupe est
représenté par les acides cinnamiques qui sont tres fréquents, comme 1’acide

caféique et I’acide férulique (Bruneton, 2016).

2.4.2. Les terpénes : ce sont des hydrocarbures naturels de structure cycliqgue ou non
(acycligue, monocyclique, bicyclique ou tricyclique) résultant de la combinaison de
plusieurs unités d’isoprénes (Pratt et Cornely, 2019).

2.4.3. Les alcaloides : ce sont des substances naturelles organiques provenant

essentiellement des plantes et qui contiennent au moins un atome d'azote dans leur
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structure chimique, avec un degré variable de caractere basique (Harborne et al., 1999).

3. Evaluation des activités biologiques des extraits de plantes
Une panoplie de tests a été proposee afin d’évaluer les différentes activités

biologiques des composés phénoliques.

3.1. Activités antioxydantes

De nombreuses plantes médicinales contiennent de grandes quantités de composés
antioxydants qui pourraient étre isolés et utilises comme antioxydants pour la prévention et
le traitement des troubles liés aux radicaux libres. La capacité antioxydante est influencée
par plusieurs facteurs et, par conséquent, ne peut pas étre entierement décrite avec une
seule méthode (Li et al., 2011). De nombreux tests ont été développés pour évaluer
I'activité antioxydante. La méthode utilisée est associée aux transferts des électrons ou au
piégeage des radicaux libres tels que I’activité antioxydante totale (la CAT), les tests
DPPH, ABTS, FRAP, ainsi que I’inhibition de blanchiment du f-caroténe (associé a la
peroxydation des lipides) (Li et al., 2011).

3.1.1. Estimation de P’activité antioxydante totale

Elle repose sur la détermination d’une concentration conférant I’efficacité a un
extrait donné. Cette méthode est quantitative (Prieto et al., 1999) et consiste a réduire les
ions Mo6+ en Mo5+ par les extraits de la plante ainsi que la formation du complexe
(phosphate / Mo5+) de couleur verte a un pH acide. L’absorbance est mesurée a 695 nm a
I’aide d’un spectrophotometre. La capacité antioxydante totale est exprimée en mg
d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/ g-1 ES).

3.1.2. Activité antiradicalaire contre le DPPH

L’estimation de cette activité se fait par I’utilisation d’un radical de synthese le 2,2’-
diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) qui se transforme en DPPH-H non radicalaire par le
transfert d’un hydrogene en présence d’antioxydants dans les extraits de la plante
(Oztiirk et al., 2007). Cet essai permet d’évaluer cette capacité antiradicalaire par la

méthode spectrophotomeétrique en suivant la cinétique de la réaction d’inhibition.
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3.1.3. Activité antiradicalaire contre ’ABTS+

Cette méthode introduite par Rice-Evans et Miller (1997) est basée sur la capacité
des antioxydants a neutraliser le radical ABTSe+ (sel d'ammonium de l'acide 2,2'-
azinobis3- éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Le radical cation ABTSe+ est obtenue en
mélangeant I’ABTS avec un oxydant (généralement le persulfate de potassium) qui donne
une solution d'une couleur bleu vert intense (Huang et al., 2005). L’addition
d’antioxydants réduit ce radical qui devient incolore. L’importance de cette décoloration
est proportionnelle au pourcentage d’inhibition d’ABTS+ ce qui traduit la capacité
antiradicalaire de ces antioxydants. L’expression de cette activité se fait par rapport a un

antioxydant de référence (Zhao et al., 2006).

3.1.4. Capacité réductrice du fer

Elle est basée sur la réaction d’oxydoréduction qui se passe entre les antioxydants
(donneur d’électrons) des extraits de plantes et les ions Fe3+ (accepteur d’¢lectrons). Le
potassium hexacyanoferrate (I111) (KsFe(CN)g) fournit les ions Fe3+ qui sont réduits en
Fe2+ en acceptant un électron cédé par les antioxydants (Huang et al., 2005). Cette
méthode permet I’estimation du pouvoir réducteur par un suivi de la cinétique de

réduction par spectrophotométrie.

3.1.5. Capacité d’inhiber le blanchiment de la g-caroténe

En absence d'antioxydants, la B-caroténe subit une décoloration rapide en présence
d’acides gras ou de lipides ; par contre, en présence d'antioxydants, notamment les
composés phénoliques, on peut limiter la destruction de la B-caroténe par la neutralisation
des radicaux formés par le systéeme B-carotene-linoléate (Kamath et Rajini, 2007). La
cinétique de dégradation de la -caroténe renseigne sur 1’aptitude de 1'extrait a inhiber le
blanchiment de cette molécule et est déterminée par un dosage colorimétrique. Plus la

couleur de la solution est intense plus la capacité antioxydante de I'extrait est importante.

3.2. Activité enzymatique

L'acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme acétylcholine hydrolase ayant une
activité estérase. L’AChE met fin aux impulsions nerveuses en catalysant I'hydrolyse de
l'acétylcholine (ACh). L'inhibition de ’enzyme AChE par des inhibiteurs spécifiques est
la cible thérapeutique pour le traitement de troubles tels que la maladie d'Alzheimer. Un

grand nombre de flavonoides ont été isolés a partir de plantes, dont certains sont testés
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pour leur potentiel d'inhibition possible de 'AChE (Uriarte-Pueyo et Calvo, 2018 ; Kim
et Lee, 2018).

3.3. Activité antimicrobienne

L'homme est tout le temps en contact avec des micro-organismes qui vont
progressivement coloniser son revétement cutanéomuqueux. Pour résister a ces
microorganismes, de nombreux moyens sont mis en jeu. On peut en distinguer 3 groupes :
les barriéres anatomiques, les mécanismes de résistance naturelle (ou innés) et I'immunité
acquise.

Les polyphénols, notamment les flavonoides et les tanins, sont reconnus par leur
toxicité vis- a -vis des microorganismes. Le mécanisme de toxicité peut étre lié a
I'inhibition des enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres
interactions pour inactiver les adhésines microbiennes, les protéines de transport et

d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).

3.3.1. Méthode utilisée pour évaluer I'activité antibactérienne
La méthode de diffusion solide des disques est la plus utilisée pour estimer 1’activité
antimicrobienne in vitro des composés naturels a partir d’extraits de plantes sur des
agents pathogenes (Singh et al., 2006). Cette technique consiste a incuber différentes
souches de bactéries et de levures en ajoutant des extraits de plantes a différentes
concentrations. L’effet de ces extraits de plantes est déterminé par 1’apparition des plages
de lyse qui résultent de 1’inhibition de la multiplication de ces bactéries et de ces levures.
Ces activités sont comparées a celles des antibiotiques comme témoins positifs (Singh et
al., 2006).
3.3.2. Mécanismes d’action et de résistance des agents antimicrobiens
Les agents antibactériens sont classés selon leurs cibles bactériennes. Il s’agit de cinq
mécanismes (Bergogne-Bérézin et Dellamonica, 1999): le blocage de la synthese de
la paroi bactérienne, I’inhibition de la synthése des protéines, I’inhibition de la
synthése des acides nucléiques, I’altération du fonctionnement de la membrane
cytoplasmique et une inhibition de la synthese de divers métabolites.
Les principales substances antimicrobiennes sont :
> Les antibiotiques :ce sont « des produits microbiens, ou leurs dérivés, capables de
tuer les micro-organismes sensibles ou d’inhiber leur croissance » (Prescott

etal., 2018). Leur action est spécifique et dirigée contre les micro-
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organismes. La thérapeutique des infections bactériennes se base principalement
sur leurs usages qui inhibent sélectivement certaines voies métaboliques des
bactéries, sans exercer d'effets toxiques pour les organismes supeérieurs. Cette
propriété les distingue des antiseptiques (Bergogne-Berezin et Dellamonica,
1999).

> Les composés phénoliques : plusieurs études in vitro et in vivo ont été focalisées
sur[] 1’évaluation des propriétés antimicrobiennes des polyphénols. Les
polyphénols, notamment les flavonoides et les tanins sont reconnus pour leur
toxicité vis- a -vis des microorganismes et ceci peut étre lié a I'inhibition des
enzymes hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases) ou d'autres
interactions pour inactiver les adhésines microbiennes, les protéines de transport et

d'enveloppe cellulaire (Cowan, 1999).
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Chapitre 2 Materiel et méthodes

1. Récolte du matériel végétal et extraction

Dans le cadre de la valorisation des ressources naturelles du Sahara algérien, et plus
particulierement les plantes médicinales, nous nous sommes intéresseés a deux plantes a
usages thérapeutiques Thymeleae microphylla de la famille des Thymelacées et Artemisia
judaica subsp sahariensis L.de la famille des Astéracées. Pour cela, il est important de

connaitre leur composition chimique et rechercher leurs activités biologiques.

1.1. Origine géographique et période de récolte
Les especes sélectionnées ont éteé récoltées dans deux stations différentes du Sahara :
Ain Safra et Tamanrasset (Tableau 3), elles ont été identifiées par Mr Marouf
Abderrazak, Professeur au centre universitaire Salhi Ahmed de Nadma et Dc. Sahki Rabéa,
chercheur a I’institut national de recherche forestiere (INRF) de Tamanrasset. Une mission
a eté organisée par le laboratoire LRZA en 2014 pour la récolte d’informations sur
I’utilisation de Artemisia par la population locale, auprés des herboristes de la région et
auprés des chercheurs de I’'INRF ayant effectué des enquétes ethnobotaniques sur les

plantes médicinales de la wilaya de Tamanrasset

Le choix de ces stations a été basé sur des critéeres écologiques (climat, sol,
précipitations et altitude), ces derniers ont une influence sur le développement des plantes,
sur la variabilité ainsi que les pouvoirs biologiques des composés sur lesquelles nous
avons focalisé notre étude.
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Tableau 3. Paramétres géographiques et bioclimatiques des stations de récolte.

Plantes Stations Période de Parties Longitude Latitude Altitude Etage bioclimatique
récolte étudiées
Aride a hiver frais
Thymelaea Ain Sefra (w.Nadma)  Mars 2015 Parties 32°46° 3°43'05"’Est 1087m
microphylla aériennes 01’ nord
Artemisia judaica Oued Amsel Mars 2014 Parties 22°40° 5°31'238 Est 1266m Saharien
(w.Tamanrasset) aériennes 384’ nord a hiver doux
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1.2. Extractions
1.2.1. Préparation des extraits bruts

Le matériel végétal récolté est séché a 1’étuve a une température de 40°C, puis broyé
en poudre fine a I’aide d’un broyeur a billes. Les poudres récupérées sont conservées dans
des flacons en verre hermétiquement fermés en attendant de procéder aux différentes

manipulations.

1.2.2. Extraction par des solvants de polarité croissante

La méthode choisie consiste en une extraction par macération dans des solvants a
polarité croissante (hexane, dichlorométhane, acétate d’éthyle, méthanol). Elle permet
donc un épuisement successif de la matiere végétale et d’extraire le maximum de
métabolites secondaires de natures différentes.250 g de poudre végétale ont été mises a
macérer dans 1500 ml de solution d’hexane a 1’abri de la lumiére a température ambiante.
Le mélange est agité régulierement afin d’assurer le contact du solvant avec la totalité du
matériel végétal. Cette macération est répétée 2 fois apres filtration et renouvellement du
solvant chaque 24 h. L’extrait hexanique (HEX) est évaporé a 40 °C par un évaporateur
rotatif. L’extraction est répétée successivement de la méme maniere avec le
dichlorométhane (DCM), ’acétate d’éthyle (AcOEt) et le méthanol (MeOH) sur le méme
matériel végétal. On obtient a la fin du procédé d’extraction quatre extraits nommeés: HEX,

DCM, AcOEt et MeOH.
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Figure 3 : Extraction des métabolites végétaux par des solvants a polarité croissante.

MV: matériel végétal (Artemisia judaica, Thymelaea microphylla).

1.2.3. Extraction sous reflux par I’eau distillée

L’extrait aqueux est préparé a partir de 1’extraction liquide-solide de 5 g de matériel
veégetal sec en présence de 50 ml d’eau distillée, sous reflux et a chaud pendant 30 minutes.
Apres refroidissement et filtration avec un papier filtre Whatman 40, I’extraction est
renouvelée 2 fois sur le méme matériel végétal, suivie d’une centrifugation a 4000 T/min
pendant 30 min pour éliminer les particules insolubles. Les extraits récupérés sont
lyophilisés pendant 3 jours dans un ballon de 100 ml puis congelés a -20 °C. L’extrait
aqueux poudreux obtenu est nommé H20.
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Figure 4 : Extraction sous reflux par I’cau distillee.

MV: matériel végétal (Artemisia judaica, Thymelaea microphylla).

2. Screening phytochimique des extraits
2.1. Mise en évidence des métabolites secondaires en tubes a essai

Afin de déterminer de facon préliminaire les groupes phytochimiques présents dans
les plantes analysées, des tests en tube sont réalisés. Il s’agit d’une étude qualitative basée
sur des réactions de coloration ou de précipitation et des examens en lumiere ultraviolette.
Le tableau 4 indique les différentes classes phytochimiques recherchées et les réactifs

specifiques utilisés.
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Tableau 4. Réactions de caractérisation du screening phytochimique d’aprés Wagner et

Bladt (1996).

Molécules chimiques

Réactifs et résultats positifs

Flavonoides Réaction a la cyanidine : coloration orangée; rouge ou
Violette

Tanins FeCl 3 : coloration bleu foncée, verte ou noire

Alcaloides Mayer  (lodomercurate de potassium) : préecipité blanc
jaunatre
Dragendorfff (lodobismuthate) : Précipité jaune orangé

Coumarines NH40H (25%) : fluorescence sous lumiere UV

Sesquiterpénes lactones

Liberman-Burchard (anhydre acétique H2SO4) : coloration

violette bleue ou verte

Saponines

Détermination de I’indice de mousse : test positif si
IM >100

Komarowsky : précipité grisatre

Glucosides anthracéniques

SbCl;: variable selon les composés

2.2. Analyse chromatographique des métabolites secondaires

2.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

Pour identifier les familles moléculaires présentes dans les extraits, nous avons
effectué un criblage phytochimique par chromatographie sur couche mince (CCM). C’est
une technique basée sur des phénomenes d’adsorption employés dans I’analyse des extraits

et permet de vérifier la présence ou 1’absence d’une classe phytochimique par des

réveélateurs specifiques aux familles moléculaires.

» Analyse des flavonoides et des acides phénoliques

Le protocole utilisé est basé sur la méthode de Martson (2011). L’analyse est
réalisée sur plaque en gel de silice (Merck, TLC silica gel 60 F254) comme phase
stationnaire. Une quantité de chaque extrait (250 ug) ou témoin (10 pg) est déposée sous

forme de trait a 1’aide d’une seringue Hamilton sur les plaques de CCM. La liste des

témoins est donnée dans le tableau 5.
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Le développement de la plaque s’effectue dans une cuve en verre contenant 1’¢luant

approprieé.

Tableau 5. Liste des témoins utilisés pour les flavonoides et les acides phénoliques.

Numérotation Témoins

11 Acide 4-hydroxy benzoique
12 Acide caféique

13 Acide chlorogénique
14 Acide cinnamique

15 Acide p-coumarique
16 Acide ellagique

17 Acide trans-férrulique
18 Acide gallique

19 Acide sinapique

20 Acide syringique

21 Acide vanillique

22 Catéchine

23 Chrysine

24 Flavane

25 Flavanone

26 Hespérétine

27 Naringinine

28 Quercétine

29 Rutine

Les CCM sont analysées en lumiere visible et sous UV (254 et 356 nm), avant et
aprés révélation par les réactifs appropriés. Dans notre cas, nous avons utilisés différents
systémes révélateurs afin d’identifier des composés polaires et apolaires (tableau 7). Le
rapport frontal (Rf) (Rate factor) des spots issus de la séparation, correspond a la distance
parcourue par le composé sur celle parcourue par 1’éluant (phase mobile). Ainsi un Rf est
caractéristique de la migration faible ou forte d’une molécule par rapport a la ligne de
depdt, il est compris entre 0 et 1. Les caractéristiques des metabolites secondaires sont

mentionnées dans le tableau 6.
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Tableau 6. Caractéristiques des métabolites secondaires (Wagner et Bladt, 1996).

Avant révélation Aprés révélation
Phytoconstituants Quenching  Fluorescence Couleur Fluorescence
a 254 nm a 365 nm visible a 365 nm

Intensification

Acides pheénoliques + Bleu Bleu-noir de la
libres fluorescence a
365 nm
Jaune foncé, Rouge, orange,
Flavonoides + orange, Vvert - jaune,  jaune-
ou bleue orange, jaune-
marron. verdatre,

violette, bleue,

orange marron.

Tableau 7. Systemes de migration et réactifs utilisés pour la révélation des flavonoides et
des acides phénoliques.

Phytoconstituants Systemes de migration Réactif
S1: AcOEt-HCOOH-AcOH-H20 (100 : 11 : 11
Flavonoides : 26)
S2 : AcOEt-MeOH-H20 (100 : 13,5: 10) Neu

S1: AcOEt-HCOOH-AcOH-H20 (100 : 11 : 11
Acides phénoliques : 26)
S2 : AcOEt-MeOH-H20 (100 : 13,5: 10)
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2.2.2. Chromatographie liquide a haute performance couplée a la détection UV visible
a barrettes de diodes (HPLC-DAD-UV)

L’analyse a été réalisée au laboratoire des plantes extrémophiles (LPE) de Borj
Cédria (Tunisie).

Principe : la chromatographie liquide a haute performance est caractérisée par sa
haute sensibilité et affinité qui permettent 1’identification des composés de faible poids
moléculaire. Elle consiste en premier lieu en une étape de séparation qui se fait grace a la
phase mobile qui est constituée de mélange des solvants de polarités différentes. Cette
phase est établie selon un gradient de concentrations de ces solvants pendant une durée de
temps donnée. Apres cette séparation, les composés sont sélectionnés par leur temps de
rétention. Ces deux propriétés de séparation et de sélection de la chromatographie
permettent la sortie des composés bien déterminés (selon la variation de la polarité de
mélange) correspondant & leurs temps de rétention bien defini. La sortie de ces composés
se fait selon un gradient de polarité en phase reverse, de composé moins polaire vers le
composé le plus polaire.

Conditions opératoires : la CLHP analytique Agilent est équipée d'un auto-injecteur
1100, une pompe Prostar 1100, un détecteur a barrettes diodes 1100, une colonne C18 (250
mm x Prontosil. 4,0 mm. 5 pm. Bischoff).

La phase mobile est constituée par un mélange eau et acide trifluoroacétique (TFA) a
0,025% (solvant A) et de I’acétonitrile (solvant B). L'échantillon est dissous dans
MeOH/H,0 (1:1) puis filtré a travers un filtre Millipore 0,45 um. Le programme d'élution
utilisé est décrit dans le tableau 8. Le volume de I’injection est de 25 pl et les pics sont
examinés a 280 nm et identifiés par les temps de retentions comparés a ceux des témoins
purs. Pour chaque analyse trois répétitions sont effectuées. Une gamme de 30 standards a

été utilisée, elle est composée d’acides phénoliques et de flavonoides (Annexel).

Tableau 8. Programme (temps en minutes, débit et gradient de solvant) utilisé en

HPLC analytiquepour I’injection des différents extraits et standard.

Temps A% B% Débit

6 35% 65 % 0.7 ml/ min
9 60% 40% 0.7 ml/ min
14 80% 20% 0.7 ml/ min
25 100% 0% 0.7 ml/ min
30 35% 65% 0,7ml/ min
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3. Dosage des métabolites secondaires par spectrophotometrie (UV-visible)

Notre choix s’est bas¢ essentiellement sur les extraits : acétate d’éthyle, méthanol et
aqueux des deux plantes, car les extraits hexaniques et dichlorométhaniques sont
uniquement une étape de délipidation.

Les polyphénols totaux, flavonoides et tanins attribuent aux plantes la majorité des
propriétés antioxydantes et antimicrobiennes. Pour cette raison, ces substances ont été
choisies pour des analyses quantitatives qui sont déterminées a partir des équations de la
régression linéaire des courbes d’étalonnage exprimées en mg équivalent par g de la

matiére végétale seche.

3.1. Dosage des polyphénols totaux

L’analyse quantitative des polyphénols totaux est réalisée par un dosage
spectrophotométrique selon la méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999). Le
réactif utilisé est celui de Folin-Ciocalteu: un mélange complexe des acides
phosphotungstique (H3sPW1,040) et phosphomolybdique (H3PMo01,040) de couleur jaune.
Le principe de ce dosage est basé sur I'oxydation des composés phénoliques qui entraine la
formation d'un nouveau complexe molybdéne-tungsténe de couleur bleue. Les polyphénols
présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont I’intensité est proportionnelle a leur
quantité présente dans 1’échantillon (Georgé et al., 2005).

Dans des tubes a essai, on additionne a 40 pL de I’échantillon (10 mg/mL dans le
MeOH), 2400 pL d’eau distillée et 200 puL de réactif de Folin Ciocalteu (Sigma). On agite
et on laisse a I’obscurité pendant 5 min a température ambiante, ensuite on ajoute 600 pL
d’une solution de Na2CO3 (20 % dans I’eau distillée) et 760 uL eau distillée. Apres
agitation et repos a 1’obscurité pendant 2 heures a température ambiante, la couleur jaune
du reactif vire au bleu. Les dosages sont réalisés en triplicata. Les absorbances sont lues au
spectrophotometre UV-visible (2120 UV Optizen) a 760 nm en utilisant des cuves en
plastiques jetables. La quantification des polyphénols est faite au moyen d’une courbe
d’étalonnage réalisée a I’aide de différentes concentrations d’acide gallique (Sigma) (5 - 10
- 15- 20 et 25 pg/ml, concentrations finales) a partir d’une solution meére d’acide gallique
de 0,5 mg/mL (dans le MeOH). Cette courbe est réalisée dans les mémes conditions
opératoire Les résultats sont exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par g d’extrait
sec (mg EAG/g ES). Le blanc est préparé en remplacant 1’échantillon par le MeOH, en

gardant les mémes conditions que les échantillons.
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3.2. Dosage des flavonoides totaux

L’analyse quantitative des flavonoides est réalisée par un dosage
spectrophotométrique selon la méthode décrite par Kim et al. (2003). Les extraits sont
préparés dans le méthanol pour une concentration de 10mg/ml.

Dans des tubes a essai, 100 pL de 1’échantillon (10 mg/mL dans le MeOH) sont
mélangés a 240 pL d’eau distillée. A t = 0 min, on ajoute 30 uL d’une solution de NaNO2
(5 % dans I’eau distillée), a t = 5 min on ajoute 30 uLL d’une solution de AICI3 (10 % dans
I’eau distillée), a t = 6 min on ajoute 200 uL de NaOH (1 M dans I’eau distillée), puis on
mélange au vortex. Les dosages sont réalisés en triplicata. Les absorbances sont lues au
spectrophotometre a 510 nm en utilisant des cuves en plastiques jetables. Une courbe
d’étalonnage (y = ax + b) est réalisée par la catéchine (Sigma) (0,5 mg/ml dans le MeOH)
a différentes concentrations (5, 15, 25, 35, 45, 55 pg/ml) dans les mémes conditions
opératoires que les échantillons. Les moyennes des teneurs en flavonoides sont exprimées
en pg d’équivalent de catéchine par mg du poids sec de I’extrait (ug EC/mg ES). Le blanc
est préparé en remplacant 1’échantillon par le MeOH, dans les mémes conditions.

3.3. Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins condenses dans les extraits des deux plantes est effectué selon
la méthode de Sun et al. (1998). Le principe de ce dosage est basé sur la fixation du
groupement aldéhydique de vanilline sur le carbone 6 de la catéchine pour former un
complexe chromophore rouge qui absorbe a 500 nm.

Pour 400 pl de chaque extrait (10 mg/ml) ou le standard, on ajoute 1000 pl de
vanilline (1% dissout dans le MeOH) et 1000 ul de H,SO4 (25 % dans le MeOH). Une
agitation est nécessaire aprés chaque ajout de réactif. Apres 15 min d’incubation a une
température de 30°C, I’absorbance est mesurée a 500 nm. La concentration des tanins
condensés est déduite a partir de la gamme d’étalonnage de six concentrations: 10, 20, 40,
50, 60, 75 ng/ml établie avec la catéchine (0,5 mg/ml dans le MeOH). La teneur des tanins
condensés est exprimée en ug d’équivalent de catéchine par mg d’extrait sec (ung EC/mg
ES). Le blanc se prépare dans les mémes conditions sauf que la vanilline est remplacée par
le MeOH.
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4. Evaluation in vitro des activités biologiques des différents extraits des deux plantes
par plusieurs tests
4.1. Evaluation du potentiel antioxydant des extraits

Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action : piégeurs de radicaux libres,

chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygene dans des systémes fermés (Marc et al.,
2004).

4.1.1. Estimation de I’activité antioxydante totale

Cette méthode quantitative consiste & réduire les ions Mo®‘en Mo>* par les extraits de
la plante ainsi que la formation du complexe (phosphate/ Mo de couleur verte & un pH
acide (Prieto et al., 1999).

A 200 pl d’extrait de plante sont ajoutés2 ml d’une solution a pH acide contenant de
I’acide sulfurique (H,SO4 0.6M), du phosphate de sodium (NaH,PO4, H20 28 mM) et de
I’heptamolybdate d’ammonium ((NH4)s MO; Oy, 4H,0 4mM). Le mélange est ensuite
incubé a 95°C pendant 90 min. Apres refroidissement a la température ambiante,
I’absorbance est mesurée a 695nm. L’activité antioxydante totale est exprimée en mg

équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/ g-1ES).

4.1.2. Test de Pactivité antioxydante au 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) par
dosage spectrophotométrique

L’activité antioxydante des extraits est mesurée selon la méthode de Cavin et al.
(1998) basée sur le DPPH. Dans ce test, le DPPH de couleur violette se réduit en un
composé jaune, le diphénylpicryl hydrazine, dont I’intensité de la couleur est inversement
proportionnelle a la capacité réductrice des antioxydants présents dans le milieu (Sanchez-
Moreno, 2002).

Dans des tubes a hémolyse et en triplicata, des solutions méthanoliques (5 uL) de
chaque echantillon a cing concentrations différentes sont ajoutées a 915 pL de méthanol,
puis 200 pL de solution de DPPH ont été ajoutés (0,022 % dans le méthanol). Aprés
agitation, le mélange est incubé a température ambiante dans l'obscurité et I'absorbance du
mélange réactionnel est mesurée par un spectrophotomeétre a 517 nm aprés 30 min, contre
un blanc de méthanol sans DPPH. La solution de DPPH sans extrait est utilisée comme

contréle. L’acide ascorbique, la quercétine et le BHT sont utilisés comme composés de
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référence. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (% 1) et calculés par
I'équation suivante :

% | = 100% (Abs contréle —Abs test) /Abs contréle

Abs test : Absorbance de la solution de I’extrait ou contrdle positif en présence de
DPPH.

Abs contréle : Absorbance des solutions du contrdle négatif.

Le pourcentage d'activité de piégeage a ensuite été tracé en fonction de la
concentration en antioxydants pour obtenir la quantité d'antioxydant nécessaire pour
diminuer la solution initiale de DPPH de 50 % (IC50). Pour tous les extraits et témoins
positifs, on prépare des solutions dans du méthanol. Ces solutions dites solutions méres a
100 mg/ml et 10 mg/ml respectivement, subiront ensuite des dilutions pour avoir

différentes concentrations.

4.1.3. Mesure de P’activité inhibitrice du radical ABTS+
L’estimation de 1’activité antiradicalaire repose sur la mesure de la régénération du
radical ABTS (2,2’-azinobis (acide 3-éthylbenzothiazoline-6- sulfonique)). L’ABTS™ est
formé suite a une réaction directe entre le persulfate de potassium et I’ABTS formant le

chromophore ABTS.+ de couleur bleu verte (Ivanova et al., 2005).
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Figure 5 : Génération du radical ABTS™ avec le persulfate de potassium.
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L’addition d’un antioxydant a ce radial préformé le réduit en ABTS. Cette réduction
se traduit par une décoloration proportionnelle au pourcentage d’inhibition de I’ABTS+ et
a la concentration de 1’antioxydant en question.

La solution d’ABTS formée (7 mM) et de persulfate de potassium (2,45 mM) est
gardée a la température ambiante pendant 16 h pour produire le radical (ABTS. +). Cette
solution est par la suite diluée avec de l'eau distillée afin d’avoir une absorbance de 0,700
(= 0,02) a 734 nm. Al ml de cette solution, 10 pl d'extrait végétal ou de témoin positif
(Trolox, BHT) sont ajoutés. Apres 6 min de repos, l'absorbance est mesurée a 734 nm a
I’aide d’un spectrophotométre-UV visible, en se référant a un témoin sans extrait. Pour
chaque concentration, le test est répété 3 fois. L’activité antiradicalaire est estimée en
pourcentage d’inhibition grace a la formule suivante :

Pl = (DO témoin — DO extrait / DO témoin) x 100

P1 : pourcentage d’inhibition.

DO témoin : absorbance du témoin.

DO extrait : absorbance de la solution d’extrait.

La réalisation de la cinétique de cette activité permet de déterminer les
concentrations qui correspondent a 50 % d’inhibition (IC50); la valeur de IC50 la plus

faible correspond a ’efficacité de I’extrait la plus élevee, exprimée en pg/ml-1.

4.1.4. Mesure du pouvoir réducteur du fer

L’activité réductrice est basée sur la réaction d’oxydoréduction entre I’extrait et les
ions métalliques de transition, notamment le fer ou le cuivre (Huang et al., 2005). En effet,
le ferricyanure de potassium FeK3CgNg fournit des ions Fe** qui seront réduits par la

capacité antioxydante de 1’extrait de plante a céder des électrons :

Extrait (antioxydants) + Fe3* Extrait (antioxydants) + Fe?*

N N
I i
Nxo C =N >
| e
3K e — —~—
PR =C Co=
LN L
i B

Figure 6 : Mécanisme de formation du complexe Fe** Ferricyanure.

44



Chapitre 2 Materiel et méthodes

Mesure de Pactivité: le pouvoir réducteur est déterminé par la méthode décrite par
Oyaizu (1986). Cette méthode consiste a mélanger 1 ml de I’extrait a différentes
concentrations (0.05 & 1 mg ml-1) avec 2.5 ml de tampon phosphate (0.2 mol I-1, pH 6.6)
et 2.5 ml de FeK3CgsNg(1%). Le mélange obtenu est incubé pendant 20 min & 50° C. Apreés
cette incubation, 2.5 ml de TCA (10%) sont additionnés pour arréter la réaction, suivie
d’une centrifugation a 650 g pendant 10 min a la température ambiante. Au surnageant
(2.5ml), 2.5ml d’eau distillée et 0.5ml FeCl; (0.1%) sont additionnés. La lecture de
I’absorbance se fait a 700 nm (le blanc est le tampon d’extraction). Les résultats sont
exprimés en concentration efficace (CE50, ug ml-1), qui est la concentration de 1’extrait
correspondant a une absorbance égale a 0,5. La valeur de la CE50 est obtenue par
interpellation de la courbe de régression linéaire (Mau et al., 2004).

A des fins comparatives, deux antioxydants standards sont utilisés : le BHA et le
Trolox. Une augmentation de 1’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des extraits testés (Hubert, 2006).

4.1.5. Inhibition du blanchiment du p-caroténe/ acide linoléique

Dans cette technique, la capacité anti-oxydante est déterminée par la mesure de
I'inhibition des composés organiques volatils et les hydroperoxydes conjugués résultant de
I’oxydation de I’acide linoléique (Tepe et al., 2006), qui attaquent simultanément le -
caroténe et ayant comme résultat le blanchiment du B-carotene et la disparition de sa
couleur orange (Deba, 2008).

Selon Kartal et al. (2007), Tepe et al. (2006) 20mg de - carotene sont dissous dans
1 ml de chloroforme. La solution du B-caroténe-chloroforme est introduite dans un ballon
contenant 20mg d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40. Le chloroforme est
complétement évaporé a I’évaporateur rotatif, 100 ml d’eau oxygénée ont été ajoutés
lentement avec agitation vigoureuse. De cette nouvelle solution, 2.5 ml sont transférés dans
des tubes ou 350ul de chaque extrait ont été ajoutés (1 mg/ml dans le méthanol). Ce test
est réalisé en triplicata. Les tubes a essai sont incubés a ’obscurité a la température du
laboratoire. Deux tubes controles sont aussi préparés avec la méme procedure, I’'un
contenant un antioxydant de référence BHT (contrdle positif) et I'autre sans antioxydant
(contrdle négatif) ou I’échantillon est remplacé par 350 ul de méthanol.

L’absorbance est immédiatement mesurée pour le BHT a 490 nm. D’autres lectures
sont mesurées a différents intervalles de temps (2h, 4h, 6h, 12h et 48h) (Tepe et al.,
2006).
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L’activité antioxydante relative des extraits (AAR) apres 48 heures est calculée selon
la relation suivante :

AAR% = [Abssgh (échantillon)/ Abssg, (BHT)] x 100

AAR: Activité anti-oxydante relative.

Abs,gh Echantillon: Absorbance de I’échantillon aprés 48 heures.

Abs,gh BHT: Absorbance du BHT apres 48 heures.

4.2.  Activité inhibitrice de PAChE : méthode bioautographique au Fast Blue B
L’activité inhibitrice de I’AChE des extraits bruts est réalisée par bioautographie sur
CCM comme décrit par Mroczek (2009). L’ AChE (500U, anguille électrique (EC 3.1.1.7,
type V-S, poudre lyophilisée, 827 U/mg solide, 1256 U/mg protéine), Sigma) est dissoute
dans un tampon tris-HCL50mM, pH7.8 pour faire une solution stock de 1000U/ml qui est
ensuite diluée avec du tampon tris-HCL50 mM, pH 7.8 contenant 0.1% BSA (bovin serum
albumin) (Sigma) pour obtenir la solution enzymatique de travail a 3U/ml. La solution
meére est conservée a-20 °C. Les échantillons sont appliqués a une quantité de 15 pg sur
CCM (gel de silice 60, F254 ; feuilles d’aluminium). La galanthamine (Sigma) est déposée
a 1 pg sur les plagues comme témoin positif. Apres migration des échantillons dans une
phase mobile appropriée, contenant en plus 1.5mg/ml du 2-naphtyle acétate (Sigma), les
plaques de CCM sont séchées a ’air libre, et sont ensuite pulvérisées avec 3U/ml de la
solution enzymatique de travail, soigneusement séchées et incubées pendant 10 min a 37°C
dans une atmosphére humide. Par la suite, les plaques sont pulvérisées avec une solution
aqueuse de sel Fast Blue B a 1.25mg/ml (Sigma). Un fond violet apparait aprés environ 1

min. Les composes actifs apparaissent sous forme de taches claires sur un fond violet

4.3.  Evaluation du pouvoir antimicrobien des extraits de plantes

Afin d’évaluer ’activité antimicrobienne des différents extraits bruts de la partie
aérienne de Thymellaea microphylla et Artemisia judaica, nous avons testé les extraits des
especes végétales vis-a-vis des souches microbiennes par une méthode rapide (la méthode
de diffusion sur disque) et dans I’affirmation, nous avons déterminé la concentration

minimale inhibitrice (CMI).
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4.3.1. Propriétés et mise en culture des germes testés

Pour les tests d’activité antibactérienne, une gamme de six microorganismes

pathogenes de collection internationale ATCC (American type culture collection) a été

utilisée (tableau 9).

Tableau 9. Description et pouvoir pathogéne des souches testées.

Especes Références Habitat adéquat Infections les Plus
répandues
Pseudomonas ATCC 27853 | Eau plantes sol matieres | Brllures  septicémies
aeruginosa fécales voies respiratoires infections pulmonaires
et urinaires plaies
Proteus ATCC 12453 | Ubiquiste dans | Infections des voies
mirabilis I’environnement Eaux | urinaires
polluées, sol et tractus | Nosocomiales ou
intestinal acquises
infections des voies
respiratoires et cutanées
Eaux usées matieres fécales | Septicémies infections
Escherichia coli | ATCC 25922 | aliments contaminées pulmonaires et urinaires
Plaies
Klebsiella ATCC700603 | Voies aériennes supérieurs | Septicémies infections
pneumonia aliments contaminés pulmonaires et urinaires
Plaies
Proteus ATCC 8427 | Eau sol matiéres fécales Infections urinaires et
vulgaris de plaies
Staphylococcus | ATCC 25923 | Aliments contamines | Septicémies
aureus poussiéres nasopharynx | intoxications

peau cheveux air

alimentaires infections
cutanées plaies abces

brllures infections
pulmonaires ostéite

Endocardites

ATCC: American Type Culture Collection.
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Ces souches proviennent du laboratoire bactériologique du groupe Saidal- Alger,
Algérie.

Les souches, conservées sur gélose nutritive inclinée a 4°C, sont revivifiées dans du
bouillon nutritif & 37+1 °C pendant 24 h a 48 h, puis ensemencées sur boites contenant
des milieux sélectifs pour vérifier leur pureté. Apreés 24 h d’incubation a 37+1 °C, les
souches sont ensemencées sur bouillon nutritif puis incubées a 37+1 °C. De cette derniere
culture, on préléve quelques gouttes que 1’on met dans 10 ml de sérum —physiologique
stérile a 0,9%. La suspension microbienne est bien homogénéisée. La turbidité est ensuite
ajustée au standard McFarland 0,5 avec un spectrophotométre, ce qui correspond a 1-2 x
10%UFC/ml Unité formant colonie pour les bactéries (DO = 0,08 a4 0,1 / A = 625 nm)
(Pessini et al., 2003).

4.3.2. Méthode de diffusion sur disque

Afin de tester I’activité antimicrobienne des extraits, nous avons utilisé la méthode
de diffusion a partir de disques imprégnés.
»  Test de sensibilité aux antibiotiques : antibiogrammes

Ce test a été réalisé pour étudier I’antibiogramme standard des germes utilisés et de
le comparer avec I’effet de nos extraits bruts. Les disques d’antibiotiques sont déposés a la
surface d'un milieu gélosé, préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a
étudier. La sensibilité des bactéries aux antibiotiques est appréciée selon le méme
protocole qu’avec les disques de papiers imprégnés d’extrait.

Trois antibiotiques différents sont utilisés : Ampicilline (A) 10ug/disque,
Gentamicine (GN) 10ug/disque, Oxacilline (OX) O0lug/disque Le choix a été fait en

fonction de la disponibilité.

»  Test de sensibilité aux extraits des plantes

Les différents extraits organiques des deux plantes sont solubilisés dans le
diméthylsulfoxyde DMSO (20 pl/disque), et les extraits aqueux sont dissous dans 1’eau
distillée stérile. Le milieu de culture utilisé est la gélose Mueller-Hinton. La gélose est
coulée dans des boites de pétri de 90 mm de diameétre et inoculée avec une suspension
microbienne pure fraichement préparée. Trois boites sont utilisées pour chaque souche.

Un disque de papier Whatman stérile de 6 mm de diameétre est imbibé de 20 ul
d’extrait 2 une concentration de (1 mg/ ml™") puis déposé & la surface de la gélose

ensemencée, les boites sont laissées 1 h a température ambiante puis retournées et
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incubées a 37°C+1°C pendant 18-24 h. La présence autour des disques d’une zone
d’inhibition circulaire dans laquelle il n’y a pas de croissance de micro-organismes dénote
la sensibilité de ceux-ci & cet extrait. Plus la zone d’inhibition est grande, plus le germe est

sensible.

4.3.3. Méthode de micro-dilution en milieu gélosé

Ce test en milieu gélosé a pour objectif de déterminer les valeurs des parameétres
antimicrobiens dont la concentration minimale inhibitrice (CMI).

La CMI de fagon générale est la plus faible concentration d’antimicrobien capable
d’inhiber toute croissance visible a partir d'une gamme de concentrations d’extrait dans le
milieu de culture aprés un temps d’incubation de 18 a 24 heures (Basli et al., 2012). La
turbidité de chaque puits est appréciée a I’ceil nu a la lumiere du jour.

D’aprés la méthode de Billerbeck et al. (2002), une solution mére de chaque extrait
(d’une concentration finale de 10 % = 0,1 g/ml) est obtenue en DMSO, puis une série de
dilutions est réalisée extemporanément en DMSO a partir de la solution mere. Deux
millilitres de chaque dilution sont alors incorporés a 38 ml de milieu Mueller-Hinton MH,
maintenu en surfusion. Les mélanges sont immédiatement répartis dans deux boites de
pétri a raison de 20 ml de milieu par boite. La gamme de concentrations finales ainsi
obtenue correspond a 0,5 — 0,25 — 0,125 — 0,0625 %. Apreés solidification, I’inoculation des
géloses, contenant 1’extrait ou non (témoin), est effectuée en surface sous forme de dépots
de 1 pl (réalisés & I’aide d’une micropipette).

La CMI est déterminée seulement pour les extraits les plus actifs constatés lors de
I’étude en milieu solide (dont les diamétres d’inhibition sont > 10 mm). Dans une boite
contenant le milieu MH, plusieurs dép6ts de chaque extrait sont effectués (une

concentration d’extrait pour toutes les souches).

5. Etude statistique

Tous les tests sont effectués en triplicata. Les résultats sont exprimés en moyenne +
moyenne de I'erreur standard (S.E.M.). L’analyse statistique est réalisée par une analyse de
variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie du test post hoc de Tukey et Student-
Newman-Keul pour des comparaisons multiples. L'analyse statistique est effectuée a l'aide
du logiciel IBM SPSS statistiques V20 d'IBM. Une valeur de P <0,05 a été considérée pour

indiquer une signification statistique.
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Le Sahara algérien renferme une flore trés riche et moins valorisée. Parmi cette
veégétation qui se minimise, on trouve les plantes médicinales traditionnellement
utilisées par nos ancétres a des fins thérapeutiques.

Un des axes de recherche développé par notre laboratoire consiste a valoriser et a
caractériser de nouvelles molécules bioactives a partir de plantes médicinales. A cet
effet, différentes €tapes sont mises en jeu dont les trois principales sont 1’extraction, le
fractionnement et 1’identification des substances d’intéréts, tous les processus

comprennent des analyses phytochimiques et des tests biologiques.

1. Informations ethnobotaniques

Suite a une étude ethnobotanique de Thymelaea microphylla menée auprés des
populations locales et des phytothérapeutes spécialistes d’El-Mechria et Naama. Il
s’avére que la plante est utilisée en médecine traditionnelle Algérienne principalement
pour le traitement des blessures et diverses dermatoses tels que : érysipele, cancer de
peau, abces et les boutons, lutter contre les infections respiratoires, atténuer la chute des
cheveux, diminuer le taux de glucose dans le sang, utiliser contre certaines infections
microbiennes, traiter le rhumatisme. Elle est aussi utilisée comme compresse naturelle
mélangée avec du miel (au niveau des plaies cutanées) et le traitement de la stérilité (en
stimulant les ovaires et favorisant 1’ovulation) et lors d’une dystrophie ovarienne
(déséquilibre hormonal).

Les usages thérapeutiques de Artemisia judaica ont été établis a la suite d’une
enquéte avec des phytothérapeutes spécialistes au niveau de la Wilaya de Tamanrasset
et d’Oran et des écrits de Sahki et Sahki (2004) sur les plantes du Hoggar et de leurs
utilisations par les autochtones du Hoggar. Selon cette enquéte, la plante est utilisée
principalement pour diminuer le taux de glucose dans le sang, traiter les infections
urinaires et vaginales chez les femmes. En infusion, la plante est utilisee pour traiter les
problemes gastriques et soigner la toux. En lotion, elle est utilisée contre les allergies de

la peau.

2. Rendement des extraits
Les rendements des extractions sont calculés et exprimés en pourcentage par

rapport au poids total de la poudre végétale (Tableau 10).
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Tableau 10. Rendement en pourcentage des extraits bruts de la partie aérienne de

Thymellaea microphylla et Artemisia judaica.

Plantes Extraits Rendement (%o)
HEX 2.875
DCM 2.08
T. microphylla  AcOEt 22.58
MeOH 30.5
Aq 24.2
HEX 1.32
A. judaica DCM 1.89
AcOEt 18.41
MeOH 23.68
Aq 17.2

HEX: extrait d’hexane, DCM: extrait du dichlorométhane, AcOEt: extrait d’acétate d’éthyle, MeOH:
extrait du méthanol ( extraction avec des solvants a polarité croissante).
AQ: extrait aqueux ( extraction sous reflux).

La plante Thymellaea microphylla donne le plus grand rendement avec les extraits
polaires Aq et MeOH avec 30.5% et 24.2% respectivement, suivi de I’extrait ACOEt
22.58 %, tandis que les plus faibles rendements sont de 1’ordre de 2.08% et 2.875 %
pour I’extrait HEX et DCM respectivement.

De méme pour la plante Artemisia judaica, le rendement le plus éleve est observé
avec les extraits polaires (Ag et MeOH) avec 23.68% et 18.41% respectivement, suivi
de I’extrait ACOEt (17.2 %), les plus faibles rendements sont de 1’ordre de 1.32 % et
1.89 % avec les extraits HEX et DCM respectivement.

L’objectif de 1’extraction est de libérer les composeés phénoliques et autres
composés du métabolisme secondaire présents dans des structures vacuolaires par
rupture du tissu végétal et par diffusion. La présence d’un ou de plusieurs cycles
benzoiques hydroxylés chez tous les composes phénoliques est responsable de certaines
propriétés communes utilisées pour les extraire a partir du matériel végétal (Stalikas,
2007).

On a observé que les solvants polaires ont tendance d’extraire beaucoup de
molécules comparés aux autres solvants.

De plus, le déroulement de la macération sous agitation pendant un temps étalé

(24 h) a température ambiante permet 1’épuisement de la poudre végetale et la
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prévention de I’altération ou modification des solvants par la temperature élevée.
Néanmoins, I’extraction aqueuse est faite par décoction a température élevée pendant 30
min. Su et al. (2006) ont rapporté que le rendement des extractions aqueuses augmente
avec la température. Cela est expliqué par le fait que I’eau a haute température provoquela
perturbation des cellules facilitant la pénétration du solvant et la solubilisation des
molécules (Albano et Miguel, 2010). La chaleur peut, cependant, conduire a la
dégradation des molécules thermolabiles (Seidel, 2012), c’est la raison pour laquelle, la
décoction a eté effectuée pendant un temps réduit.

Anandharajan et al. (2006) ont effectué 1’extraction progressive de poudre séche
d’Aegles marmelos et Syzygium cuminin avec des solvants de polarité croissante : HEX,
DCM, AcOEt et MeOH., ils ont obtenu des rendements de 1’ordre de 0,1 a 0,15 % pour
les extractions a I’HEX et au DCM et de 2 % pour les extractions au MeOH et a
I’AcOEt. Dans notre cas, I’extraction au MeOH et a ’AcOEt a nettement été meilleure
pour les deux plantes. Le rendement n’est que relatif et varie en fonction du végétal
étudié, de la nature, des caractéristiques physico-chimiques des solvants utilisés et
notamment de leur polarité. En effet, la solubilité des substances contenues dans la
matiére végetale dans un solvant donné dépend de ces propriétés. Il s'ensuit que les
rendements d'extraction et la composition des extraits varient d'un solvant a l'autre et
d'un végétal a l'autre. Il faut aussi noter que le rendement semble étre lié aux propriétés
génétiques des parties utilisées ainsi qu’a 1’origine géographique, aux conditions et a la
durée de stockage, de la période de récolte et aussi dépend de la méthode et des
conditions dans lesquelles I’extraction a été effectuée et qui affecte €galement tout le

contenu total en phénols et flavonoides donc I’activité antioxydante (Lee et al., 2003) .

3. Screening phytochimique des extraits
3.1. Mise en évidence des métabolites secondaires en tubes a essai

L’analyse qualitative de la poudre des plantes sélectionnées, ayant pour but la
mise en évidence de quelques groupes chimiques a été faite par des réactions basées sur
des essais de solubilité des constituants, des réactions de précipitation, de turbidité et
d'observation visuelle d'un changement de couleur spécifique en tubes a essai. La
présence des alcaloides est détectée par une réaction de précipitation.

Les résultats de la composition phytochimique préliminaire des différents extraits

des plantes étudiées par screening chimique sont représentés dans les tableaux 11et 12.
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Tableau 11. Mise en évidence des métabolites secondaires des extraits de T .microphylla.
Extraits Flavonoides Acides Alcaloides | Sesquiterpenes | Glycosides |Coumarines Lignanes [Saponines | Tanins Dérivés Naphtoquinones,
phénoliques cardiotoniques anthraceniques, quinones libres
anthraquinones
Hexane ++ ++ - - - - - - - - -
Dichloromethane - - - - - - - - - - -
Acétate +++ +++ - - + - - 4+ + _ _
d’éthyle
Méthanol +++ +++ - + + + - n n ~ N
Aqueux ++ ++ - - - - - - - - -

une réaction trés positive est représentée par : +++

une réaction moyennement positive est représentée par : ++

une réaction faiblement positive est représentée par : +

une absence de la substance est représentée par : -
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Tableau 12. Mise en évidence des métabolites secondaires des extraits de A. judaica subsp. sahariensis L.

Extraits Flavonoides Acides Alcaloides | Sesquiterpénes |  glycosides Coumarines | Lignanes | Saponines | Tanins Dérives Naphtoquinone,
phénoliques cardiotoniques anthraceniques, | duinnoeslibres

anthraquinones

kel I NS R AN AR N N A NN R

Aqueux ++ ++ - - + - - + + - -

- une réaction tres positive est représentée par : +++
- une réaction moyennement positive est représentée par : ++
- une réaction faiblement positive est représentée par : +

- une absence de la substance est représentée par : -
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Nous remarquons que les plantes étudiees sont plus ou moins riches en métabolites
secondaires ce qui laisse prévoir des activités pharmacologiques intéressantes, il s’agit
essentiellement de flavonoides, polyphénols, saponines, coumarines et tanins.

La recherche des lignanes, des dériveés anthracéniques, des anthraquinones, des
naphtoquinones et des quinones libres s’est montrée négative pour les deux plantes
sélectionnées.

Le criblage phytochimique des extraits des parties aériennes de T. microphylla
indique la présence de flavonoides, d’acides phénoliques, de tanins, de glycosides
cardiotoniques et de saponines. Ces résultats corroborent avec les résultats des travaux
menes par Dehimi et al. (2016).

Cependant, I’extrait Aq de la plante T.microphylla ne contient que les Acides
phénoliques et flavonoides. Ces derniers sont présents en fortes quantités dans 1’extrait
MeOH et AcOEt, les saponines sont majoritairement présentes dans 1’extrait ACOEt, tandis
que les coumarines et les sesquiterpenes lactones sont uniquement détectés en faibles
quantités dans I’extrait MeOH.

Par ailleurs, nous constatons que les alcaloides sont inexistants dans les trois extraits
étudiées de la partie aérienne de T.microphylla. Ces résultats concordent avec ceux trouvés
par Kerbab et al. (2015).

Les principaux travaux réalisés sur les plantes de la famille des Thymelaeacées
montrent une variété de métabolites secondaires. Parmi ceux-ci, les esters diterpéniques de
types tigliane, daphnane et 1-alkyldaphnane, coumarine, biscoumarine, flavonoide,
biflavonoide, lignane, huile essentielle, triterpene, diterpene, stéroide et spiro-y-lactone
glycoside (Ghanem, 2014). Tandis que sur le genre Thymelaea , les recherches ont conduit
a l'isolement de plusieurs métabolites secondaires qui sont constitués de flavonoides,
biflavonoides, coumarines, biscoumarines, acides phénoliques, diterpénes et les huiles
essentielles.

Concernant la plante A. judaica, le screening phytochimique a mis en évidence la
richesse des extraits MeOH, AcOEt et Ag en polyphénols et flavonoides. Les
sesquiterpénes lactones et coumarines sont présents en faibles quantités seulement dans
I’extrait MeOH, cependant, les saponines et tanins sont présents dans le MeOH et 1’extrait
Aq. Les glucosides cardiotoniques sont révélés uniquement dans I’extrait Aq tandis que les
alcaloides sont détectés dans 1’extrait ACOELt ainsi que ’extrait MeOH.

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Benmansour et al. (2016) qui ont

mis en évidence la présence des alcaloides, des glucosides, des saponosides, des
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polyphénols, des flavonoides, des tanins et des anthocyanes. De méme Acheuk et al.
(2017) ont révélé la présence de ces molécules ainsi que les coumarines et les terpenes.

Parallélement, Khafagy et al. (1988) ont identifié dans les parties aériennes de la
plante huit sesquiterpenes lactones.

Dans une étude de Naili et al. (2010) réalisée sur les tests phytochimiques de
Artemisa campestris, la présence des mémes meétabolites secondaires a été mise en
évidence, ce qui est comparable a nos résultats a 1’exception des tanins qui se sont révélés
dans nos extraits et qui sont absents dans leur étude.

Salah et al. (1987) ont identifié dix-sept glycosides de flavonoides dans les extraits
des feuilles et des tiges de A. judaica L., conformes aux résultats obtenus sur les extraits de
feuilles de A. nilagirica.

De ce fait, ce qui caractérise particulicrement la famille des Astéracées, c’est le
polymorphisme chimique surtout chez les Artemisia. Cette variation ou chimiovariété peut
se présenter d'un peuplement a I'autre ou méme d'un individu a l'autre.

La différence dans la composition en métabolites secondaires dépend de plusieurs
facteurs a savoir des facteurs exogénes comme l'ensoleillement, la nature et les composants
du sol, la température, l'altitude, la différence climatique d’une région a une autre, la
méthode d’extraction, la durée de macération du matériel végétal dans le solvant, le solvant
utilisé et la partie de la plante étudiée (Su et al., 2006), ainsi qu’aux facteurs endogénes tel
que le patrimoine génétique des individus.

3.2. Analyse chromatographique des métabolites secondaires
3.2.1. Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est a la fois une méthode d'identification et de
séparation de divers constituants chimiques contenus dans une drogue. L’interprétation des
profils flavonoiques est basée sur la comparaison des rapports frontaux (Rf) et la
fluorescence des spots observés sous UV avant et aprés révélation par un révélateur
chimique.

Les CCM sont effectuées dans deux systemes de migration :
S1: AcCOEt-HCOOH-AcOH-H20 (100:11: 11: 26)
S2: AcOEt-MeOH-H20 (100: 13,5 : 10).

Ces deux systemes permettent de confirmer la présence des flavonoides et des acides

phénoliques dans nos plantes.

56



Chapitre 3 Reésultats et discussion

Les résultats sont illustrés dans les figures 7 et 8. Les systemes S1 et S2 ont permis
de séparer certaines substances qui sont apparues sous formes de taches visibles a 254 nm
(N° 1) et de fluorescences a 365 nm (N° 2) et au visible apres révélation avec le Neu (N° 3)
en présence des substances de référence : acide 4-hydroxy benzoique, acide caféique ;
acide chlorogénique, acide cinnamique, acide p-coumarique , acide ellagique, acide trans-
férrulique, acide gallique, acide sinapique, acide syringique, acide vanillique, catéchine,
chrysine, flavane, flavanone, hespérétine, naringinine, quercétine et rutine. Les rapports
frontaux des extraits bruts des parties aériennes de Artemisia judaica et Thymelaea
microphylla sont rapportés dans le tableau 13. Les rapports frontaux des témoins sont

regroupés dans le tableau 14.
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Tableau 13. Les rapports frontaux des extraits bruts des parties aériennes de Artemisia judaica et Thymelaea microphylla.

Résultats et discussion

Observations apres révélation

Systemes | Extraits Observations avant révélation avec le Neu
254 nm 365 nm 365 nm
1 1:Rf=1 1 :Rf=0,81(bleu claire) 1:Rf =1 (rouge)
2 . Rf =1 (bleu foncé)
1:Rf=0,81 (bleu) 1 :Rf=0,81 (bleu claire) 1:Rf=0,62 (rose)
2 :Rf=0,93 2 : Rf=0,93(rouge) 2 :Rf=0,81 (bleu claire)
2 3:Rf=1 3 : Rf=0,93(rouge)
4 :Rf=1
1:Rf=0,65 1:Rf=0,30 (bleu) 1:Rf=0,25 (bleu)
2:Rf=0,73 2 : Rf=0,65(bleu) 2 :Rf= 0,62 (bleu)
3 3 Rff 0,78 3 Rf=0,78(bleu claire) 3 : Rf= 0,65 (rose)
4 - R1=0,96 4 : Rf=0,90 (rose) 4 :Rf=0,78(bleu claire)
S1 5: Rf=0,93 (rouge) 5 : Rf=0,93 (rose)
1:Rf=0,07 1:Rf=0,07 1: Rf=0,07 (bleu claire)
2 :Rf=0,30 (bleu) 2 :Rf=0,30 2:Rf=0,24(jaune orange)
4 3:Rf=1 3 : Rf= 0,81 (bleu claire) 3 : Rf= 0,30(bleu)
4 :Rf=1 4 : Rf=0,61 (rose)
5 : Rf=0,81 (bleu claire)
6 : Rf=1 (rouge)
1:Rf=0,18 1: Rf=0,18(bleu fonce)
2 :Rf=0,43 2 : Rf=0,43(bleu fonceé)
3 :Rf=0,65 Aucune fluorescence 3:Rf=0,5 (bleu)
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4 :Rf=0,81 4 : Rf = 0,65(bleu)
5:Rf=0,95 5 :Rf=0,81(bleu fonceé)
6 :Rf=0,93(bleu foncé)

1 :Rf=0,03 1 :Rf=0,03(bleu claire)

2 :Rf=0,28(bleu claire) Intensification de la fluorescence

3 :Rf=0,78 (bleu claire)
1:Rf=1 1:Rf=0,82 (bleu) 1:Rf=0,82 (bleu)

2 :Rf =1 (rouge) 2 :Rf=0,87 (vert)

3 :Rf = 1(rouge)

1:Rf=0 1:Rf=0
2: Rf= 0,65 2 : Rf=0,65 (rose)
3:Rf=0,72 3:Rf=0,72 (rose) L
3: Rf=0,8 (bleu claire) 4 : Rf=0,81(bleu) Intensification de la fluorescence
4:Rf=0,91 5: Rf=0,91 (rouge)
5:Rf=1 6 :Rf=1
1:Rf=0,03 1:Rf=0,03
2:Rf=0,51 2 : Rf=0,27(bleu)
3:Rf=0,65 3 : Rf=0,51(bleu)
4:R1=0,81 (bleu) 4 :RT=0,65 (rose) Intensification de la fluorescence
5:Rf=1 5:Rf=0,72 (rose)

6 : Rf=0,78(rose)

S2 7 : Rf=0,81 (bleu)

8 : Rf=1 (rouge)
1:Rf=0,04 1:Rf=0,04
2 :Rf=0,66 2 : Rf=0.40 (bleu)
3 : Rf= 0,81 (bleu) 3 : Rf= 0,66(rose) Intensification de la fluorescence
4 :Rf=1 4 : Rf=0,81(bleu claire)
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5 : Rf=1(bleu)
1:Rf=0,05 1:Rf=0,05 (bleu marine)
2 :Rf=0,36 2 : Rf=0,36 (bleu marine)
3:Rf=0,37 3 : Rf=0,60 (bleu marine)
4 : Rf=0,60 4 . Rf=0,67 (bleu marine) Intensification de la fluorescence
5 5 : Rf=0,67 5 : Rf=0,90 (bleu marine)
6 : Rf=0,81
7 : Rf=0,90
1:Rf=0,02 1:Rf=0,02 (bleu)
2 :Rf=0,65 2 :Rf=0,18 (bleu)
6 3 : Rf= 0,78 (bleu) 3:Rf=0,30 (bleu) Intensification de la fluorescence
4 : Rf=0,65 (bleu)
5 : Rf=0,78(bleu claire)
6 :Rf=1 (rose)

Position 1 : extrait d’acétate d’éthyle de A. judaica , 2 : extrait Aqueux de A.judaica, 3 : extrait du méthanol de A.judaica, 4 : extrait d’acétate

d’éthyle de T.microphylla , 5 : extrait Aqueux de T.microphylla, 6 :extrait du méthanol de T.microphylla .

S1: AcOEt-HCOOH-ACOH-H20 (100 : 11 : 11 : 26)
S2 : AcOEt-MeOH-H20 (100 : 13,5 : 10)
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Tableau 14. Les rapports frontaux des témoins.

Résultats et discussion

Observation avant révélation

Observation aprés revélation

Systémes | Témoins 254 nm 365 nm 365 nm
11 Rf=0,75
12 Rf=0,66 Rf=0,66 (bleu claire)
Intensification de la fluorescence
13 Rf=0,08 Rf=0,08(bleu claire)
14 Rf=0,79
15 Rf=0,80 Rf=0,80 (bleu)
16 Rf=0 Rf=0
17 Rf=0,77 Rf=0,77 (bleu claire)
S1 Intensification de la fluorescence
18 Rf=0,70
19 Rf=0,74 Rf=0,74 (bleu claire)
Intensificationde la fluorescence
20 Rf=0,72
21 Rf=0,82
22 Rf=0,82 Rf=0,82(bleu marine)
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23 Rf=0,93 Rf=0,93 (bleu marine) Rf=0,93 (vert)
24 Rf=0,96 (bleu) Rf=0,96 (bleu claire)
Intensificationde la fluorescence
25 Rf=0,84 Rf=0,84 (bleu claire)
26 Rf=0,92 Rf=0,92 (vert claire)
27 Rf=0,93 Rf=0,93 (vert claire)
28 Rf=0,85 Rf=0,85 (jaune)
29 Rf=0,31 Rf=0,31 (Jaune orange)
11 Rf=0,56
12 Rf=0,37 Rf=0,37 (bleu claire)
Intensification de la fluorescence
13 Rf=0,03 Rf=0,03 (bleu claire)
14 Rf=0,68
S2 15 Rf=0,66 Rf=0,66 (bleu)
16 Rf=0
17 Rf=0,56 Rf=0,56 (bleu claire)
Intensification de la fluorescence
18 Rf=0,13
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19 Rf=0,56 Rf=0,56 (bleu claire)
20 Rf=0,58
21 Rf=0,55
22 Rf=0,38
23 Rf=0,86 Rf=0,86 (bleu marine)
Intensificationde la fluorescence
24 Rf=0,95 (bleu) Rf=0,95 (bleu claire)
25 Rf=0,93 Rf=0,93 (bleu)
26 Rf=0,81 Rf=0,81(bleu)
27 Rf=0,76 Rf=0,76(bleu)
28 Rf=0,61 Rf=0.61(orange)
29 Rf=0,04 Rf=0,04(bleu marine) Rf=0,04 (bleu)

Position11 : Acide 4-hydroxy benzoique ,12 : Acide caféique ; 13 : Acide chlorogénique, 14 :

Acide cinnamique, 15 : Acide p-coumarique ,16 :

Acide ellagique, 17 : Acide trans-férrulique, 18 : Acide gallique , 19 : Acide sinapique ,20 : Acide syringique, 21 : Acide vanillique

,22 :Catéchine, 23 :Chrysine ,24 : Flavane, 25 :Flavanone, 26 :Hespéreétine, 27 :Naringinine, ,28 :Quercétine, 29 : Rutine.

S1: AcOEt-HCOOH-ACOH-H20 (100 : 11 : 11 : 26).

S2 : AcOEt-MeOH-H20 (100 : 13,5 : 10).
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Figure 7 : CCM des extraits bruts des parties aériennes de Artemisia judaica,
Thymelaea microphylla et témoins avant N°1: 254 nm; N°2: 365 nm et apres révélation
avec le Neu N°3: 365 nm dans le systeme de solvants S1: AcOEt-HCOOH-AcOH-H20

(100:11:11:26).

Position 1 : Extrait AcOEt de A. judaica , 2 : Extrait Aq de A. judaica, 3 : Extrait MeOH de A. judaica, 4 :
Extrait AcOEt de T. microphylla , 5 : Extrait Aq de T.microphylla , 6 :Extrait MeOH de T.microphylla , 11:
Acide 4-hydroxy benzoique, 12: Acide caféique ; 13: Acide chlorogénique, 14 : Acide cinnamique, 15: Acide
p-coumarique , 16: Acide ellagique, 17: Acide trans-férrulique, 18: Acide gallique , 19 : Acide sinapique, 20 :
Acide syringique, 21: Acide vanillique, 22 :Catéchine, 23: Chrysine, 24: Flavane, 25: Flavanone, 26:

Hespérétine, 27: Naringinine, 28: Quercétine, 29: Rutine.
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Figure 8: CCM des extraits bruts de Artemisia judaica, Thymelaea microphylla et témoins
avant (N°1: 254 nm; N°2: 365 nm) et aprés révélation avec le Neu (N°3: 365 nm) dans le
systeme de solvants S2: AcOEt-MeOH-H20 (100 : 13,5 : 10).

Position 1 : Extrait AcOEt de A. judaica , 2 : Extrait Aq de A. judaica, 3 : Extrait MeOH de A. judaica, 4 :
Extrait ACOEt de T. microphylla , 5 : Extrait Aq de T.microphylla , 6 :Extrait MeOH de T.microphylla , 11:
Acide 4-hydroxy benzoique, 12: Acide caféique ; 13: Acide chlorogénique, 14 : Acide cinnamique, 15: Acide
p-coumarique , 16: Acide ellagique, 17: Acide trans-férrulique, 18: Acide gallique , 19 : Acide sinapique, 20 :
Acide syringique, 21: Acide vanillique, 22 :Catéchine, 23: Chrysine, 24: Flavane, 25: Flavanone, 26:

Hespérétine, 27: Naringinine, 28: Quercétine, 29: Rutine.

Pour mieux déterminer la nature des flavonoides présents dans les extraits étudiés, un
réactif spécifique (réactif de Neu) est utilisé. Ce dernier révele les flavonoides en orange,
rouge, jaune, bleu et vert (Wagner et Bladt, 1996). Les plaques CCM observées, aprés
élution par le systéme solvant, pulvérisation avec le réactif de Neu et visualisation sous UV
a 365nm, montrent de nombreuses taches de couleurs et de distances de migrations
différents (Figures 7 et 8).
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La révélation physique sous lampe UV a 254nm confirme 1’abondance des
flavonoides chez Thymelaea microphylla et Artemisia judaica.

D’apres les résultats des figures 7, 8 et tableau 13, on constate une différence entre
les deux systéemes de migration S1 : AcCOEt-HCOOH-AcOH-H20 (100 : 11 : 11 : 26) et
S2 :CHCI3-MeOH (80:20) :

L’extrait 1présente 2 bandes dans le systéme 1 et 2 bandes dans le systéme 2.

L’extrait 2 présente 3 bandes dans le systeme 1 et 5 bandes dans le systéme 2.

L’extrait 3 présente 5 dans le systéme 1 et 8 bandes dans le systéme 2.

L’extrait 4 présente 4 dans le systeme 1 et 4 bandes dans le systéeme 2.

L’extrait 5 ne présente pas de fluorescence dans le systeme 1 et 5 bandes dans le systéme
2.

L’extrait 6 présente 3bandes dans le systéme 1 et 6 bandes dans le systeme 2 (tableau 13).

La tdche de I’extrait 4 dans le systtme 1 a Rf = 0,07 (tableau 13) indique
probablement la présence de 1’acide chlorogénique par comparaison de leur rapport frontal
(acide chlorogénique Rf = 0,08) (tableau 14). Les colorations bleues de la tache a Rf =
0,78 de D’extrait 6 dans le systtme 2 indique la présence d’un flavonoide qui est
probablement ’hespérétine par comparaison de leurs rapports frontaux (héspérétine Rf=
0,81). Les colorations jaune orangé de la tache a Rf = 0.24 de I’extrait 4 dans le systemel
indique la présence d’un flavonoide. Pour préciser la nature des flavonoides, le réactif de
Neu, révéle les bandes en orange, rouge, jaune, bleu, vert (Wagner et Bladt, 1996). Par
ailleurs, la comparaison des colorations des différentes taches a mis 1’accent sur le type de
composés phénoliques détectés. En se référant aux travaux de Markham (1982), sous UV
a 365nm, il a montré que les anthocyanidines-3-glycosides donnent des taches orange
rouge et mauve ; les flavonols se décelent sous forme de taches jaunes et vertes, les
flavones, flavones méthylées, isoflavones, flavanones et chalcones apparaissent sous forme
de taches bleues. Les flavanols et les aurones se caractérisent par I’apparition de taches
vertes, les flavones et les chalcones présentent une coloration pourpre et orange. La
présence des flavonoides dans les organes étudiés a été confirmée par le réactif de Neu en
paraissant, dans le visible, sous forme de taches jaune et marron. Sous observation
UV/365nm, ces couleurs s’intensifient et se diversifient (Wagner et al., 1996). A I’égard
des résultats obtenus, la présence des flavonoides et des acides phénoliques dans les
extraits de la partie aérienne de Thymelaea microphylla et Artemisia judaica est évidente,
ce qui est en accord avec les résultats obtenus par Mekhelfi (2014) sur la partie aérienne de

la méme espece Thymelaea microphylla et Bakr (2014) sur les extraits (BuOH et AcOEt)
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de Artemisia judaica qui a revélé I’identification de l'orientine, la vitexine, la quercétine et

I'isovitexine ainsi que l'acide caféique et I'acide isoférulique.

3.2.2. Chromatographie liquide a haute performance couplée a la détection UV visible
a barrettes de diodes (HPLC-DAD-UV)

Le profil d’¢élution des composés issus des extraits bruts de la partie aérienne de
T.microphylla et A. judaica est réalis¢ a 280 nm, longueur d’onde caractéristique des
composés phénoliques. En effet, tous les phénols sont détectés dans la région des ultras
violets avec un pic d’absorption maximum a 280 nm da a la présence du cycle phénolique.
Le cycle B présent dans les difféerentes classes de flavonoides est caractérisé généralement
par un pic d’absorption dans un intervalle de mesure compris entre 300et 380 nm,
exception faite pour les anthocyanes dont le cycle B présente un maximum d’absorption
entre 460 et 560 nm.

L’identification est basée sur la comparaison des temps de rétention des différents
constituants des extraits avec ceux des différents standards analysés dans les mémes
conditions.

La vaste gamme de polarité des composés phénoliques nécessite souvent de travailler
en gradient d’élution pour éviter les co-élutions et pour éluer I’ensemble des composes.
Les pics de chromatogrammes des différents extraits de T. microphylla résultant de
I'analyse HPLC-UV-DAD sont présentés dans la figure 9. Les quantités des composés
détectés sont rapportées dans le tableau 15. Treize composés phénoliques sont identifiés
avec le kaempférol 3-O-rutinoside (10) (4,849 mg/g® ES) et lacide trans-3-
hydroxycinnamique (6) (4,744 mg/g™’ ES) en tant que composés principaux parmi les
composés phénoliques quantifiés. En outre, le flavonoide kaempférol 3-O-rutinoside (10)
est identifié dans tous les extraits. Les flavonoides comme la catéchine, la lutéoline et
I’apigénine sont impliqués pour avoir un effet antioxydant. Les acides phénoliques comme
I’acide chlorogénique sont aussi impliqués dans I’activité antioxidante (Rice-Evans et al.,
1997).

L’acide chlorogénique et 1’acide trans-cinnamique sont présents dans les extraits de
T. hirsuta L. (Yahyaoui et al., 2018).

La lutéoline a aussi €té identifié pour la premiére fois chez cette espece par Mekhelfi
(2016).

Etant donné que la majorité des recherches se focalisent uniquement sur les huiles

essentielles, il est donc difficile de comparer nos résultats avec les travaux antérieurs.
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Figure 9: Chromatogrammes HPLC-DAD-UV a 280 nm de I’extrait ACOEt (A), de
I’extrait MeOH (B), de I’extrait Aq (C) des parties aériennes de T. microphylla.

Résorcinol (1), catéchine (2), acide chlorogénique (3), acide syringique (4), acide sinapique (5), acide trans-
3-hydroxycinnamique (6), isoquercétine (7), acide ellagique (8), myricetine (9), kaempférol 3-O-rutinoside

(10), acide trans-cinnamique (11), lutéoline (12), apigénine (13).
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Tableau 15. HPLC-UV-DAD analyse des composés phénoliques dans différents extraits

de T. microphylla.

Acétate d’éthyle  Méthanol Aqueux
Composés (mg/g™ ES) (mg/g™ ES) (mg/g™ ES)
Résorcinol (1) - 0.252 -
Catéchine (2) - - 2.601
Acide chlorogenique (3) - - 0.528
Acide syringique (4) - - 0.023
Acide sinapique (5) - - 0.605
Acide trans-3-hydroxycinnamique (6) 4.744 - -
Isoquercétine (7) - - 0.489
Acide ellagique (8) 0.837 - -
Myricétine (9) - 0.208 0.163
Kaempférol 3-O-rutinoside (10) 3.253 4.849 0.582
Acide trans-cinnamique (11) 1.074 - -
Lutéoline (12) - 3.959 -
Apigénine (13) - 0.053 -

Les données sont exprimées en mg/g™d’extrait sec.

- = absent.

Les chromatogrammes des extraits de A. judaica subsp sahariensis L. résultant de

I'analyse HPLC-UV-DAD sont présentés dans la figure 10. Les quantités des composés

détectés sont présentées dans le tableau 16. Onze composés sont identifiés avec le
kaempférol (10) (20,9 mg/g™ ES), le resvératrol 3 -O-glucoside (3) (5,045 mg/g™ ES), le
resvératrol (7) (2,835 mg/g™ ES), l'acide trans-3-hydroxycinnamique (5) (2,704 mg/g™ ES)

et I'acide para-coumarique (4) (1,342 mg / g ES) en tant que composés principaux. De plus,

le flavonoide kaempférol (10) est identifi¢ dans tous les extraits, c’est le flavonol le plus

dominant dans 1’extrait AcOEt avec une quantité tres importante, il se trouve aussi dans

Artemisia pallens L. (Niranjan et al., 2009).

Par ailleurs, des composés phénoliques similaires sont identifiés chez plusieurs

especes de Artemisia telles que A. pectinata Pall. (Ma et al., 2008), A. Ludoviciana Nutt,
A. Annua L. (Carvalho et al., 2011) et A. Campestris L.(Megdiche-Ksouri et al., 2015).
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La catéchine, le kaempférol 3-O-rutinoside, [I’apigénine, [’acide trans-3-
hydroxycinnamique sont aussi identifiés dans la partie aérienne de A. argyi H. (Seong et
al., 2019) .

De méme, la présence de certains composés phénoliques tels que les acides p-
coumarique, syringique et chlorogénique présents dans A. vulgaris et A .annua conférent
aux extraits de la plante A. judaica d'importantes capacités antioxydantes et
antibactériennes. (Skowyra et al., 2014 ; Matvieievaet al ., 2019)

L’analyse phytochimique de I’huile essentielle de A. judaica menée par
Mohammed et al. (2022) a révélé une dominance des composés Vvolatils hautement
actifs comme les monoterpénes oxygénés et des dérivés de 1’acide cinnamique. Ces
substances sont responsables de 1’activité antioxydante in vivo et in vitro de 1’huile
essentielle.

Des travaux antérieurs ont montré que les capacités biologiques de certaines plantes
sont en partie dues a des composés phénoliques de faible masse moléculaire (Wang et al.,
1999). En effet, les flavonols, l'acide hydroxybenzoique et les composés d'acide
hydroxycinnamique présents dans les légumes sont considérés comme un agent
thérapeutique en raison de leurs effets bénéfiques sur la santé, tels que leur prétendue
protection contre certains cancers, les maladies cardiovasculaires et le vieillissement (Ross
et Kasum, 2002).

Le kaempférol, le resvératrol et son précurseur naturel le polydatin (resvératrol-3-O-
b-mono-D-glucoside, la forme glycosidique du resvératrol) ont un effet anti-inflammatoire

et antioxydant contre les maladies cardiovasculaires, le vieillissement et le cancer.

70



Chapitre 3

Résultats et discussion

Gl

J:\J.ALJ&MMWA

g

.

L R S T I e = T
i

-
k

%g_
=

5

0 L_—

]

e =

Figure 10 : Chromatogrammes HPLC-DAD-UV a 280 nm de I’extrait AcOEt (A), de

I’extrait MeOH (B), de I’extrait Aq (C) des parties aériennes de A. judaica subsp.

sahariensis L.

Acide chlorogénique (1), acide syringique(2), résveratrol 3-O-glucoside (3), acide para-coumarique (4),

acide trans-3-hydroxycinnamique (5), lutéoline 7-O-glucoside (6), resvératrol (7), kaempférol 3-O-rutinoside

(8), acide trans-cinnamique (9), kaempférol (10), apigénine (11).
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Tableau 16. HPLC-UV-DAD analyse des composés phénoliques dans différents extraits
de A. judaica subsp. sahariensis L

Acétate Methanol Aqueux

Composés d’éthyle (mg/g* ES)  (mg/g* ES)

(mg/g™ES)
Acide chlorogénique (1) - - 0.477
Acide syringique (2) 0.688 - 0.132
Resvératrol 3-O-glucoside (3) - 5.045 -
Acide para-coumarique (4) 1.342 - 0.602
Acide  trans-3-hydroxycinnamique - 2.704 -
(%)
Lutéoline 7-O-glucoside (6) - 0.923 -
Resvératrol (7) - 2.835 0.875
Kaempférol 3-O-rutinoside (8) - - 0.211
Acide trans-cinnamique (9) - 0.11 -
Kaempférol (10) 20.9 0.134 0.12
Apigénine (11) 0.256 - -

Les données sont exprimées en mg/g™ d'extrait sec.
- = absent.

4. Dosage des métabolites secondaires par spectrophotométrie (UV-visible)

Les analyses quantitatives des phénols totaux, des flavonoides et des tanins
condensés sont déterminées a partir des équations de la régression linaire de chaque
courbe d’étalonnage (Figures 11, 14 et 17).

4.1. Dosage des polyphénols totaux

Afin de quantifier certains métabolites des extraits préparés a partir des parties
aériennes des deux plantes A. judaica et T. microphylla, un dosage des polyphénols totaux
a ete effectué. La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la
majorité des propriétés antioxydantes des plantes leurs sont attribuées. Les quantités des
polyphénols correspondantes sont exprimées en mg équivalent d’acide gallique par
gramme de matiere seche (mg EAG/g ES) et déterminés par 1’équation de type : y =a x +b
La courbe d’étalonnage est établie avec un coefficient de corrélation R2 = 0,997(Figure
11).
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique pour le dosage des phénols totaux.

Les teneurs totales en composés phénoliques des extraits de la partie aérienne de T.
microphylla sont présentées dans la figure 12. Des quantités élevées de polyphénols ont
été obtenues dans des extraits du MeOH et 1’ AcOEt avec des valeurs de 1’ordre de 317,08
+ 0.86 mg EAG/g ES et 218,61 + 0,56 mg EAG/g ES respectivement suivi de I’extrait Aq
avec une teneur de 1’ordre de 184,67 + 0,38 mg EAG/g ES.

Les résultats sont cohérents avec ceux trouvés par Benhammou et al. (2009) qui ont
obtenu la plus grande quantité de phénols totaux dans I’extrait MeOH (257 mg EAG/g ES),
Tandis que la plus basse concentration de phénols totaux a été quantifiée dans I’extrait AQ.

Cependant, les teneurs en phénols totaux trouvées par Djeridane et al. (2010) sont
de 10.80 mg EAG/g ES pour la partie aérienne et sont nettement inférieures a nos
résultats.

Parallelement, les résultats obtenus pour la plante A. judaica subsp. sahariensis L.
montrent que la teneur en polyphénols varie entre (58,97 + 0,30 mg EAG/g ES) et (248,93
+ 0,33 mg EAG/g ES) dans les extraits étudiés. Les plus grandes quantités ont éte trouvées
dans l'extrait MeOH (248,93 + 0,33 mg EAG/g ES et I’extrait AcOEt 227,26 +0.18 mg
EAG/g ES suivi de I’extrait Aq qui renferme une teneur moyenne de 174,82 + 0.65 mg
EAG/g ES (figurel3).

Les résultats indiquent clairement 1’influence du solvant sur la capacité d’extraction
des composés phénoliques. Indépendamment du solvant, les teneurs en polyphénols dans
les extraits Aq et MeOH des parties aériennes de A. judaica subsp.
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sahariensis L. sont supérieures a ceux des extraits Aq et MeOH des parties aériennes
de A. annua L. qui sont respectivement de 35,1 et 34,4 mg EAG/g ES (Cai et al., 2004).

La faible specificité du réactif de Folin-Ciocalteu est I'inconvénient principal du

dosage colorimétrique. Le réactif est extrémement sensible & la réduction de tous les

groupes d’hydroxyles des composés phénoliques, mais également de certains sucres et de

protéines etc. (Vuorela, 2005; Gomez-Caravaca et al., 2006).
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Figure 12: Teneurs en polyphénols des différents extraits de la partie aérienne de T.

microphylla exprimées en mg d’équivalent de 1’acide gallique/ g d’extrait sec.
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Figure 13: Teneurs en polyphénols des différents extraits de la partie aérienne de A.

judaica exprimées en mg d’équivalent de 1’acide gallique/ g d’extrait sec.

4.2. Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus de

5000 composés déja décrits (Pratt et Cornely, 2019). Le dosage des flavonoides a été

réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium (Yi et al., 2007) .
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Le composé de référence utilisé pour 1’établissement de la courbe d’étalonnage est la

catéchine. La courbe est établie avec un coefficient de corrélation R?=0,993 (Figure 14).

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent catéchine par Gramme de matiére

séche (mg EC/g ES).
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Figure 14: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides.

La détermination quantitative des flavonoides totaux dans la partie aérienne de T.

microphylla par la méthode du trichlorure d’aluminium révele que I’extrait MeOH est le

plus riche en flavonoides avec une teneur de 172.27 + 0.32 mg EC/g ES par la suite

viennent I’extrait ACOELt et I’extrait Aq avec des valeurs de 89.73+ 0.13 mg EC/g ES et

66.78 £ 0.28mg EC/g ES respectivement (figure 15).

200

180

160
140
120
100
80
60
40
20

Teneurs en flavonoides (mg/g)

0
Acétate d'éthyle Méthano

Extraits

Aqueux

Figure 15: Teneurs en flavonoides des différents extraits de la partie aérienne de
T.microphylla exprimées en mg/g d’extrait sec.
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Ceci est en accord avec les résultats de Benhamou et al. (2009) dont la quantité de
flavonoides trouvés dans I’extrait MeOH de T.microphylla est de 100mg EC/g ES pour les
tiges et 35.77 mg EC/g ES pour les racines.

Bakr (2014) rapporte dans son étude que 1’espéce Artemisia judaica L.var. sinaitica
est riche en acides phénoliques et flavonoides : I’extrait ACOEt a montré la concentration
la plus élevée en polyphénols (370,58 + 3,5mg/g) et en flavonoides (18,3 + 1,23 mg/Q)
suivi de I’extrait BUOH.

Dehimi et al. (2016) ont obtenu de tres faibles concentrations en flavonoides et en
proanthocyanidines dans 1’extrait MeOH des tiges et des feuilles de T. microphylla par
rapport aux résultats obtenus dans notre étude.

Concernant les extraits A. judaica subs sahariensis L., ils contiennent une quantité de
flavonoides allant de 90.18 + 0.20mg EC/g ES a 15,06 £0.36 mg CE / g ES. Comme le
montre la figure 16, ces teneurs varient de maniére significative avec le type de solvant. La
encore, I'extrait MeOH présente la teneur la plus élevée 90.18 + 0.20 mg CE / g, suivi par
I'extrait AcOEt 75,75 + 0,29 mg CE/g ES et I'extrait Ag 66.43 £ 0.19mg CE / g ES. La
quantité de flavonoides de 1’extrait AcOEt provenant des parties aériennes de A. judaica
subsp. sahariensis était supéricure a celui de I’extrait AcOEt des parties aériennes de A.
judaica var. Sinaitica tackholm (Bakr, 2014).

Par conséquent, les études précédentes ont montré que les stress abiotiques largement
présents dans les zones arides pourraient augmenter la synthese de composés phénoliques
en réponse au stress oxydatif provoqué par la production d'espéces réactives de I'oxygene

dans ces conditions environnementales (Navarro et al., 2006).
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Figure 16: Teneurs en flavonoides des différents extraits de la partie aérienne de A.

judaica exprimées en mg/g d’extrait Sec.

4.3. Dosage des tanins condensés
La courbe d’étalonnage pour le dosage des tanins condensés est établie en utilisant la

catéchine comme référence (Figure 17).
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Figure 17 : Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des tanins condensés.

L’analyse des résultats des teneurs en tanins condensés dans la plante T. microphylla
révéle que I’extrait AcOEt présente une valeur de 96.39mg EC/g ES, il est plus riche que
I’extrait MeOH et Aq avec des quantités allant de 62.14 mg EC/g ES a 33.08 mg EC/g ES
respectivement (Figure 18). Les tanins sont peu courants dans la famille des
thymelaeaceae et sont généralement de dérivés du leucocyanidol (Hegnauer, 1973). Alors
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que les feuilles de Thymelaea hirsuta contiennent des tanins de type gallique (El Beiheiry,
2000).

Par ailleurs, Thymelaea lythroides contiendrait des tanins a la fois de type gallique et
catéchique (Dohou et al., 2003). Au cours de nos récoltes et prospections, nous avons
remarqué que la plante T. microphylla n’est jamais broutée par le bétail. Le faible intérét
pastoral des Thyméléacées a été expliqué par le fait qu’elles contiennent des alcaloides et
des glucosides (Bakr, 2014). Les tanins et les terpénoides pourraient aussi jouer un role de

protection contre les agressions par les animaux et les insectes.

120

100

Teneur en tanins condensés (mg EAC/gES)

Acetate d'ethyle Methanol Aqueux
Extraits

Figure 18: Teneurs en tanins des différents extraits de la partie aérienne de T.microphylla

exprimées en mg EC/ g d’extrait sec.

Les résultats pour la teneur en tanins condensés de la partie aérienne de A. judaica
(figure 19) montrent que I'extrait Aqg contient une quantité de tanins condensés
significativement supérieure a celle des autres extraits. Les quantités étant comme suit
extrait Ag> extrait MeOH> extrait ACOEt, avec des valeurs de 44.60 mg EC/g ES, 37.68
mg EC/g ES et 35.55 mg EC/g ES respectivement. Il en est de méme pour Bouchenak et
al. (2018) qui rapportent 1’existence des tanins condensés dans Artemisia absinthium L.
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Figure 19: Teneurs en tanins des différents extraits de la partie aérienne de A.judaica

exprimées en mg EC /g d’extrait sec.

La quantité de tanins condensés trouvée par Megdiche-Ksouri et al. (2015) pour
I’extrait MeOH des parties aériennes de A. campestris est inférieure a celle de notre
présente étude.

Par ailleurs, les faibles teneurs en tanins dans les plantes étudiées comparées avec
celles des polyphénols totaux et des flavonoides sont probablement dues au fait que le
méthanol n’est pas le solvant approprié a I’extraction de ces composés. Des travaux ont
montré que les tanins sont mieux extraits avec de 1’acétone a différentes concentrations
avec ou sans acidification (Chavan et al., 2001). Pour Trabelsi et al. (2010), un mélange
acétone/eau (8:2) donne un meilleur rendement pour 1’extraction des tanins.

Le taux des tanins dans une plante dépend aussi de deux facteurs principaux : le stade
de développement végétatif et les conditions environnementales. Leur concentration varie
considérablement entre les différentes espéces végétales et au sein de la méme espéce ou
elle dépend du degré de maturité, de 1’age des feuilles, des fleurs et de la saison
(Skadhauge et al., 1997).

La distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement
de la plante, ceci peut étre lié aux conditions climatiques dures (température élevée,
exposition solaire, sécheresse, salinité), les méthodes culturales, la maturité a la récolte et
les conditions de stockage qui stimulent la biosynthese des métabolites secondaires tels que
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les polyphénols (Falleh et al., 2008). Ainsi, la teneur phénolique d'une plante dépend d'un
certain nombre de facteurs intrinséques (Podsedek, 2007).

Toutefois, il est difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie car
I’utilisation de différentes méthodes d’extraction réduit la fiabilité d’une comparaison entre
les études.

Les teneurs totales en composés phénoliques, flavonoides et tanins des extraits des

deux plantes sont présentées dans les tableaux 17 et 18.

Tableau 17. Teneurs totales en composes phénoliques, flavonoides et tanins des extraits

de T. microphylla.

Extraits TTP TTF TTTC
(mg EAG/g ES)* (mg EC/g ES)* (mg EC/g ES)*
Acétate d’éthyle 218.61+ 0.56° 89.73+ 0.23 96.39+ 0.67°
Méthanol 317.08+ 0.86" 172.27+ 0.58° 62.14+ 0.54"
Aqueux 184.67+ 0.38° 66.79+ 0.50° 33.08+ 0.93°

A : erreur standard de la moyenne de trois essais.
a-c : différences dans les colonnes (les moyennes non suivis de la méme lettre sont statistiquement différentes
[p< 0,05].

TTP: teneur totale en phénols, TTF: teneur totale en flavonoides, TTTC: teneur totale en tanins condensés.
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Tableau 18. Teneurs totales en composes phénoliques, flavonoides et tanins des extraits

de A. judaica subsp. sahariensis L.

Extraits TTP TTF TTTC

(mg EAG/g ES)* (mg EC/g ES)* (mg EC/g ES)*
Acétate d’éthyle 227.27+0.19° 75.75 + 0.29° 35.55 + 0.25°
Méthanol 248.93 + 0.34° 90.18 + 0.20° 37.68+0.12"
Aqueux 174.82 +0.38° 66.43 + 0.19° 44.60 +0.17°

A : erreur standard de la moyenne de trois essais.
a-c Différences dans les colonnes (les échantillons non connectés par la méme lettre sont statistiquement
différents a p <0,05).

TTP: teneur totale en phénols, TTF: teneur totale en flavonoides, TTTC: teneur totale en tanins condensés.

5. Evaluation in vitro des activités biologiques des différents extraits des deux plantes
5.1. Evaluation du potentiel antioxydant des extraits

Afin d’évaluer le potentiel antioxydant des différents extraits des parties aériennes de
T. microphylla et A. judaica, I’utilisation de plusieurs tests et méthodes sont nécessaires.
Elles sont fondées sur la détermination de produits résultant de I’oxydation ou au contraire,
mesurent 1’efficacité d’une substance a piéger des radicaux, souvent en donnant une forme
H. (Marc et al., 2004). Ainsi, nous avons combiné cing techniques complémentaires (les
plus citées dans la littérature) a savoir : CAT, DPPH, ABTS, FRAP et 3 Carotene.

5.1.1. Détermination de la capacité antioxydante totale (CAT)

La méthode au phosphomolybdéne est basée sur la réduction de Mo (VI) en Mo (V)
par les composés antioxydants et la formation d'un complexe phosphate de couler verte /
Mo (V) avec une absorption maximale a 695 nm (Prieto et al., 1999).

La capacité antioxydante totale (CAT) des différents extraits des espéeces végétales
étudiées est exprimée en nombre d’équivalents d’acide gallique a partir d’une courbe

d’étalonnage établie en utilisant 1’acide gallique comme référence (Figure 20).
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Figure 20: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique pour la mesure de la capacité

antioxydante totale.
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Figure 21: Capacité antioxydante totale des extraits bruts de la partie aérienne de

T.microphylla.
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Figure 22 : Capacité antioxydante totale des extraits bruts de la partie aérienne de A.

judaica.

Les figures 21et 22 montrent que tous les extraits de T. microphylla et A. judaica
présentent des activités antioxydantes différentes. On remarque que 1’extrait MeOH donne
la meilleure valeur de I’ordre de 226,4+ 1.15 mg EAG/g ES pour la plante T. mycrophylla
et 339.63 + 0.72mg EAG/g ES pour la plante A. judaica.

Les résultats ont indiqué que la CAT des extraits MeOH et Aq de la plante T.
microphylla (respectivement 226,40 + 1,15 et 204,76 + 0,76 mg EAG g/ES) est supérieure
a celle de I'extrait AcOEt (186,75 + 0,69 mg EAG ¢/ES) (Figure 21).

La classification des différents extraits de la plante T. mycrophylla par ordre
décroissant de capacité antioxydante totale est la suivante: MeOH>Aq>AcOEt.

Belyagoubi-Benhammou et al. (2014) ont obtenu une valeur de CAT de 14,56 mg
d’équivalents d’acide ascorbique g/ES

Pour la plante A. judaica subsp. sahariensis L., les résultats de la figure 22 ont
indiqué que l'extrait MeOH a la CAT la plus élevée, avec une valeur de 339,63 + 0,72 mg
d'EAG /g ES. La CAT la plus faible a été trouvée dans l'extrait Aq avec une valeur de
24724 + 0,29 mg d'EAG /g ES. L’étude réalisée par Megdiche-Ksouri et al. (2015)
indique que la CAT de I’extrait MeOH de A. judaica est inférieure a celle de I’extrait
MeOH des parties aériennes de A. campestris.
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La classification des différents extraits de la plante A. judaica par ordre décroissant
de capacité antioxydante totale est la suivante: MeOH>ACOEt>Aq.

La différence d'activité antioxydante observée dans les extraits d'AcOEt, MeOH et
Aq des deux plantes T. microphylla et A. judaica., peut étre attribuée a la variabilité des
quantités phénoliques totales dans ces extraits, mais aussi a la diversité structurelle ainsi
qu'aux interactions dans les extraits des composés phénoliques (Al-Mustafa et Al-
Thunibat, 2008; El-Sayed et al., 2013).

5.1.2. Test de D’activité antioxydante au 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) par
dosage spectrophotométrique

Le pourcentage d'inhibition de DPPH est calculé par la méthode colorimétrique a
différentes concentrations. Les figures 23 et 24 montrent la capacité des différents extraits
a agir contre le DPPHe | cette capacité est exprimée par les valeurs d’IC50 (ng/mL) de
chaque extrait.

L’extrait MeOH de T.microphylla a une activité de piégeage du radical DPPH plus
élevée par rapport aux autres extraits, avec une 1C50 de 7,50 + 0,21 ug ml™ alors que les
extraits ACOEt et Aq ont donné une 1C50 de 9,86 + 0,11 pg / ml-* et 12,80 + 0,23 pg /ml-*
respectivement. L'activité de tous les extraits est inférieure a la quercétine (IC50 de 4,67 £
0,03 ug / ml-Y), & l'acide ascorbique (IC50 de 5,16 + 0,03 pg / ml-*) et au BHT (IC50 de
5,32 + 0,02 pg / ml-Y).

La figure 23 montre qu’a la concentration 10 pg/ml, I’extrait MeOH de la partie
aérienne de T. microphylla enregistre le pourcentage d’inhibition le plus élevé (60%) suivi
par I’extrait ACOEt (50%) et I’extrait Aq (30%).

Ces resultats corroborent avec ceux trouvés par Benhamou et al. (2009) (IC 50 de
I’extrait MeOH des tiges de T.microphylla est de 7.82 pg / ml).

Par la méme méthode, Kerbab et al. (2014) ont trouvé la valeur 1C50 de 180,80

pg/ml pour I’extrait hydroalcoolique des parties aériennes de T.microphylla.
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Figure23 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH des différents extraits de la

partie aerienne de T.microphylla.

La figure 24 montre que le pourcentage d’inhibition a la concentration 10 ug/ml de
I’extrait MeOH de la partie aérienne de A. judaica est le plus élevé (50 %) suivi par
I’extrait ACOELt (48%) et I’extrait Aq (30%).

Les extraits étudiés de A. judaica subsp. sahariensis L. montrent une activité de
balayage dépendante de la concentration. Les extraits MeOH et AcOEt ont montré un
pouvoir réducteur plus important avec des valeurs de 1C50 de 10,23 + 0,09 pg / ml-! et
11,62 + 0,31 pg / ml-* respectivement par rapport a I’extrait Aq (15.67 + 0.18 pg / ml-Y).
L'activité de tous les extraits est inférieure & la quercétine (IC50 de 04,67 + 0,03 pg / ml-Y),
a l'acide ascorbique (IC50 de 5,16 4+ 0,03 pg / ml-) et au BHT (1C50 de 05,32 + 0,02 pg /
ml-*. Par ailleurs, des études précédentes des potentiels de balayage du radical DPPH sont
rapportées pour certains extraits de parties aériennes de A. judaica L. tels que I’AcOEt
(1C50 de 61,9 pg / ml-Y) et le MeOH (1C50 de 158 pg / ml-') (Bakr, 2014; El- Naggar et
al., 2015). Nos résultats de I’IC50 sont nettement meilleurs & neutraliser le radical DPPH.

Les valeurs d’IC50 nous permettent d’évaluer et de comparer I’efficacité des extraits;
nous rappelons que plus I’IC50 est faible plus 1’extrait est puissant vis-a-vis des radicaux
libres.

En comparaison avec les antioxydants standards, les extraits bruts testés s’aveérent

moins actifs.
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Figure 24 : Pourcentage d’inhibition du radical DPPH des différents extraits de la

partie aérienne de Artemisia judaica.

5.1.3. Mesure de ’activité inhibitrice du radical ABTS+

L’activité antioxydante des différents extraits des parties aériennes de T. microphylla
et A. judaica est déduite de leur capacité a inhiber le radical ABTSe +, obtenu a partir de
ABTS comparativement aux antioxydants de référence BHT et Trolox.

Les figures 25 et 26 illustrent la courbe représentative du pourcentage d’inhibition
du radical ABTS en fonction des concentrations des extraits testés et les standards, de ces
courbes sont déduites 1I’IC50.

Les contrdles positifs Trolox et BHT utilisés, ont montré un effet antiradicalaire plus
puissant que la plupart des extraits, les valeurs d’IC50 de ces standards sont de 2,43 + 0,03
et 3,55 £ 0,02 ug ml-1, respectivement.

D’apres les résultats représentées dans la figure 25, on observe qu’a une
concentration de 1mg /ml, les extraits MeOH et AcOEt de T. microphylla ont montré la
capacité inhibitrice la plus élevée avec des valeurs de 1C50 de 15,80 + 0,40 pug ml-1 et de
17,80 £+ 0,35 pg ml-1, respectivement. L'extrait Aq s'est révélé étre le plus faible dans le
piégeage des cations de radicaux ABTS « + (IC50 de 31,10 £ 0,71 pg ml-1).
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Dahamna et al. (2015) ont également étudié ’effet antioxydant des extraits Aq et
éthanoliques préparés a partir des feuilles et des fleurs de T. microphylla, les valeurs IC50

sont de 1’ordre de 0,39 et 0,67 pg/ml obtenues pour les deux extraits respectivement.
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Figure 25: Pourcentage d’inhibition du radical ABTS" des différents extraits de la partie

aérienne de T.microphylla.

Concernant A. judaica subsp. sahariensis L. et toujours selon le test ABTS et la
valeur IC50, le potentiel de piégeage des radicaux libres le plus élevé a été trouvé dans les
extraits MeOH et AcOEt a une concentration de 1mg/ml, avec des valeurs de IC50 de
15,07 + 0,16 pg ml-1 et 18,09 + 0,19 ug / ml, respectivement. L'extrait Aq présente
I'activité la plus faible (IC50 de 27,23 £ 0,17 pug / ml). Les contrbles positifs Trolox et
BHT ont un effet plus important (IC50 de 2,43 + 0,03 pg mi-1 et 3,55 + 0,02 pg / ml),
respectivement (Figure26). Dans le méme systeme de test, les valeurs de 1’'IC50 se sont
avérées étre de 55 et 132 ug / ml dans des extraits des parties aériennes de A. sieberi
(Irshaid et al., 2014 ).
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Figure 26 : Pourcentage d’inhibition du radical ABTS" en fonction des concentrations des

différents extraits de la partie aérienne de Artemisia judaica.

5.1.4. Mesure du pouvoir réducteur du fer

Plusieurs études antérieures ont montré que le pouvoir réducteur d’un composé¢ peut
servir comme un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle, son
principe est basé sur la capacité d’un composé a céder un électron

La présence des reéducteurs dans les extraits des plantes induit la réduction de
Fe3+/complexe ferricyanide a la forme ferreux. Par conséquent, Fe2+ peut étre évalué en
mesurant et en surveillant 1’intensité de la densité de la couleur bleue dans le milieu
réactionnel a 700 nm (Chung et al., 2002).

Dans notre travail, nous avons opté pour tester les différents extraits de la partie
aérienne des deux plantes étudiées. Les valeurs obtenues ont permis de tracer un
histogramme pour chaque extrait. Comme pour I’activité antiradicalaire, la concentration
de I’échantillon (des acides phénoliques ou de standard) a un effet hautement significatif
sur le pouvoir réducteur.

Les résultats obtenus dans la figure 27 montrent la capacité de réduction de fer. Les
différents extraits présentent une faible activité comparée aux contréles positifs (BHA et
Trolox) utilisés comme antioxydants de référence, ils ont montré un fort pouvoir réducteur
de I'ion fer (CE50 de 3,01 = 0,02 et 4,89 £ 0,02 pg ml-1, respectivement). Nous constatons
que I'extrait MeOH de T. microphylla détient le meilleur pouvoir réducteur (CE50 de 30,44
+ 0,58 pg ml-1), suivi de I’extrait AcOEt (CE5S0 de 38,25 + 0,55 ug ml-1). La valeur de
CE50 la plus basse est enregistrée avec I’extrait Aq (CE50 de 43,89 + 0,02 pug ml-1).
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Benhammou et al. (2009) ont évalué le pouvoir réducteur de I’extrait aq obtenu a partir
des feuilles, la valeur de la CE50 trouvée est de 690 pg/ml.
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Figure 27: Mesure du pouvoir réducteur des différents extraits de la partie aérienne de

Thymelaea microphylla.

Concernant A.judaica, les résultats du pouvoir réducteur sont présentés dans la
figure 28. L’activité la plus élevée est notée pour I'extrait MeOH (CE50 de 35,19 + 0,15
ng / ml), suivie de AcOEt (CES0 de 43,90 = 0,81 png/ ml) et I’extrait Aq (CE50 de 57,52 +
0,04 ug / ml). Les standards positifs BHA et Trolox ont montré une CE plus importante
(CE50 de 3,01 = 0,02 et 4,89 + 0,02 pg / ml respectivement). Dans une étude de
Megdiche-Ksouri et al. (2015) concernant I’extrait méthanolique des parties aériennes de
A. campestris, I’activité réductrice trouvée est moins importante que celle de notre présente

étude
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Figure 28: Mesure du pouvoir réducteur des différents extraits de la partie aérienne de

Artemisia judaica.

Les résultats obtenus corroborent avec le fait que la capacité de réduction est
proportionnelle a I’augmentation de la concentration des échantillons (Ozturk et al.,
2007).

Selon Hinneburg et al. (2006), le pouvoir réducteur d’un extrait peut étre lié a la
capacité des substances a transférer des électrons dans le milieu réactionnel. Par contre,
I’activité scavenger d’un extrait peut étre attribuée a la structure de ses composés actifs qui
déterminent leur capacité a céder un proton (Guelcin et al., 2004) ce qui pourrait étre a
’origine des résultats observés.

L'attribution exacte de la capacité antioxydante a un composé ou un petit groupe de
composants dans un extrait de plante est une tache difficile, puisque l'activité efficace
dépend de plusieurs facteurs tels que la concentration, les formes isomériques et
I'interaction synergique avec d'autres composants (Almela et al., 2006). Les extraits
obtenus en utilisant des solvants de haute polarité semblent considérablement plus
efficaces que ceux obtenus en utilisant des solvants de basse polarite.

La polarité des solvants change la capacité de dissoudre un groupe choisi de
composés antioxydants, ce qui influe I’évaluation de I’activité anti-oxydante (Hayouni et
al., 2007 ; Turkmen et al., 2007). La majorité des travaux publiés portant sur les plantes
choisies pour cette étude se limitent a 1’évaluation de la capacité antioxydante des huiles
essentielles. Trés peu de travaux sur 1’activité antioxydante des extraits non volatils ont été

rapportés dans la littérature.
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L'effet antioxydant des extraits ACOEt, MeOH et Aqg est probablement di a la
présence de groupes hydroxyles dans la structure. Des études antérieures ont montré qu'une
augmentation du nombre de groupes OH dans la structure chimique des composés
phénoliques les rend adaptés aux réactions de piégeage des radicaux libres (Zhu et al.,
2010). En outre, la disposition des groupes OH autour de la structure phénolique est
également nécessaire pour les réactions de piégeage de radicaux (Moure et al., 2001).

Les résultats de cette étude préliminaire montrent que les tests utilisés pour
I’évaluation de I’activité antioxydante sont en bonne corrélation. On constate la méme
relation entre les valeurs issues des quatre tests. En effet, les extraits qui possédent les
meilleurs pouvoirs piégeurs vis-a-vis des radicaux libres (DPPH et ABTS+) montrent
également les meilleures capacités réductrices du Fe **Cela témoigne visiblement de la
présence dans nos extraits des molécules antioxydantes pouvant intervenir par deux types
de mécanisme réactionnel. Il est a signaler que les réactions mises en jeu peuvent différer
d’un test & Pautre. Pour le test PR (pouvoir réducteur), il s’agit d’une réduction du Fe **
donc basé exclusivement sur un transfert d’¢lectrons. Concernant les tests DPPH et
ABTS+, ces deux radicaux peuvent étre neutralisés soit par réduction directe via des
transferts d'électrons ou par balayage radicalaire via un transfert d’un atome d’hydrogene
(Kassi et al., 2020).

Le potentiel antioxydant des extraits bruts de la plante T. microphylla mesuré par le
dosage CAT, DPPH, ABTS™, FRAP est présenté dans le tableau 19.
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Tableau 19. Activité antioxydante des extraits de T. microphylla par différentes méthodes.
Extraits CAT DPPH’ ABTS™ PRA
(MgEAGg™ ES)BF ICso(pgmL 1B ICso(pgmL1)BC CEso (ugmL™)BP
Acétate 186.75+ 0.69° 9.86+ 0.11° 17.80+ 0.35° 38.25+ 0.55°
d’éthyle
Méthanol 226.40% 1.15 7.50+0.21° 15.80+ 0.40° 30.44+ 0.58"
Aqueux 204.76 + 0.76° 12.80 +0.23° 31.10 £ 0.71° 43.89 + 0.02°
Quercétine® - 4.67 +0.03" n.t. n.t.
Acide - 5.16 + 0.03%° n.t. n.t.
ascorbique”®
BHTA - 5.32 +0.02° 3.55 + 0.02¢ n.t.
BHA” - n.t. nt. 3.01 +0.02°
Trolox* - n.t. 2.43+0.03" 4.89 +0.02°

A Composés utilisés comme contréle positif.

B Erreur standard de la moyenne de trois essais.

€ : Concentration d’extrait nécessaire pour diminuer 50% du taux des radicaux libres.

D - Concentration efficace a laquelle I'absorbance est égale & 0,5.

n.t. : non testé.

a-c : Différences dans les colonnes (les échantillons non connectés par la méme lettre sont statistiquement différents a p <0,05).

E : Capacité antioxydante totale (CAT) exprimée en mg d'équivalent d'acide gallique g-1 d'extrait sec (mg EAG/g de ES)

a-e : Différences dans les colonnes (les échantillons non connectés par la méme lettre sont statistiquement différents & p <0,05).
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Le potentiel antioxydant des extraits bruts de la plante A. judaica mesuré par le
dosage CAT, DPPH, ABTS™, FRAP est présenté dans le tableau 20.

Tableau 20. Activité antioxydante des extraits de A. judaica subsp. sahariensis L. par

différentes méthodes.

Extraits DPPH ABTS™ PRA

(mg EAG/g ES)®®  ICso (ng/mL)®C  1Cs (ng/mL)®>C  CEso (ug/mL)>°
Acétate d’éthyle 261.06 + 0.19° 11.62 + 0.31° 18.09+0.197  43.90 +0.81°
Méthanol 339.63 +0.72° 10.23 + 0.09° 15.07 +0.16°  35.19+0.15
Aqueux 247.24 + 0.29° 15.67 + 0.18° 27.23+0.17°  57.52 +0.04°
Quercétine”® - 4.67 +0.03° n.t. n.t.
Acide - 5.16 + 0.03" n.t. n.t.
ascorbique”®
BHTA - 5.32 + 0.02° 3.55 +0.02¢ n.t.
BHA” - n.t. n.t. 3.01 +0.02¢
Trolox® - n.t. 2.43 +0.03° 4.89 +0.02°

A: Composés utilisés comme contrdle positif.

B - Erreur standard de la moyenne de trois essais.

€ : Concentration d’extrait nécessaire pour diminuer 50% du taux des radicaux libres.

D': Concentration efficace & laquelle I'absorbance est égale & 0,5.

a-c : Différences dans les colonnes (les échantillons non connectés par la méme lettre sont statistiquement
différents a p <0,05).

E . Capacité antioxydante totale (CAT) exprimée en mg d'équivalent d'acide gallique g-1 d'extrait sec (mg
EAG/g de ES)

n.t. : non testé.

a-e : Différences dans les colonnes (les échantillons non connectés par la méme lettre sont statistiquement
différents a p <0,05).

5.1.5. Inhibition du blanchiment du B-caroténe/ acide linoléique

Le pourcentage d’inhibition de [Dactivité antioxydante par le systeme f-
carotene/acide linoléique est proportionnel a la concentration. Tous les extraits des plantes
inhibent le blanchiment du B-caroténe a différentes valeurs par le piégeage des radicaux

libres.
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La Figure 29 montre le changement d'absorbance du [B-caroténe a 490 nm en

présence des extraits de T. microphylla, BHT et du contrdle négatif.
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Figure 29: Changement d'absorbance du -carotene a 490 nm en présence d'extraits
de T. microphylla, BHT et du contrdle négatif.
Les résultats sont exprimés en tant que moyenne + erreur standard de la moyenne des
mesures en triplicata.
La figure 30 illustre les différents pourcentages d’inhibition du blanchiment du 3
carotene a différentes concentrations, en présence des extraits de T.microphylla, de BHT et
d'un contréle négatif.
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Figure 30: Activité antioxydante relative des extraits de T. microphylla, BHT et contréle

négatif.
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Les résultats sont exprimés en tant que moyenne + erreur standard de la moyenne des
mesures en triplicata p <0,05.
La Figure 31 montre le changement d'absorbance du p-caroténe a 490 nm en

présence des extraits de Artemisia judaica, BHT et du contrdle négatif.
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Figure 31 : Changement d'absorbance du B-caroténe a 490 nm en présence des extraits de
Artemisia judaica, BHT et du contrdle négatif. Les résultats sont exprimés en tant que

moyenne * erreur standard de la moyenne des mesures en triplicata.

La figure 32 illustre les différents pourcentages d’inhibition du blanchiment du 3
carotene a différentes concentrations en présence d'extraits de A. Judaica subsp.

sahariensis L., de BHT et d'un contr6le négatif.
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Figure 32 : Activité antioxydante relative des extraits de A. Judaica subsp. sahariensis
L..BHT et contrble négatif. Les résultats sont exprimeés en tant que moyenne + erreur

standard de la moyenne des mesures en triplicata p <0,05.
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La capacité d'inhibition suit la méme trajectoire que celle des méthodes citées ci-
dessus. L'antioxydant standard BHT a montré la capacité d'inhibition la plus élevée
(Figure30). On peut voir sur la figure 29 que l'extrait MeOH de A. Judaica (riche en
composés phenoliques et en flavonoides) est plus actif que les autres extraits avec une
inhibition de 80,54%.

La capacité d'inhibition mesurée dans I'extrait d'acétate d'éthyle de T. microphylla
aprés 48 h est meilleure que celle des extraits MeOH et Ag (figure 31). Cependant,
I'antioxydant synthétique BHT présente la plus grande capacité d'inhibition a 48 h. Par
ailleurs, on peut voir sur la figure 32 que I'extrait le moins polaire AcOEt (81,59%) est
plus actif que les extraits polaires MeOH (53,70%) et Aq (22,61%). En outre, la forte
activité enregistrée dans l'extrait AcOEt peut s'expliquer par la présence élevée de
kaempférol et d'apigénine dans cet extrait. D’aprés Sharififar et al. (2009), ces deux
composés phénoliques inhiberaient 'oxydation du B-carotene.

Il est relativement difficile de comparer les résultats de ce test avec ceux de la
littérature. En effet, il existe une assez grande variation dans le choix des solvants
d’extraction et dans celle de la méthode de mesure de I’activité antioxydante.

Selon Frankel et Meyer (2000), le test de blanchiment du B caroténe est similaire a
un systeme d’émulsion de lipides dans 1’eau. Ces deux auteurs ont proposé que les
antioxydants apolaires montrent des propriétés antioxydantes car ils sont concentrés au
sein de I’interface lipide-eau, permettant ainsi la prévention de la formation des radicaux
lipidiques et I’oxydation du B caroténe. Alors que les antioxydants polaires restent dilués
dans la phase aqueuse et sont ainsi moins efficaces dans la protection des lipides.

Selon Ferreria et al. (2006), le test d’inhibition de 1’oxydation de I’acide linoléique
couplée a celle du B -caroténe parait tres utile comme un modéle mimétique de la
peroxydation des lipides dans les membranes biologiques.

D'une facon générale, le comportement antioxydant des composés dans les
émulsions n'a pas encore été completement expliqué (Schwarz, 2000). Les extraits bruts
obtenus a partir des deux plantes T.microphylla et A.judaica représentent un mélange de
composés différents, principalement apolaire pour les extraits AcCOEt et polaire pour les
extraits MeOH et Aqg.
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5.2. Activite inhibitrice de ’AChE : méthode bioautographique au Fast Blue B

L’activité inhibitrice de 1’enzyme est absente pour tous les extraits de la partie
aérienne des deux plantes testees.

Djermane et al. (2020) ont trouvé que les extraits de Thymelaea hirsuta présentent
une inhibition significative contre I’enzyme AChE.

Concernant 1’espéce Artemisia judaica, nos résultats sont en accord avec ceux
trouvés par Boutiti et Zellagui (2019).

Une étude a montré que ’extrait éthanolique de cette plante possede une activité
inhibitrice contre cette enzyme chez les pucerons a forte concentration (Owokotomo et al.,
2015). Ces auteurs expliquent que I’inhibition de I'AChE est certainement due a la
présence predominante de sesquiterpenes dans les extraits.

D’autres recherches ont prouvé que certains flavonoides peuvent fortement inhiber
I’enzyme AChE (Uriarte-Pueyo et Calvo, 2018); cela indique que nos extraits sont

pauvres en certains types de flavonoides.

5.3. Evaluation du pouvoir antimicrobien des extraits de plantes
5.3.1. Méthode de diffusion sur disque

Les trois extraits de T. microphylla et A. judaica sont testés pour leurs effets
antibactériens contre les souches standard de S. aureus, E. coli, P. mirabilis, P. vulgaris, P.
aeruginosa et K. pneumoniae. L’effet des antibiotiques utilisés comme témoins positifs et
les diamétres des zones d’inhibition pour chaque souche sont représentés dans les tableaux

21et 22, de méme que les résultats obtenus sur nos extraits.
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Tableau 21. Activité antibactérienne des extraits de T.microphylla estimée par le diametre d'inhibition (mm).

Extraits S.aureus® E.coli® P.mirabilis® P.vulgaris® P.aeruginosa®
Acétate d’éthyle 14.00 +0.58° n.a. n.a. 14.00 n.a.
+0.58°
Méthanol 26.67 n.a. 7.33 20.67 n.a.
+0.67° +0.33° +0.67°
Aqueux 36.00 n.a. n.a. n.a. n.a.
+0.58°
Oxacilline® n.a. n.a. 29.33 n.a. n.a.
+0.33°
Gentamicine”® 37.33 8.67 n.a. 24.33 n.a.
+0.67° +0.33° +0.33°
Ampicilline® n.a. n.a. n.a. n.a. 7.33
+0.33

K. pneumoniae : n.a pour I’ensemble des extraits.

A composés utilisés comme controle positif.
B - Erreur standard de la moyenne de trois répétitions.
n.a.: non actif.

. Différences au sein des colonnes (les échantillons non reliés par la méme lettre sont statistiquement différents a p <0,05).
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Tableau 22. Activité antibactérienne des extraits de A. judaica estimée par le diametre

d'inhibition (mm).

Extraits
S.aureus®  E. coli® P.mirabilis®  P.vulgaris®  P.aeruginosa®

Acetate d’éthyle  21.00 19.67 10.67 n.a. 11.00
+1.00°% +0.67° +1.20° +0.58%

Méthanol 16.33 13.67 19.67 19.00 +0.00? 12.67
+0.67° +0.33° +0.88° +0.33°

Aqueux n.a. 11.33 n.a. 22.33 +0.67° n.a.

+0.88"
Oxacilline® n.a. n.a. 29.33 n.a. n.a.
+0.33°

Gentamicine® 37.33 8.67 n.a. 24.33 £0.33° n.a.
+0.67° +0.3°

Amoxicilline® n.a. n.a. n.a. n.a. 7.33

+0.33°

K. pneumoniae : n.a pour I’ensemble des extraits.

A Composés utilisés comme contrdle positif.

B Erreur standard de la moyenne de trois répétitions.

n.a.: non actif.

¢ Différences au sein des colonnes (les échantillons non reliés par la méme lettre sont statistiquement
différents a p <0,05).

La figure 33 illustre les zones d’inhibition des extraits actifs de T. microphylla
relatives aux souches sensibles. Nous remarquons que la majorité des extraits testés n’ont
aucun effet inhibiteur envers la croissance de toutes les souches microbiennes testées et
ceci a une concentration de 10 pug/ml. La nature du solvant, la méthode d’extraction ainsi
que la quantité des extraits mise dans les disques pourraient étre a I’origine de ces résultats.

Par ailleurs, tous les extraits de T. microphylla présentent des zones d'inhibition
contre S. aureus avec une activité élevée pour I'extrait Aq (diamétre inhibiteur de 36,00 +
0,58 mm) par rapport a l'antibiotique gentamicine (diamétre inhibiteur de 13,00 + 0,00
mm) (Tableau 21). Une activité antibactérienne s’est manifestée avec les extraits AcOEt et
MeOH contre P.vulgaris (inhibition du diametre de 14,00 + 0,58 et 20,67 + 0,67 mm,

respectivement). L'extrait MeOH est également actif contre P. mirabilis avec une
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inhibition du diamétre de 7,33 £ 0,33 mm. Cependant, tous les extraits sont inactifs contre
E. coli et P. aeruginosa.

Nos résultats sont en concordance avec les travaux de Ghanem et al. (2014) qui ont
montré 'inactivité des extraits AcOEt des deux parties (aériennes et racines) contre les
deux souches a Gram - Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa et ceci quel que soit
le dosage, et de méme 1’activité a I'égard de la souche a Gram + Staphylococcus aureus.

Contrairement a Bounab et al. (2018) qui ont observé une activité de I’huile
essentielle de T. microphylla contre E. coli, par contre aucune activité n’a été enregistrée
contre P. aeruginosa et Staphylococcus aureus.

Nous avons constaté qu’aucune activité¢ n'a ét¢ mise en évidence pour les extraits
contre K. pneumoniae. De plus, Dahamna et al. (2015) ont signalé une activité
antibactérienne négative contre E. coli et P. aeruginosa pour les extraits aqueux et
éthanoliques des feuilles et des fleurs de T. microphylla.

Parallelement, Noman et al. (2015) ont étudié ’activité antibactérienne de 1’extrait
dichlorométhane préparé a partir des parties aériennes de T.microphylla contre S. aureus,
le diametre de la zone d’inhibition était de 10,25 mm.

La Figure 34 montre les zones d’inhibition des extraits actifs de Artemisia judaica
relatives aux souches sensibles.

Concernant I’activité antibactérienne in vitro des extraits de A. Judaica subsp.
sahariensis L. contre les souches bactériennes, les résultats obtenus (tableau 22) illustrent
que les extraits de la plante sont actifs contre les souches bactériennes avec des zones
d'inhibition comprises entre 10,67 + 1,20 et 22,33 + 0,67 mm. L'activité la plus importante
a été observée contre P. vulgaris pour I'extrait Aq dont le diamétre de la zone d'inhibition
est de I'ordre de 22,33 + 0,67 mm. L'activité la plus faible a été observée contre P.
mirabilis pour I'extrait ACOEt dont le diamétre de la zone d'inhibition est de 1’ordre de
10,67 £ 1,20 mm. En revanche K. pneumoniae est la plus résistante aux antibiotiques
testés. En effet, cette souche a une résistance a de nombreux antibiotiques (Nascimento et
al., 2000). En outre, I'extrait AcOEt est inefficace contre P. vulgaris, alors que l'extrait Aq
est efficace uniquement contre E. coli et P. vulgaris. Cependant, E.coli est une bactérie
hautement résistante aux antibiotiques, mais s'est révélée sensible a I’action de I’extrait
MeOH (13.67 + 0.33 mm) et I’extrait AcOEt (19.67 + 0.67 mm). P. aeruginosa se révele
parmi les plus résistantes, cela est lié a leur grande capacité a développer des résistances
vis-a-vis de nombreux agents antimicrobiens, d’ou leur implication fréquente dans les

infections hospitalieres (Mann et al., 2000). Cependant quelques zones d’inhibition
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modérées avec 1’extrait MeOH (12.67 + 0.33 mm) et I'extrait AcCOEt (11.00 £ 0.58 mm) de
A .judaica (tableau 22) sont enregistrées avec cette souche.

Huang et al. (2005) ont montré dans son étude que I'extrait MeOH de A. anomala a
une grande activité antibactérienne contre les cing bactéries testées S. aureus, E. coli, B.
subtilis, S. typhi, P. vulgaris. L’extrait MeOH est tres actif vis-a-vis les bactéries a Gram -.

La présente étude a montré que l'activité antibactérienne de Artemisia judaica a éte
plus prononcée contre les bactéries Gram+ que les bactéries Gram-. Ce résultat est en
accord avec de nombreuses études effectuées sur d'autres espéces végétales (Saidana
et al., 2008).

Par ailleurs, Mohammed et al. (2022) ont montré que toutes les souches
bactériennes testées (bactéries Gram + et bactéries Gram-) sont susceptibles vis-a-vis de
I’huile essentielle de Artemisia judaica excepté P. aeruginosa.

Suite a une étude réalisée par Bencheqroun et al. (2012) sur le pouvoir
antimicrobien des différents extraits bruts, la concentration de 1/3000 v/vde I’huile
essentielle de Artemisia mesatlantica est suffisante pour arréter la croissance de Bacillus
subtilis (Gram +) qui s’est montrée la plus vulnérable a cette huile essentielle, suivi du
Staphylococcus aureus (Gram +) et de Escherichia coli (Gram -) qui ont été inhibés a
partir de la concentration minimale de 1/2000 v/v.

Il apparait que la souche Staphylococcus aureus (Gram +) est la bactérie la plus sensible
par comparaison avec les autres souches ; ceci peut étre attribué a la différence de la
structure entre les bactéries Gram + et les bactéries Gram -. En effet, la paroi cellulaire des
bactéries Gram + est constituée par une seule couche alors que la paroi cellulaire du Gram

- a une structure multicouche liée par une membrane cellulaire externe.
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P.vulgaris P.mirabilis

S.aureus

Figure 33: Zones d’inhibition des extraits actifs de T. microphylla & une concentration de

(1mg/ ml™") relatives aux souches sensibles.

AcOEt : extrait d’acétate d’ethyle, MeOH : extrait du méthanol, Aq : extrait aqueux, DMSO :

diméthylsulfoxyde (contréle négatif).
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S.aureus E.coli

(20120051

P.aeruginosa P.vulgaris

Figure 34: Zones d’inhibition des extraits actifs de Artemisia judaica a une concentration de

(1 mg/ mI™") relatives aux souches sensibles.
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5.3.2. Meéthode de micro-dilution en milieu liquide

D’apres Basli et al. (2012), le seuil d’efficacité ou la concentration minimale
inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible concentration d’antimicrobien
capable d’inhiber toute croissance bactérienne.

Les CMI des extraits les plus actifs constatés lors de 1’étude en milieu solide, dont
les diamétres d’inhibition sont supérieurs ou égaux a 10 mm (choix arbitraire), sont

obtenues par la méthode de microdilution en milieu gélosé.

Tableau 23. Valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI exprimeée en %)
des différents extraits de T.microphylla (dont les diameétres des zones d’inhibitions sont

> 12mm) relatives aux bactéries testees.

Extraits AcOEt MeOH Aq
Concentrations o o o o o o o o o o o
o1 = o o N = o N = o
% o R o & R R R
(6)] (6] (6]
Bactéries
S.aureus - - + + - - - + - - - +
E.coli I / / / / / / / / / /
P.mirabilis -+ + + / / / / / / / /
P.vulgaris - - + + - - - + / / / /
P.aeruginosa [ / / / / / / / / / /

AcOEt : extrait d’acétate d’éthyle, MeOH : extrait du méthanol, Aq : extrait aqueux

(+) : Croissance, (-): Pas de croissance, (/): Non testé
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Tableau 24. Valeurs des concentrations minimales inhibitrices (CMI exprimée en %)
des différents extraits de Artemisia judaica (dont les diamétres des zones d’inhibitions

sont > 12 mm) relatives aux bactéries testées.

Extraits AcOEt MeOH Aq
o o o e © o o e o o o o
. Ul ) = o o (S = o ol N = o
Concentrations o1 5 = o1 e 8 o1 52 =
(6} (6] o1
%
Bactéries
S.aureus - - - + - - - + / / / /
E.coli - - - + - - + + - - + +
P.mirabilis -+ + + - - - + / / / /
P.vulgaris [ / / - - - + - - - +
P.aeruginusa -+ + + -+ + + / / / /

AcOEt : extrait d’acétate d’éthyle, MeOH : extrait du méthanol, Aq : extrait aqueux

(+) : Croissance, (-): Pas de croissance, (/): Non testé

D’aprés les résultats obtenus dans les tableaux 23 et 24, nous remarquons que
cette méthode confirme les résultats obtenus avec la méthode de diffusion sur disque.
Les extraits ont révelé des activités antibactériennes variables contre les differentes
especes bactériennes testées.

On note pour la partie aérienne de la plante T.microphylla une inhibition avec
I’extrait MeOH sur P.mirabillis & une concentration égale a 0,5 %.

Tandis que la plus faible concentration 0,125 % est trouvée chez S. aureus ATCC
25923 en utilisant I’extrait MeOH et I’extrait Aq et pour P.vulgaris avec [’extrait
MeOH (tableau 23).

Concernant la partie aérienne de la plante A.judaica, E. coli est inhibée a une
concentration égale a 0,25 % avec I’extrait MeOH et I’extrait Aq contrairement a S.

aureus et P.vulgaris qui paraissent les plus sensibles (Tableau 24).
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Par ailleurs, une concentration minimale de 0,5 % est détectée pour P.aeruginosa
avec I’extrait AcOEt et ’extrait MeOH, il en est de méme pour la bactérie P. mirabilis
avec 1’extrait ACOEL.

La plus faible concentration 0,125 % est trouvée chez S. aureus en utilisant
I’extrait MeOH et ’extrait Aq, E. coli avec I’extrait AcOEt et P.vulgaris avec 1’extrait
MeOH et I’extrait Aq et P. mirabilis avec I’extrait MeOH. Pour les bactéries S. aureus
ATCC 25923 et P.vulgaris une concentration de 0,25 % a été détectée avec ’extrait
AcOEt.

Les résultats peuvent étre interprétés que les bactéries Gram + sont plus sensibles
que les bactéries Gram- car la disposition architecturale de la paroi cellulaire des
bactéries Gram + est moins complexe que celle des bactéries Gram +. Cette différence
structurelle peut rendre les bactéries Gram + plus sensibles (Zeragui et al., 2019). Le
mécanisme des effets antimicrobiens des polyphénols est sans doute tres complexe.
Parmi les hypothéses avancées, on cite I’inhibition des enzymes extracellulaires
microbiennes, la séquestration de substrat nécessaire a la croissance microbienne ou la
chélation de métaux tels que le fer (Milane, 2004).

La différence légere dans la sensibilité des souches aux extraits Ag et alcoolique
peut étre expliquée par la dissimilitude dans leur composition, 1’alcool permettant une
meilleure extraction des composés moins polaires comme quelques dérivés terpéniques
(Ali Emmanuel et al., 2002).

Selon Shelef (1983) et Darmadji et al. (1994), la majorité des composés
végétaux ayant une activité antimicrobienne sont des polyphénols ayant un effet
inhibiteur sur plusieurs espéces bactériennes.

L’activité antibactérienne due aux polyphénols pourrait étre aussi liée au degré
d’oxydation de ces composés. En effet, les polyphénols sont des composés trés
susceptibles d’auto-oxydation en présence de 1’oxygéne de I’air. Cette oxydation se
traduit par une polymeérisation des monomeres tels les monomeres de flavonoides pour
donner des polyméres de poids moléculaires élevés qui sont important dans I’activité
antimicrobienne des polyphénols, (Karou et al., 2005). L’activité antibactérienne des
huiles essentielles ainsi que leur mode d’action sont directement influencées par la
nature et la proportion de leurs constituants qui entrent dans leur composition. Les
composés majoritaires sont souvent responsables de 1’activité antibactérienne observée.
De méme, I’activité antibactérienne de ces extraits peut s'expliquer par la présence de

différents constituants
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phytochimiques de nature polyphénolique, notamment les flavonoides, les biflavonoides

et les coumarines.
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Conclusion et perspectives

Le présent travail a pour but 1’étude phytochimique et biologique de deux plantes
médicinales sahariennes : Thymeleae microphylla de la famille des Thymelacées et
Artemisia judaica subsp sahariensis L de la famille des Astéracées, choisies sur la base de

leurs usages traditionnels.

L’objectif a été d’apporter des éléments pour la valorisation de certaines propriétés
des plantes étudiées, I’identification de leurs principes actifs et la mise au point des
méthodes de dosages et d’évaluation des activités antioxydantes et antimicrobiennes.

Pour cela, nous avons effectué au préalable un criblage phytochimique des différents
groupes de métabolites secondaires contenus dans les deux espéces en question. Les
plantes étudiées sont plus ou moins riches en métabolites secondaires ce qui laisse prévoir
des activités pharmacologiques intéressantes, il s’agit essentiellement de flavonoides,

polyphénols, saponines, coumarines et tanins.

L’identification chromatographique menée sur les extraits des deux especes a permis
de caracteériser les principaux composés phénoliques pour la plante T. microphylla ; treize
composées phénoliques sont identifiés six flavonoides, six acides phénoliques,et un
diphénol avec le kaempférol 3-O-rutinoside et l'acide trans-3-hydroxycinnamique en tant
que composés principaux parmi les composés phénoliques quantifiés. En outre, le
flavonoide kaempférol 3-O-rutinoside est identifié dans tous les extraits. De méme pour la
plante de A. Judaica subsp, onze composeés sont identifiés (quatre flavonoides, cing acides
phénoliques et deux stilbénes avec le kaempférol, le resvératrol 3 -O- glucoside, le
resvératrol, l'acide trans-3- hydroxycinnamique et l'acide para-coumarique en tant que
composés principaux. De plus, le flavonoide kaempférol est identifié dans tous lesextraits,

c’est le flavonol le plus dominant dans I’extrait AcOEt.

Afin de quantifier les extraits préparés a partir des parties aériennes des deux plantes
A.judaica et T.microphylla, une analyse quantitative déterminée par des techniques
spectrophotométriques UV-visible basée sur le dosage des polyphénols totaux, des
flavonoides et des tanins a été effectué. La raison principale pour le choix de ces
substances réside dans le fait que la majorité des propriétés antioxydantes des plantes leurs

sont attribuées.
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Nous avons observé que les teneurs les plus élevées de polyphénols, flavonoides et
tanins ont été trouvees dans l'extrait MeOH pour les deux espéces.

Les activités antioxydantes ont été déterminées, in vitro, a travers les tests
d’évaluation suivants : capacité antioxydante totale (CAT), piégeage du radical libre
DPPH, réduction de fer, I’activité inhibitrice du radical ABTS+, et le blanchiment du B-
caroténe. Nous avons constaté que I'extrait MeOH de T. microphylla et A. judaica subsp a
le meilleur pouvoir réducteur. Concernant A. judaica subsp la capacité d'inhibition la plus

importante est mesurée dans I'extrait d'acétate d'éthyle.

En outre, I’activité inhibitrice de I’enzyme acétylcholinestérase est négative pour

tous les extraits de la partie aérienne des deux plantes testées.

Dans une autre partie, les extraits des deux plantes ont également été soumis a un
criblage pour une possible activité antimicrobienne contre les souches standard de S.
aureus, E. coli, P. mirabilis, P. vulgaris, P. aeruginosa et K. pneumoniae, en employant la
méthode de diffusion sur disque et la méthode de microdilution en milieu liquide. Nous
avons constaté que tous les extraits de T.microphylla présentent des zones d'inhibition
contre S. aureus avec une activité élevée pour l'extrait Aq ; une activité antibactérienne
s’est manifestée avec les extraits AcOet et MeOH contre P.vulgaris. L'extrait MeOH est
également actif contre P. mirabilis. Cependant, tous les extraits sont inactifs contre E. coli
et P. aeruginosa. Concernant 1’activité antibactérienne in vitro des extraits de A. Judaica
subsp. sahariensis L. les résultats obtenus illustrent que l'activité la plus importante a été
observée contre P. vulgaris pour l'extrait Ag. En revanche K. pneumoniae est la plus
résistante aux antibiotiques testés, En outre, l'extrait AcOEt est inefficace contre P.
vulgaris, alors que l'extrait Aq est efficace uniquement contre E. coli et P. vulgaris. Les
CMI ont été déterminées a partir des extraits les plus actives en milieu gélosé. De méme,
une tendance aeté montré indiquant que les extraits les plus riches en polyphénoles
présentent les des activités antimicrobiennes les plus élevés.

L’ensemble de ces résultats a permis d’évaluer les activités antioxydantes et
antimicrobiennes des plantes choisies et de sélectionner les familles des composés

phénoliques d’intérét biologique afin de mieux connaitre, de valoriser et d’utiliser
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ces ressources dans le domaine thérapeutique. Pour plus d’efficacité, de nombreuses
perspectives sont envisagées :

Compleéter ce travail par la purification et I’identification de diverses molécules
isolées en utilisant des techniques chromatographiques,  spectrales et
spectrophotometriques.

Détermination de 1’activité antiproliférative des extraits de ces plantes sur les cellules
cancereuses.

L’étude de la toxicité de ceux-ci sur différentes lignées cellulaires in vitro et sur des
modeles utilisant des animaux afin de déterminer la dose thérapeutique et les doses létales

Tester les activités anti-inflammatoire et antidiabétique des deux plantes ; ces
activités biologiques répondent aux usages majeurs des plantes selon notre enquéte

ethnobotanique.
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1. Temps de rétention des standards utilisés dans I’analyse par HPLC-DAD-

uv
Standards Temps de rétention
Acide gallique 3,67
Acide tannique 3,69
Acide protocatéchique 4,16
Catéchine hydrate 4,24
Acide 3 ,4-dihydroxybenzoique 4,33
Acide gentisique 5,48
Acide caféique 5,56
Acide vanillique 6,02
Résorcinol 6,12
Epicatéchine 6,38
Acide chlorogénique 16,258
Gallate de méthyle 6,68
Lutéoléine 42,832
Résorcinol 11,187
Acide p-coumarique 24,181
Myricétine 34,414
Acide sinapique 25,637
kaempferol 3-O-rutinoside 35,142
Acide syringique 19,306
Isoquercétine 30,975
Lutéoline 7-O glucoside 29,506
Apigénine 46,914
kaempférol 45,943
Acide Trans-cinnamique 38,548
Catéchine 14,756
Resvératrol 31,678
Acide trans 3-hydroxycinnamic 27,45
Polydatin resvératrol 3- O- glucoside 23,805
Flavonol 23,68
Flavonose 23,78
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Phytochemical profile of solvent extracts of Artemisia judaica subsp. Received 24 March 2018
sahariensis was determined and evaluated for biological activities.
The HPLC-UV-DAD analysis identified phenolic acids, flavonoids, HPLC-UV-DAD; biological
and stilbenes. The greatest amount of phenolics and flavonoids  ;ctiyities; phyiochemical
was found in the methanol extract followed by ethyl acetate screening; flavonoids; aerial
extract. The highest antioxidant and antimicrobial activities were part extracts

observed in the methanol extract followed by the ethyl acetate

extract.

KEYWORDS

Introduction

Artemisia is a member of Asteraceae that comprises about 1000 genera and
over 20,000 species.t! Artemisia judaica subsp. sahariensis is a perennial
fragrant small shrub with pubescent leaves, and inflorescence is a densely
branched panicle.>® The plant is an endemic species that grows in arid
regions, commonly in the Hoggar Mountains, Sahara of Algeria; it is called
“Tehereglet” in Tamahaqg and “Shih” in Arabia.

The aerial parts of A. judaica subsp. sahariensis are used as infusion and
decoction preparation by the local people in Hoggar for internal use to treat
helminthiases, digestive diseases (vomits, constipation, and colics), nervous dis-
eases, respiratory diseases, fever, jaundice, and dysmenorrhea; the powder of
aerial parts is used for treatment of allergies, mycosis, wounds, and dandruff.["®!

The essential oil present in the extract of this subspecies has been
studied', and several compounds have been characterized in A. judaica
including cirsimaritin, trans-ethyl cinnamate, and piperitone.®°! Numerous
biological activities were highlighted from various extracts of A. judaica, such
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as anti-inflammatory, antioxidant, antibacterial, antifungal, antiangiogenic,
insecticidal and antifeedant activities.®®! The aim of this study was to
determine the phytochemical profile of solvent extracts from aerial parts of
A. judaica subsp. sahariensis and to evaluate the antioxidant and antibacterial
activities as part of a larger study on Algerian plants.!>*!

Materials and Methods
Chemicals and Reagents

n-hexane, ethyl acetate, ethanol, methanol, acetonitrile, chloroform, dimethyl
sulfoxide (DMSO), trifluoroacetic acid, trichloroacetic acid, sulfuric acid, gallic
acid, chlorogenic acid, syringic acid, para-coumaric acid, trans-3-hydroxycin-
namic acid, trans-cinnamic acid, ascorbic acid, linoleic acid, quercetin, kaemp-
ferol, catechin, apigenin, luteolin 7-O-glucoside, kaempferol 3-O-rutinoside,
resveratrol 3-O-glucoside, resveratrol, vanillin, B-carotene, potassium persul-
fate, potassium ferricyanide, ferric chloride, sodium phosphate, ammonium
molybdate, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2-azino-bis-3-ethylben-
zothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS), butylated hydroxyanisole (BHA), buty-
lated hydroxytoluene (BHT), trolox, tween 40, hydrogen peroxide, Mueller-
Hinton agar, ampicillin, oxacillin, and gentamicin were purchased from Sigma
(St. Louis, MO, USA). TLC silica gel 60 F254 aluminum plates were purchased
from Merck (Darmstadt, Germany). All chemicals used were of analytical
grade purchased from Sigma.

Plant Material

Plant materials were collected in March 2014 from Tamanrasset, Algeria,
identified at the Institut national de recherche forestiere, Tamanrasset,
Algeria and a voucher specimen (INRF.2014.6) deposited. The aerial parts
were dried in a well-ventilated room at 30°C and stored in the dark until use.

Extraction

The dried powder of aerial parts (100 g) was first defatted by n-hexane (600 mL)
at room temperature for 24 h three times, and then the residue was extracted
successively with ethyl acetate and methanol in the same way, filtered through
a filter paper. The organic solvent was removed under reduced pressure at 40°C,
to yield ethyl acetate and methanol extracts, respectively. For aqueous extract,
the dried powder of aerial parts (50 g) was extracted three times under reflux by
distilled water (500 mL) for 30 min. The extracts were filtered through filter
paper, combined and lyophilized to afford the aqueous extract.
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Phytochemical Analysis

Phytochemical analysis™*? was done to detect the presence of different plant
secondary metabolite classes.

Identification of Phenolic Compounds Using HPLC-UV-DAD

HPLC-UV-DAD analysis was performed on LC Agilent Technologies 1100
Infinity series (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) equipped with an
auto-sampler model 1100, a quaternary pump model 1100, and diode array
detector (DAD) model 1100. A C18 column (250 mm x 4.0 mm, 5 um,
Bischoff) was used for analysis. The mobile phase was composed of two
solvents: 0.025% trifluoroacetic acid in H,O and acetonitrile. The sample was
prepared at a concentration of 25 mg mL™ in methanol/H,O (1:1) and
filtered through a 0.45 um Millipore filter. The elution program at 1 mL
min~* was as follows: 10-50% B (0—40 min), 50—100% B (40—41 min), 100%
B (41-50 min), 100-10% B (50-55 min), and 10% B (55-59 min). The
injection volume was 25 pL and peaks were monitored at 280 nm. Peaks
were identified by congruent retention times and UV spectra and compared
with those of the standards. The contents of the identified compounds were

obtained from calibration curve with standards.

Quantification of Total Phenolic Content (TPC)

The total phenolic content (TPC) of extracts was determined.™!

Quantification of Total Flavonoid Content (TFC)

The total flavonoid content (TFC) of extracts was estimated.['”

Quantification of Total Condensed Tannin Content (TCTC)

Proanthocyanidins were measured using the modified vanillin assay.™ To 50
ML of suitably diluted samples, 3 mL of methanol vanillin solution (4%) and
1.5 mL of concentrated sulfuric acid were added. The mixture was let to stand for
15 min and the absorption measured at 500 nm against a methanol blank. The
amount of total condensed tannin was expressed as mg catechin equivalents
(CE) ¢! dried extract (DE). Each experiment was performed in three replicates.

Antioxidant Activities

DPPH’ Radical Scavenging Activity
The DPPH’ radical scavenging activity was measured as described.™®
Methanolic solution (05 pL) of each sample at five different concentrations
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was added to 915 pL of methanol and then 200 puL of DPPH solution was
added (0.022% in methanol). The mixture was incubated at room tempera-
ture in the dark, and the absorbance of the reaction mixture was measured at
517 nm after 30 min, against a blank of methanol without DPPH. The DPPH
solution without sample solution was used as control. Quercetin, ascorbic
acid, and BHT were used as reference compounds. Scavenging activity was
determined as®:

% Scavenging aCtiVity % 100 X 6Acomr0|_Asamp|ep=ACOmro|

The percentage of scavenging activity was then plotted against the anti-
oxidant concentration to obtain the amount of antioxidant necessary to
decrease the initial solution of DPPH by 50% (ICsp). Each experiment was
performed in three replicates.

ABTS™ Radical Cation Scavenging Activity

ABTS™ radical was produced by mixing 5 mL of 7 mM ABTS solution and 5 mL
of 2.45 mM potassium persulfate. The mixture was stored in the dark for 16
h and diluted with ethanol to get an absorbance of 0.7 at 734 nm. The reaction
medium comprised 950 puL of ABTS™ solution and 50 pL of each sample at
various concentrations. The mixture was homogenized and its absorbance
recorded at 734 nm after 6 min.*’J BHT and trolox were used as reference
compounds. ABTS scavenging ability was expressed as 1Cs, and the inhibition
percentage of ABTS'™* radical was calculated using the above formula.t®

Reducing Power Activity (RPA)

The ability of the plant extracts to reduce Fe®* to Fe?* was assayed.!*®! Sample
solutions at different concentrations were mixed with 2.5 mL of

0.2 M phosphate buffer (pH 6.6) and 2.5 mL of potassium ferricyanide
(1%). The mixture was incubated at 50°C for 20 min. Afterward, 2.5 mL of
trichloroacetic acid (10%) was added, and the mixture was centrifuged for 10
min at 1000 x g. Supernatant (2.5 mL) was mixed with distilled water
(2.5 mL) and 0.5 mL of ferric chloride solution (0.1%), and the absorbance
was measured at 700 nm. Higher absorbance of the reaction mixture indi-
cated greater reducing power. The ECs, value is the extract concentration at
which the absorbance was 0.5 for the reducing power and was calculated
from the graph of absorbance at 700 nm against the extract concentrations.
BHA and trolox were used as positive controls.

B-carotene/linoleic Acid Assay™

1 mg of B-carotene was dissolved in 2 mL of chloroform and introduced into
a flask containing 25 pL of linoleic acid and 200 mg of Tween 40. The
chloroform was completely evaporated using a vacuum evaporator. Then,
100 mL of hydrogen peroxide was added slowly with vigorous stirring.
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2.5 mL of this new solution was transferred into tubes and 350 pL of each
extract was added (1 mg mL™* in methanol); three repetitions were per-
formed for each extract. The test tubes were incubated in dark at laboratory
temperature. Two control tubes were also prepared by the same procedure,
one containing an antioxidant reference BHT (positive control) and the other
without antioxidant (negative control), where the sample was replaced by 350

ML of methanol. Absorbance was immediately measured at 490 nm. Other
readings were measured at different time intervals (2, 4, 6, 12, and 48 h). The
relative antioxidant activity (RAA) of the extracts after 48 h was calculated as:

RAA% Y40Abs48h sample=Abs48h BHTPx100

where Abs48h sample is the absorbance of the sample after 48 h and
Abs48h BHT is that of BHT after 48 h.

Determination of Total Antioxidant Capacity (TAC)

Total antioxidant capacity (TAC) of extracts was evaluated through the assay
of a green phosphate/Mo>* complex.” An aliquot (0.1 mL) of diluted
extracts was combined with 1 mL of reagent solution (0.3 N sulfuric acid,
28 mM sodium phosphate, and 4 mM ammonium molybdate). Methanol was
used as the blank. The tubes were incubated in a boiling water bath for 90
min. Then, the samples were cooled to room temperature, and the absor-
bance was measured at 695 nm against blank. TAC was expressed as mg
gallic acid equivalents (GAE) g™* DE. All samples were analyzed in triplicate.

Antibacterial Activity

Bacterial Strains

The extracts were individually tested against a panel of six bacteria species, one
Gram-positive (Staphylococcus aureus ATCC 25923) and five Gram-negative
(Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Proteus
mirabilis ATCC 12453, Proteus vulgaris ATCC 8427, and Pseudomonas aeru-
ginosa ATCC 27853). All the bacterial strains were obtained from the
Bacteriology Laboratory of Saidalgroup, SPA, Algiers, Algeria.

Disc Diffusion Method

Antimicrobial susceptibility testing was carried out by disc diffusion
method®! to assess the presence of antibacterial activities in plant extracts.
A bacterial culture (adjusted to 0.5 McFarland standard) was used to lawn
Mueller—Hinton agar plates evenly using a sterile swab. The plates were dried
and then used for the sensitivity test. The discs which had been impregnated
with a series of plant extracts (1 mg mL™) were placed on the Mueller—
Hinton agar surface. Each test plate comprised of five discs; one positive
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control, which is a standard commercial antibiotic disc, one negative control,
and three treated discs. The plates were then incubated at 37°C for 18 to 24
h depending on the species of bacteria used in the test. After the incubation,
the plates were examined for inhibition zone. The inhibition zone was
measured using calipers and recorded. The test was repeated three times to
ensure reliability. Ampicillin (10 pg/disc), oxacillin (1 pg/disc), and gentami-

cin (10 pg/disc) were used as positive controls against bacteria. The negative
control was DMSO.

Statistical Analysis

All the tests were carried out in triplicate. Results were expressed as mean +
standard error of the mean (SEM). Data were analyzed by one-way analysis
of variance (ANOVA) followed by Tukey and Student-Newman-Keul’s post
hoc test (P < .05) using SPSS V20.

Results
Phytochemical Screening

The phytochemical screening of plant extracts showed the presence of flavo-
noids, phenolic acids, tannins, coumarins, saponins, sesquiterpenes, cardio-
tonic glycosides, and alkaloids. The extracts did not contain lignans,
naphtoquinones, free quinones, anthracene derivatives, and anthraquinones.

HPLC-UV-DAD Analysis

Eleven compounds were identified, with kaempferol®” (20.9 mg g™ DE), resver-
atrol 3-O-glucoside®! (5.045 mg g™ DE), resveratrol® (2.835 mg g~* DE), trans-
3-hydroxycinnamic acid®! (2.704 mg g™* DE), and para-coumaric acid®
(1.342 mg g DE) as the major compounds; the flavonoid kaempferol®? was
identified in all extracts (Table 1 & Figure 1).

Total Phenolic, Flavonoid, and Tannin Contents

The results obtained show that the TPC varied between 174.82 + 0.38 and
248.93 + 0.34 mg GAE g™* DE in the extracts (Table 2). The highest amount
of TPC was found in the methanolic extract (248.93 + 0.34 mg GAE g™ DE).

A. judaica subsp. sahariensis extracts contained flavonoids ranging from
66.43 +0.19t0 75.75 + 0.29 mg CE g™* DE depending on the solvent (Table 2).
The methanolic extract had the highest TFC.
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Table 1 Phytochemical profile from HPLC-UV-DAD analysis of phenolic compounds in solvent
extracts of Artemisia judaica subsp. sahariensis

Solvent
Ethyl acetate (mgg-'  Methanol (mgg-'  Aqueous (mg g~

Compounds DE) DE) DE)
Chlorogenic acid (1) - - 0.477
Syringic acid (2) 0.688 - 0.132
Resveratrol 3-O-glucoside (3) - 5.045 -
para-coumaric acid (4) 1.342 - 0.602
trans-3-hydroxycinnamic acid (5) - 2.704 -
Luteolin 7-O-glucoside (6) - 0.923 -
Resveratrol (7) - 2.835 0.875
Kaempferol 3-O-rutinoside (8) - - 0.211
trans-cinnamic acid (9) - 0.11 -
Kaempferol (10) 20.9 0.134 0.12
Apigenin (11) 0.256 - -

Data are expressed as mg g-' dried extract (DE).

- = absent.

The agueous extract contained a higher amount of condensed tannins than
the other extracts, and the amounts of condensed tannins of the plant
extracts were in the order of aqueous extract > methanolic extract > ethyl
acetate extract (Table 2).

Antioxidant Activities

DPPH’ Radical Scavenging Activity

The extracts of A. judaica subsp. sahariensis showed scavenging activity in
a concentration-dependent manner (Table 3). The methanolic and ethyl
acetate extracts were the most active. The activity of all extracts was less
than the standard antioxidants quercetin, ascorbic acid, and BHT.

ABTS™ Scavenging Activity

The ability of the extracts of A. judaica subsp. sahariensis to quench ABTS™
was concentration dependent as observed by the decolorization of ABTS™
(Table 3). The methanolic and ethyl acetate extracts displayed the highest
activity, while the aqueous extract had the lowest activity. The positive
controls Trolox and BHT displayed a stronger effect than the plant solvent
extracts.

Reducing Power Activity

In the RPA assay, the highest activity was noted for methanolic extract,
followed by ethyl acetate and aqueous extracts (Table 3). The positive
standards BHA and trolox had higher RPA than the plant solvent extracts.



354 (&) H. ALLAM ET AL

o A1 B Sqralk & maech (LT _LL 20% 100216 NAE 23 D) 10

0

=0

2

» 2 4

o 11

st L

R A X ) 2 >
'Wmm.zmw—-w_mmmumm 5

k-1

E

L

7
3
w U.,«_/LN“M J'\J VAG |
Alo
,._L—M ~ J\,.»__L‘A__
i} 2 2 2 2 — |
CAD! 8. Spe280 4 RefeoR(DEF_LC 20161118 14-13-2PAGAUEX D)
4 7
»
) M .
10

Figure 1. HPLC-UV-DAD chromatograms of ethyl acetate extract (a), methanol extract (b), and
aqueous extract (c) of Artemisia judaica subsp. sahariensis at 280 nm. Chlorogenic acid (1), syringic
acid (2), resveratrol 3-O-glucoside (3), para-coumaric acid (4), trans-3-hydroxycinnamic acid (5),
luteolin 7-O-glucoside (6), resveratrol (7), kaempferol 3-O-rutinoside (8), trans-cinnamic acid (9),
kaempferol (10), and apigenin (11).
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Table 2 Total phenolic, flavonoid, and tannin contents of extracts of Artemisia judaica subsp.
sahariensis

Solvent TPC (mg GAE g-" DE)® TFC (mg CE g-' DE)® TC (mg CE g-' DE)?
Ethyl acetate 227.27 + 0.19° 75.75 + 0.29° 35.55 + 0.25°
Methanol 248.93 + 0.34° 90.18 £ 0.20° 37.68£0.12°
Aqueous 174.82 + 0.38° 66.43 + 0.19° 44.60 + 0.17°

“Standard error of the mean of three assays.
*Differences within columns (means not followed by the same letter are different [p< 0.05]). TPC: Total
phenolic content, TFC: Total flavonoid content, TCTC: Total condensed tannin content.

Table 3 Antioxidant activities of extracts of Artemisia judaica subsp. sahariensis by different
assays

DPPH’ radical ABTS™ radical RPA TAC
Extracts ICso (Mg ML-")®C  1Cso (ug mL-")®¢  ECs (ug mL-")®*°  (mg GAE g-" DE)®¢
Ethyl acetate 11.62 + 0.31° 18.09 + 0.19% 43.90 + 0.81° 261.06 + 0.19°
Methanol 10.23 + 0.09° 15.07 + 0.16° 35.19 +0.15° 339.63+0.72°
Aqueous 15.67 + 0.18° 27.23 + 0.17¢ 57.52 + 0.04° 247.24 + 0.29°
Quercetin® 4.67 +0.03° n.t. n.t. .
Ascorbic acid* 5.16 + 0.03¢ n.t. n.t.
BHT" 5.32 +0.02¢ 3.55 +0.02¢ n.t.
BHA? n.t. n.t. 3.01+0.02¢
Trolox* n.t. 2.43 +0.03° 4.89 +0.02°

ACompounds used as positive control. ®Standard error of the mean of three assays.
“Concentration that shows 50% activity.
PThe effective concentration at which the absorbance is 0.5 for reducing power activity (RPA).

ETotal antioxidant capacity (TAC) expressed as mg gallic acid equivalents g-' dried extract (mg GAE g-' DE).
n.t.: not tested. ° Differences within columns (means not followed by the same letter are different [p< 0.05]).
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Figure 2. Absorbance change of B-carotene at 490 nm in the presence of extracts of Artemisia

judaica subsp. sahariensis, BHT, and the negative control. Data are mean + standard error of the
mean of triplicate measurements.

B-carotene/linoleic Acid Bleaching Activity
The inhibition capacity measured in the ethyl acetate extract after 48 h was
better than that in methanolic and aqueous extracts (Fig. 2). However,
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Figure 3. Relative antioxidant activity of extracts of Artemisia judaica subsp. sahariensis BHT and
negative control. Data are mean + standard error of the mean of triplicate measurements. **
Differences within-samples (Means not followed by the same letter are different) (p< .05).

synthetic antioxidant (BHT) showed the highest inhibition capacity at 48
h. The less polar extract, ethyl acetate (81.59%) is more active than the polar
extracts, methanol (53.70%) and aqueous (22.61%) (Fig. 3).

Determination of TAC

The phosphomolybdenum method was based on the reduction of Mo(VI) to
Mo(V) by the antioxidant compounds and the formation of a green phos-
phate/Mo(V) complex with a maximal absorption at 695 nm.”? By using
this method, the results indicated that the methanolic extract of A. judaica
subsp. sahariensis had the highest TAC, while the aqueous extract had the
lowest TAC.

Antibacterial Activity

The plant solvent extracts were active against bacterial strains with inhibition
zones between 10.67 + 1.20 and 22.33 = 0.67 mm (Table 4). The greatest
activity was observed against P. vulgaris for aqueous extract with inhibition
zone diameter of 22.33 + 0.67 mm. The lowest activity was observed against
P. mirabilis for ethyl acetate extract with inhibition zone diameter of 10.67
1.20 mm. In contrast, the most resistant bacterial strain was K. pneumoniae.
The ethyl acetate extract was ineffective against P. vulgaris, while the aqueous
extract was effective only against E. coli and P. vulgaris. Methanol and ethyl
acetate extracts were more active against E. coli and P. aeruginosa than the
positive controls gentamicin and ampicillin.
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Table 4 Antibacterial activity of extracts of Artemisia judaica subsp. sahariensis estimated by
diameter of inhibition (mm)

Staphylococcus Escherichia Proteus. Proteus Pseudomonas
Extracts aureus® coli® mirabilis® vulgaris® aeruginosa®
Ethyl 21.00 + 1.00° 19.67 + 0.67° 10.67 = 1.20° n.a. 11.00 £ 0.58°

acetate

Methanol 16.33+0.67°  13.67+0.33" 19.67 + 0.88" 19.00 + 0.00° 12.67 + 0.33°
Aqueous n.a. 11.33+0.88° n.a. 22.33 + 0.67° n.a.
Oxacillin® n.a. n.a. 29.33 £ 0.33° n.a. n.a.
Gentamicin®  37.33 £ 0.67° 8.67 +0.33¢ n.a. 24.33 £ 0.33¢ n.a.
Ampicillin® n.a. n.a. n.a. n.a. 7.33+0.33

ACompounds used as positive control. ®Standard error of the mean of three assays.
n.a: not active. ““Differences within columns (means not followed by the same letter are different [p< 0.05]).

Discussion

The present study showed qualitatively the presence of different compounds
belonging to several classes of plant secondary metabolites in the A. judaica
subsp. sahariensis solvent extracts including flavonoids, phenolic acids, cou-
marins, tannins, saponins, sesquiterpenes, cardiotonic glycosides, and alka-
loids. The results showed that methanol extract possessed a higher number of
plant secondary metabolites compared to other solvent extracts. This was
consistent with findings on leaf extracts of A. nilagirical®®), where methanolic
extract had a large number of plant secondary metabolites compared to other
solvent extracts. Among the plant secondary metabolites detected in the plant
extracts, phenolics and flavonoids have diverse pharmacological activities,
including antioxidant activity.”®?”) The detection of phenolics, flavonoids,
alkaloids, and saponins in plant extracts was associated with their antibacter-
ial activity.!?>%!

The HPLC-UV-DAD analysis of the extracts revealed the presence of four
flavonoids, five phenolic acids, and two stilbenes. Flavonoids kaempferol??
and apigenin®® have been reported as antioxidants.”® Phenolic acids
chlorogenic acid® and para-coumaric acid®®® have also been implicated as
antioxidants.* Phenolic compounds similar to those identified in this study
have been characterized in A. campestris L.

The results indicate the influence of the solvent on the extractability of
phenolic compounds. For instance, the methanolic extract was rich in phe-
nolic compounds compared to the other extracts, and thus, methanol was the
best solvent to extract phenolic compounds from aerial parts of A. judaica
subsp. sahariensis. The ethyl acetate was more effective on extraction of
phenolic compounds than water as a solvent. It was reported that TPC in
aqueous and methanolic extracts from aerial parts of A. judaica subsp.
sahariensis was higher than that of agueous and methanolic extracts from
aerial parts of A. annua.”? Methanol was the best solvent to extract flavo-
noids from aerial parts of A. judaica subsp. sahariensis followed by ethyl
acetate, and water. The TFC of ethyl acetate extract from aerial parts of
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A. judaica subsp. sahariensis was higher than that of ethyl acetate extract
from aerial parts of A. judaica var. Sinaitica tackholm.™! The highest amount
of condensed tannins was found in aqueous extract from aerial parts of

A. judaica subsp. sahariensis followed by methanol and ethyl acetate extracts.
The amount of condensed tannins recorded in the past® for methanolic
extracts of aerial parts of A. campestris£” was lower than that noted in the
present study.

The DPPH’ free radical is scavenged in the presence of antioxidant agents
due to the hydrogen donation by antioxidants. DPPH reacts with antioxi-
dants and produces a yellow-colored solution (2,2'-phenyl-1-picrylhydra-
zine). The DPPH antioxidant study on the extracts from aerial parts of
A. judaica subsp. sahariensis showed that all extracts exhibited antioxidant
activity. It should be noted that the increase in antioxidant activity was
accompanied by an increase in the amounts of phenolic compounds and
flavonoids. Therefore, the low 1Cs, recorded for methanolic extract indicated
that it contained a high amount of phenolic compounds and flavonoids. In
previous studies, the DPPH scavenging potentials were reported for some
extracts from aerial parts of A. judaica in ethyl acetate.”! The flavonoid
apigenin®® identified in the ethyl acetate extract was reported to possess
DPPH antioxidant activity®®, and this compound may be responsible for the
observed antioxidant activity in ethyl acetate extract.

The proton radical scavenging action is known to be one of the mechan-
isms of antioxidation. ABTS™ is a free radical widely used to evaluate the
potential of plant samples to reduce the ABTS™ into its native form. In this
assay, the methanol extract of aerial parts of A. judaica subsp. sahariensis
exhibited a high scavenging action against active ABTS™ free radical in
a concentration-dependent manner, showing a direct role in trapping free
radicals. The presence of phenolics and flavonoids in high amounts in this
extract may be responsible for the free-radical scavenging activity. Though
methanol was the most active extract, the activity was less than the positive
controls trolox and BHT. In the same test system, the 1Csq value was found to
be 55 pg mL™! in aerial parts extract of A. sieberi.*!

The capacity of extracts from aerial parts of A. judaica subsp. sahariensis
to reduce Fe** to Fe?* was measured by RPA assay. The methanolic extract
showed higher RPA than the ethyl acetate extract and followed by aqueous
extract, signifying that the methanolic extract contained higher amounts of
phenolic compounds that were capable to provide electrons in antioxidant
systems than the other extracts. On a similar note, in a previous study on
A. campestris®”, the RPA of methanolic extract from aerial parts was lesser
than that of methanolic extract of the present study.

In the B-carotene/linoleic acid model system, a discoloration of B-carotene
is produced in the absence of an antioxidant. This assay is widely used to
evaluate the antioxidant activity of plant samples. The present study showed
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high antioxidant for ethyl acetate from aerial parts of A. judaica subsp.

sahariensis by scavenging the linoleate free radicals in the B-carotene/linoleic
acid model system. The results suggest that the ethyl acetate extract con-
tained less polar compounds responsible for the observed activity. However,
the high activity recorded in the ethyl acetate extract can be explained by the
presence of kaempferol?? and apigenin™® in high amounts in this extract;
these two phenolic compounds were reported to inhibit the oxidation of B-
carotene.!?5:%"]

The phosphomolybdenum assay is used for the quantitative estimation of
antioxidant activity, through the formation of the phosphomolybdenum com-
plex. In the present work, TAC of extracts from aerial parts of A. judaica
subsp. sahariensis was expressed as the number of GAE. The TAC of extracts
varied with solvent. The methanolic extract showed the best TAC compared to
the other extracts. The TAC of methanolic extract was lesser than that of
methanolic extract reported for aerial parts of A. campestris.”*”’

The antioxidant activities of the extracts were attributed to the phenolic
compounds present.?!! The difference in the antioxidant activities may also
be attributed to the structural diversity as well as to the interactions in the
extracts of the phenolic compounds.

The results of the present study showed that the solvent extracts of
Artemisia judaica subsp. sahariensis had the potency to inhibit all bacterial
strains tested except K. pneumoniae which is resistant to many antibiotics.®?
This is in agreement with the previous reports of antibacterial activity of
methanolic extracts of A. campestris against E. coli, and S. aureus®” and
methanolic extracts of A. sieberi against E. coli, S. aureus, P. mirabilis, and
P. aeruginosa." Phenolic compounds kaempferol® and resveratrol®®! may
also be responsible for the observed antimicrobial activity.*34
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ABSTRACT

Thymelaea microphylla is a medicinal plant commonly used in the Algerian Sahara traditional medicine and has
a chemical composition with therapeutic properties. In the current study, the antioxidant activities of the ethyl
acetate, methanol, and aqueous extracts from aerial parts of T. microphylla were evaluated by means of
phosphomolybdenum, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) (ABTS), p-carotene bleaching, and reducing power assays. Antibacterial effect was also determined using
disc diffusion method. The tested samples exhibited an important antioxidant effects by scavenging free radicals,
inhibition of B-carotene oxidation, and by acting as reducing agents. The high antioxidant capacity was found in
extracts with high phenolic content. Methanol extract with high content of phenolic compounds and flavonoids
showed the best antioxidant effect. The extracts showed also antibacterial activity against human pathogenic
bacteria. Methanol extract was the most active among the tested extracts against Gram-positive and Gram-
negative bacteria. The high-pressure liquid chromatography (HPLC)-UV-diode array detector (DAD) analysis
leads to the identification of phenolic acids, flavonoid glycosides and aglycones. The results suggest a possible
application of T. microphylla as a potential natural source of bioactive compounds with antioxidant and
antibacterial activities.

Keywords Aerial Part Extracts, Biological Activities, Flavonoids, HPLC-UV-DAD, Phenolic Compounds,

Phytochemical Analysis.

1. INTRODUCTION distributed in tropical and temperate zones of the earth’.

The genus Thymelaea contains 30 species of evergreen

Thymelaeaceae is a small family comprising about shrubs, and eight are distributed in Algeria. T. microphylla
1200 species with 67 genera. The species of this family are Coss. et Dur. is an under shrub with dioic flowers and
clusters. The leaves are very small, ovoid, scattered and

*_houaribenamar@hotmail.com; distant on the branches. The stems are highly branched?. It
houari.benamar@univ-mosta.dz is a rare medicinal plant endemic to Algeria, occurs in the
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12/2/2020. arid and desert zones of Algeria® and is called "Methnane".
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This species has been used in folk medicine in Algeria
for the treatment of hair loss, depression, abscess, wounds
and various cutaneous conditions such as erysipelas,
pimples, skin cancer, inflammations, diabetes,
helminthiasis, and infections in the urinary tract*”.

A variety of biological activities have been reported in
the literature for T. microphylla from Algeria, including
antiproliferative (aerial parts)®, hypoglycemic and anti-
inflammatory activities (leaves and flowers)"?®.

Previous chemical studies on the aerial parts of T.
microphylla have reported the presence of dihydroxylated
monoterpenes and monoterpene glucosides, triterpenoids,
spiro-y-lactone glycosides, phytosterols, phenolic acid
derivatives,  phenylpropanoid  glucosides,  simple
coumarins, bis-coumarins, lignans, flavonoid glucosides,
biflavonoids, ionol glucosides, benzyl alcohol glucosides,
and alkaloids®*8102,

In continuation of our ongoing research program on the
exploitation of Algerian plants™**, we describe herein the
antioxidant and antibacterial activities of different extracts
from aerial parts of T. microphylla. Also, in this study, the
total phenolic, flavonoid and tannin contents, and the
phenolic profile of extracts were determined.

2. Materials and methods
Chemicals and reagents

n-hexane, ethyl acetate, ethanol, methanol, acetonitrile,
chloroform, dimethyl sulfoxide (DMSO), trifluoroacetic
acid (TFA), trichloroacetic acid (TCA), sulfuric acid, gallic
acid, chlorogenic acid, ellagic acid, sinapic acid, syringic
acid, trans-3-hydroxycinnamic acid, trans-cinnamic acid,
ascorbic acid, linoleic acid, quercetin, isoquercitrin,
catechin, apigenin, myricetin, kaempferol 3-O-rutinoside,
resorcinol, vanillin, p-carotene, potassium persulfate,
potassium ferricyanide, ferric chloride, sodium phosphate,
ammonium  molybdate, DPPH, ABTS, butylated
hydroxyanisole (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT),
trolox, tween 40, hydrogen peroxide, Mueller-Hinton agar,
ampicillin, oxacillin, and gentamicin were purchased from
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Sigma (St. Louis, USA). Thin layer chromatography
(TLC) silica gel 60 F254 aluminium plates were purchased
from Merck (Darmstadt, Germany). All other chemicals, if
not specified, were purchased from Sigma-Aldrich.
Plant material

T. microphylla was collected in march 2015 from Ain-
Sefra, Naama, Algeria. The species was identified by one
of the author (AM). A voucher specimen of the plant
(OUE.2015.C10) was deposited in the collections of the
laboratory of the first author. The aerial parts were dried in
a well-ventilated room at a temperature of 30°C and stored
in the dark until use.
Extraction

The dried powder of aerial parts (100 g) was first
defatted by n-hexane (600 ml) at room temperature for 24
h three times, and then the residue was extracted
successively with ethyl acetate and methanol in the same
way. All extracts were filtered through a filter paper. The
organic solvent was removed under reduced pressure at
40°C, to vyield ethyl acetate and methanol extracts,
respectively. For aqueous extract, dried powder of aerial
parts (50 g) was extracted three times under reflux by
distilled water (500 ml) for 30 min. The extracts were
filtered through filter paper, combined and lyophilized to
afford the aqueous extract.
Phytochemical analysis

Phytochemical analysis was performed according to
Wagner and Bladt, 1996" to detect the presence of
different plant secondary metabolite classes.
Identification of phenolic compounds using HPLC-UV-

DAD

HPLC-UV-DAD analysis was performed on LC
Agilent Technologies 1100 Infinity series (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) equipped with an
auto-sampler model 1100, a quaternary pump model 1100,
and diode array detector model 1100. A C18 column (250
mm x 4.0 mm, 5 pm, Bischoff Analysentechnik GmbH,
Leonberg, Germany) was used for analysis. The mobile
phase was composed of two solvents; (A): 0.025% TFA in
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H,O and (B): acetonitrile. The sample was prepared at
concentration of 10 mg/ml in methanol/H,O (1:1) and
filtered through a 0.45 pm Millipore filter (Millipore
Corp., Bedford, Mass., USA). The elution program at 1
ml/min was as follows: 10-50% B (0-40 min), 50-100% B
(40-41 min), 100% B (41-50 min), 100-10% B (50-55
min), 10% B (55-59 min). The injection volume was 10 pL
and peaks were monitored at 280 nm. Peaks were
identified by congruent retention times and UV spectra,
and compared with those of the standards. The contents of
the identified compounds were obtained from calibration
curve with standards.

Quantification of total phenolic content (TPC)

The total phenolic content (TPC) of extracts was
determined according to Singleton et al., 1999%®),
Quantification of total flavonoid content (TFC)

The total flavonoid content (TFC) of extracts was
estimated by the method described by Kim et al., 20037,
Quantification of total condensed tannin content

(TCTC)

Proanthocyanidins were measured using the modified
vanillin assay described by Sun et al., 1998"®). To 50 pl of
suitably diluted samples, 3 ml of methanol vanillin solution
(4%) and 1.5 ml of concentrated sulfuric acid were added.
The mixture was allowed to stand for 15 min and the
absorbance was measured at 500 nm against methanol as a
blank. The amount of total condensed tannin was
expressed as mg catechin equivalents (CE)/g dried extract
(DE).

Antioxidant activities
Determination of total antioxidant capacity (TAC)

Total antioxidant capacity (TAC) of extracts was
evaluated through the assay of a green phosphate/Mo*
complex according to the method described by Prieto et al.,
19999, An aliquot (0.1 ml) of diluted extracts was
combined with 1 ml of reagent solution (0.3 N sulfuric
acid, 28 mM sodium phosphate, and 4 mM ammonium
molybdate). Methanol was used instead of sample for the

blank. The tubes were incubated in a boiling water bath for
90 min. Then, the samples were cooled to room
temperature and the absorbance was measured at 695 nm
with a UV-visible spectrophotometer (Optizen 2120 UV,
Mecasys Co., Ltd, Korea) against blank. TAC was
expressed as mg gallic acid equivalents (GAE)/g dried
extract (DE).
DPPH radical scavenging activity

The DPPH radical scavenging activity was measured
according to the procedure described by Cavin et al.,
1998“%. Methanolic solution (5 pl) of each sample at five
different concentrations was added to 915 pl of methanol
and then 200 ul of DPPH solution were added (0.022% in
methanol). The mixture was incubated at room temperature
in the dark and the absorbance of the reaction mixture was
measured at 517 nm after 30 min, against a blank of
methanol without DPPH. The DPPH solution without
sample solution was used as control. Quercetin, ascorbic
acid, and BHT were used as reference compounds.
Scavenging activity was determined by the following
equation (1):

scavenging activity(%)=100 X (Acontroi-Asample)Acontral (1)

The percentage of scavenging activity was then plotted
against the antioxidant concentration to obtain the amount
of antioxidant necessary to decrease the initial solution of
DPPH by 50% (ICs).
2.2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid)

radical cation scavenging activity

ABTS radical cation was produced by mixing 5 ml of 7
mM ABTS solution and 5 ml of 2.45 mM potassium
persulfate. The mixture was stored in the dark for 16 h and
diluted with ethanol to get an absorbance of 0.7 at 734 nm.
The reaction medium comprised 950 pl of ABTS solution
and 50 pl of each sample at various concentrations. The
reaction medium was homogenized and its absorbance was
recorded at 734 nm after 6 min®. BHT and trolox were
used as reference compounds. ABTS scavenging ability
was expressed as ICsp, the inhibition percentage of ABTS
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radical cation was calculated using the above formula (1).
p-carotene/linoleic acid assay

According to Kartal et al., 2007%?, 1 mg of p-carotene
was dissolved in 2 ml of chloroform. The solution of B-
carotene-chloroform was introduced into a flask containing
25 pl of linoleic acid and 200 mg of Tween 40. The
chloroform was completely evaporated by using a vacuum
evaporator. Then, 100 ml of hydrogen peroxide were
added slowly with vigorous stirring. 2.5 ml of this new
solution were transferred into tubes and 350 pl of each
extract were added (1 mg/ml in methanol). The test tubes
were incubated in darkness at laboratory temperature. Two
control tubes were also prepared with the same procedure,
one containing an antioxidant reference BHT (positive
control) and the other without antioxidant (negative
control), where the sample was replaced by 350 ul of
methanol. Absorbance was immediately measured at 490
nm. Other readings were recorded at different time
intervals (2, 4, 6, 12, and 48 h). The relative antioxidant
activity of the extracts (RAA) after 48 h was calculated
according to the following equation:

RAA(%) = (Abs48h sample/Abs48h BHT) x 100

Where Abs48h sample is absorbance of sample after 48
h and Abs48h BHT is that of BHT after 48 h.

Reducing power activity (RPA)

The ability of the plant extracts to reduce Fe** to Fe®*
was assayed by the method of Oyaizu, 1986%%. Sample
solutions at different concentrations were mixed with 2.5
ml of 0.2 M phosphate buffer (pH 6.6) and 2.5 ml of
potassium ferricyanide (1%). The mixture was incubated at
50 °C for 20 min. Afterwards, 2.5 ml of TCA (10%) were
added and the mixture was centrifuged for 10 min at 1000
x g. Supernatant (2.5 ml) was mixed with distilled water
(2.5 ml) and 0.5 ml of ferric chloride solution (0.1%), and
the absorbance was measured at 700 nm. Higher
absorbance of the reaction mixture indicated greater
reducing power. The ECg, value is the extract
concentration at which the absorbance was 0.5 for the
reducing power and was calculated from the graph of
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absorbance at 700 nm against the extract concentrations.
BHA and trolox were used as positive controls.

Antibacterial activity
Bacterial strains

The extracts were individually tested against a panel of
six bacteria species, one Gram-positive (Staphylococcus
aureus ATCC 25923) and five Gram-negative
(Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603, Proteus mirabilis ATCC 12453, Proteus
vulgaris ATCC 8427, and Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853). All of the bacterial strains were obtained
from the Bacteriology Laboratory of Saidalgroup, SPA,
Algiers, Algeria.
Disc diffusion method

Disc diffusion method for antimicrobial susceptibility
testing was carried out according to the standard method
by Bauer et al., 1966“% to assess the presence of
antibacterial activity in plant extracts. A bacterial culture
(which has been adjusted to 0.5 McFarland standard) was
used to lawn Mueller-Hinton agar plates evenly using a
sterile swab. The plates were dried and then used for the
sensitivity test. The discs, which had been impregnated
with a series of plant extracts (dissolved completely in
DMSO at concentration of 1 mg/ml), were placed on the
Mueller-Hinton agar surface. Each test plate comprised
five discs; one positive control, which is a standard
commercial antibiotic disc, one negative control, and three
treated discs. The plates were then incubated at 37°C for
18 to 24 h depending on the species of bacteria used in the
test. After the incubation, the plates were examined for
inhibition zone. The inhibition zone was measured using
calipers and recorded. Ampicillin (10 pg/disc), oxacillin (1
pg/disc), and gentamicin (10 pg/disc) were used as positive
controls against bacteria. The negative control was DMSO.
Statistical analysis

All the tests were carried out in triplicate. Results were
expressed as mean + standard error mean (S.E.M.).
Statistical analysis was performed by one-way analysis of
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variance (ANOVA) followed by Tukey and Student-
Newman-Keul’s post hoc test for multiple comparisons.
Statistical analysis was performed by using IBM SPSS
statistics V24 software from IBM. A value of P < 0.05 was
considered to indicate statistical significance.

3. Results
Phytochemical screening

The phytochemical analysis of plant extracts showed
the presence of numerous classes of plant phytochemicals,
namely flavonoids, phenolic acids, tannins, coumarins,
saponins, sesquiterpenes, and cardiotonic glycosides. On
the other hand, the extracts were negative to alkaloids,
lignans, anthracene derivatives and anthraquinones,
naphtoquinones, and free quinones (Table 1).
HPLC-UV-DAD analysis

The peak chromatograms of different extracts of T.
microphylla resulting from the HPLC-UV-DAD analysis
are shown in Figure 1. The amounts of the detected
compounds are presented in Table 2. Thirteen phenolic
compounds were identified, with kaempferol 3-O-
rutinoside (10) (4.849 mg/g DE) and trans-3-
hydroxycinnamic acid (6) (4.744 mg/g DE) as the major
compounds among the quantified phenolic compounds.
Furthermore, the flavonoid glycoside kaempferol 3-O-
rutinoside (10) was identified in all extracts.

Total phenolic, flavonoid and tannin contents

The total phenolic, flavonoid, and tannin contents of
extracts are shown in Table 3. High TPC were obtained in
methanol and ethyl acetate extracts with values of 317.08 +
0.86 and 218.61 + 0.56 mg GAE/g DE, respectively, while
the lowest content (184.67 + 0.38 mg GAE/g DE) was
recorded with the water extract.

Flavonoids were also quantified. Ethyl acetate and
aqueous extracts showed low contents of flavonoids (89.73
+ 0.23 and 66.79 + 0.50 mg CE/g DE, respectively),
whereas methanol extract gave a significant high content
(172.27 £ 0.58 mg CE/g DE).

TCTC varied from 33.08 + 0.93 mg CE/g DE recorded

in the water extract to 96.39 + 0.67 mg CE/g DE in the
ethyl acetate extract. As shown in Table 3, these amounts
varied significantly with type of solvent and ethyl acetate
extract showed the highest TCTC.
Antioxidant activities

The antioxidant activities of the different extracts from
the aerial parts of T. microphylla were evaluated using
different assays and the results are shown in the Table 4,
Figure 2 A and B.
Determination of total antioxidant capacity

The TAC of the methanol and aqueous extracts of T.
microphylla (226.40 £ 1.15 and 204.76 = 0.76 mg GAE/g
DE, respectively) evaluated by phosphomolybdenum
method was higher than that of the ethyl acetate extract
(186.75 + 0.69 mg GAE/g DE) (Table 4).
DPPH radical scavenging activity

The antioxidant potentials measured by the DPPH
assay are shown in Table 4. The methanol extract was
more efficient in the reduction of DPPH" with an ICs
value of 7.50 £ 0.21 pg/ml, than the ethyl acetate and
aqueous extracts that gave an 1Csy of 9.86 + 0.11 and
12.80 + 0.23 pg/ml, respectively. The activity of all
extracts was less than quercetin (ICsq of 4.67 = 0.03
pg/ml), ascorbic acid (ICsy of 5.16 + 0.03 pg/ml), and
BHT (ICs, of 5.32 = 0.02 pg/ml), used as reference
antioxidants in this test.
ABTS radical cation scavenging activity

The capacity of the extracts from aerial parts of T.
microphylla to scavenge free radicals was also measured
by their ability to quench ABTS™. Table 4 depicts the
concentration-dependent decolorization of ABTS™, given
as I1Csq values. As showed in Table 4, methanol and ethyl
acetate extracts showed the highest capacity with 1Cs
values of 1580 + 0.40 and 17.80 + 0.35 pg/ml,
respectively. Water extract was found to be the weakest in
ABTS radical cation scavenging (ICg of 31.10 + 0.71
pg/ml). The positive controls trolox and BHT displayed a
stronger effect (ICso 0f 2.43 £ 0.03 and 3.55 + 0.02 pg/ml,
respectively).
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B-carotene/linoleic acid bleaching activity

The kinetics of bleaching of B-carotene in the presence
of extracts of T. microphylla, BHT, and negative control
are shown in Figure 2 A. The inhibition capacity followed
the same trail than that of the methods cited above,
methanol extract exhibited an interesting [-carotene
bleaching inhibition after 48 h and was more efficient than
the ethyl acetate and water extracts. However, standard
antioxidant (BHT) showed the highest inhibition capacity
at 48 h. On the one hand, it can be seen in Figure 2 B that
the extract rich in phenolic compounds and flavonoids, that
is, methanol extract (RAA of 80.54%) is more active than
the other extracts.
Reducing power activity

The results of RPA assay are shown in Table 4. Iron
ion reduction capacity of the extracts was expressed as
values of absorbance at 0.5; determined from absorbance
curves at the wavelength of 700 nm. The RPA was found
to be concentration dependent (results not shown). The
results indicated that the highest activity was noted for
methanolic extract of T. microphylla (ECsy of 30.44 + 0.58
pg/ml), followed by ethyl acetate extract (ECs 0f 38.25 +
0.55 pg/ml). The lowest ECsq value was recorded with
aqueous extract (ECsy of 43.89 + 0.02 pg/ml). BHA and
trolox used as references antioxidants showed a strong
reducing power of iron ion (ECs, 0f 3.01 + 0.02 and 4.89 +
0.02 pg/ml, respectively).
Antibacterial activity

The three extracts of T. microphylla were screened for
their antibacterial effects against standard strains of S.
aureus, E. coli, P. mirabilis, P. vulgaris, P. aeruginosa,
and K. pneumoniae. The results of the extracts are
presented in Table 5. The effect of extracts was compared
to the standard agents. According to the results obtained,
all extracts exhibited inhibition zones against S. aureus
with high activity for aqueous extract (diameter inhibition
of 36.00 + 0.58 mm) compared to the standard agent
gentamicin (diameter inhibition of 13.00 £ 0.00 mm).
There was antibacterial activity with ethyl acetate and
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methanol extracts against P. vulgaris (diameter inhibition
of 14.00 * 0.58 and 20.67 + 0.67 mm, respectively). The
methanol extract was also active against P. mirabilis with
diameter inhibition of 7.33 + 0.33 mm. However, all
extracts were inactive against E. coli, P. aeruginosa, and
K. pneumoniae. No activity was recorded for standard
agents against K. pneumoniae.

4. Discussion

The results of phytochemical screening of extracts from
areal parts of T. microphylla indicate the presence of
flavonoids, phenolic acids, tannins, cardiotonic glycosides,
and saponins which corroborated to the earlier report by
Dehimi et al., 2016®. However, the extracts revealed the
absence of alkaloids. Alkaloids were tested negative in
extracts of T. microphylla as reported previously®’. The
identified plant secondary metabolites like flavonoids,
phenolic acids, tannins, and terpenoids have been reported
to have in vitro antioxidant and antimicrobial activities™?’.
The HPLC-UV-DAD analysis of different extracts
showed the existence of six flavonoids, six phenolic acids,
and one diphenol. Flavonoids like catechin (2), luteolin
(12), and apigenin (13) have been reported to have
antioxidant effect®®. Phenolic acids such as chlorogenic
acid (3) have also been implicated in antioxidant activity®.
Chlorogenic acid (3) and trans-cinnamic acid (11) were

characterized in extract of T. hirsuta L.%.

The phenolics were quantified in the ethyl acetate,
methanol, and aqueous extracts as possible sources of
bioactive substances. The results indicate significantly the
effect of the solvent on the extractability of phenolics,
flavonoids, and proanthocyanidins. Phenolic compounds
were effectively extracted by organic solvents, methanol
and ethyl acetate than the water, which gave low amount
of phenolics. The results are consistent with that of
Benhammou et al., 2009®”, who obtained highest
contents of phenolic compounds in methanol extract,
while lowest levels were obtained with water extract.
Dehimi etal., 2016 have obtained very low levels of
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total flavonoids and proanthocyanidins in methanol
extract of stem and leaf of T. microphylla compared to
the obtained results in this study for methanol extract.
Therefore, the previous reports have indicated that abiotic
stresses widely present in the arid zones may be
responsible for the increase of phenolics. These
compounds are synthesized for a defense against
oxidative stress, caused by the production of reactive
oxygen species in these environmental conditions®*,
The phenolics levels of T. microphylla in various extracts
were reported by several authors. Belyagoubi-
Benhammou et al., 2014 have quantified total phenolic
compounds in methanol extract and was estimated at 257
mg GAE/g DE. In another study, various extracts of T.
microphylla were evaluated for amounts of phenolic
compounds. The amounts were estimated in hexane,
acetone, ethanol, and water extracts at 16.56; 47.59;
37.26; and 60.45 mg GAE/g DE, respectively®.

The extracts were found to show an antioxidant effect
by scavenging free radicals, prevent the pB-carotene
bleaching, and act as reducing agents, which probably is
due to the phenolic compounds level in all tests. Thus,
methanol and ethyl acetate with significant high levels of
phenolics showed high antioxidant activity. This finding is
in concordance with previous studies where the strong
antioxidant activity was found in plant extracts rich in
phenolics®***.  Polyphenolic compounds were widely
evaluated for their antioxidant effect and were found to
prevent from several diseases, by their ability to counteract
free radicals produced during oxidative stress. Phenolic
compounds can also act as reductones, by donating the
electrons and reacting with free radicals to convert them to
more stable product and to terminate free radical chain
reaction®. These capacities are usually associated to their
structure bearing hydroxyl groups, which are able to donate
a hydrogen atom®’. Furthermore, despite the high polarity of
methanol extract, it showed inhibition of [-carotene
oxidation. This result can be attributed to the high amount
of phenolics of the methanol extract which contribute to the

scavenging of free radicals; this test is known for its
specificity to the molecules with low polarity™.

Some authors have reported the antioxidant effects of
T. microphylla evaluated for several extracts and by
numerous methods. High ICsq values in DPPH test have
been obtained with the water and ethanol extracts prepared
from leaves and flowers of T. microphylla (100 and 200
pg/ml, respectively)’. By the same method, Kerbab et al.,
2015® have reported the 1Cs, value of 180.80 ug/ml for
hydroalcoholic extract of areal parts. Dahamna et al.,
2015 have also studied the antioxidant effect of water
and ethanol extracts prepared from leaves and flowers
evaluated by B-carotene bleaching test (RAA values of
46.40% and 77.86%, respectively were found). The
antioxidant activity has been studied by ABTS method and
the 1Csq values of 0.39 and 0.67 pg/ml were obtained for
water and acetone extracts of leaves and flowers,
respectively®. Benhammou et al., 2009®” have evaluated
the RPA of water extract obtained from leaves and have
reported the ECsq value of 690 pg/ml. Belyagoubi-
Benhammou et al., 2014®® have expressed the TAC as
ascorbic acid equivalents for the methanol extract of leaf
and stem and value of 1456 mg acid ascorbic
equivalents/g DE was obtained. Besides, organic extracts
from other plants have been demonstrated to show also in
vitro antioxidant activities®*“.

The results of the present work showed that, the
different extracts had antibacterial activity against bacteria
tested except E. coli, P. aeruginosa, and K. pneumoniae. In
fact, K. pneumoniae is known to have resistance to several
antibiotics™. In addition, Dahamna et al., 2015 have
reported negative antibacterial activity against E. coli and
P. aeruginosa for aqueous and ethanol extracts of leaves
and flowers of T. microphylla. Noman et al., 2015“? have
studied the antibacterial activity of dichloromethane-
methanol extract prepared from areal parts of T.
microphylla against S. aureus and the inhibition diameter
zone was 10.25 mm at 1 mg/ml. Aqueous extract from the
areal parts of Centaurea cyanoides Wahlenb has been also
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reported to possess antibacterial activity against S. aures™®.
5. Conclusion

The results show that among identified compounds,
kaempferol 3-O-rutinoside (10) was major compound and
present in all extracts. The results of antioxidant activities
indicated that extracts had effective and powerful
antioxidant activity, scavenging effect, reducing power,
and prevent -carotene bleaching in all antioxidant assays

Hanane Allam, et al.

tested. The extracts showed interesting antibacterial
activity especially against S. aureus. For this reason, the
extracts of T. microphylla may represent potential source
of antioxidant and antibacterial agents.
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Table 1. Secondary metabolites analysis of different extracts of T. microphylla.

Secondary metabolites Ethyl acetate Methanol Aqueous

Flavonoids +++ +++ ++

Phenolic acids +++ +++ ++
Alkaloids - - -
Sesquiterpenes - + -
Cardiotonic glycosides + + -
Coumarins - + -
Lignans - - -
Saponins - + -
Tannins - + +

Anthracene derivatives, anthraquinones

Naphtoquinones, free quinones

+ = weak; ++ = medium; +++ = strong; - = absent.

Table 2. HPLC-UV-DAD analysis of phenolics in different extracts of T. microphylla.

Compounds Ethyl acetate  Methanol ~ Aqueous
(mg/gDE)  (mg/g DE) (mg/g DE)
Resorcinol (1) - 0.252 -
Catechin (2) - - 2.601
Chlorogenic acid (3) - - 0.528
Syringic acid (4) - - 0.023
Sinapic acid (5) - - 0.605
trans-3-hydroxycinnamic acid (6) 4.744 - -
Isoquercitrin (7) - - 0.489
Ellagic acid (8) 0.837 - -
Myricetin (9) - 0.208 0.163
Kaempferol 3-O-rutinoside (10) 3.253 4.849 0.582
trans-cinnamic acid (11) 1.074 - -
Luteolin (12) - 3.959 -
Apigenin (13) - 0.053 -

Data are expressed as mg/g dried extract (DE). - = absent.
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Table 3. Total phenolic, flavonoid, and tannin contents of different extracts of T. microphylla.

Extracts TPC TFC TCTC
(mg GAE/g DE) (mg CE/g DE) (mg CE/g DE)
Ethyl acetate 218.61 +0.56 89.73+0.23° 96.39 +0.67°
Methanol 317.08 +0.86" 172.27 +0.58° 62.14 +0.54°
Aqueous 184.67 +0.38° 66.79 +0.50° 33.08 £0.93°

Values are expressed as standard error of the mean of three assays. *°Differences within columns (samples not connected by

the same letter are statistically different at p < 0.05 as determined by Tukey and Student-Newman-Keul’s multiple range

tests). TPC: Total phenolic content, TFC: Total flavonoid content, TCTC: Total condensed tannin content. mg gallic acid
equivalents/g dried extract (mg GAE/g DE), mg catechin equivalents/g dried extract (mg CE/g DE).

Table 4. Antioxidant activities of extracts of T. microphylla by different assays.

Extracts Total antioxidant ~ 2,2odiphenylalopicrylohydr 2,2'-azinobis-(3- Reducing power
capacity azylohydrate radical ethylbenzothiazoline-6- activity
sulfonic acid) radical
Ethyl acetate 186.75 + 0.69% 9.86+0.11° 17.80+0.35% 38.25+0.55%
Methanol 226.40 +1.15" 7.50+0.21° 15.80 +0.40° 30.44 +0.58"
Aqueous 204.76 £0.76° 12.80+0.23° 31.10+0.71° 43.89+0.02°
Quercetin® - 4.67 +0.03" n.t. n.t.
Ascorbic acid” - 5.16 +0.03%° n.t. n.t.
BHTA - 5.32+0.02° 3.55 +0.02¢ n.t.
BHAA - n.t. n.t. 3.01+0.02°
Trolox* - n.t. 2.43+0.03° 4.89 +0.02°

ACompounds used as positive control. Values are expressed as standard error of the mean of three assays. Total antioxidant
capacity is expressed as mg gallic acid equivalents/g dried extract . Radical scavenging activity is expressed as concentration
that shows 50% activity (ug/ml). Reducing power activity is expressed as effective concentration (ug/ml) at which the
absorbance is 0.5. n.t.: not tested. **Differences within columns (samples not connected by the same letter are statistically
different at p < 0.05 as determined by Tukey and Student-Newman-Keul’s multiple range tests).

Table 5. Antibacterial activity of extracts of T. microphylla estimated by diameter of zone of inhibition (mm).

Extracts S. aureus E. coli P. mirabilis P.vulgaris  P.aeruginosa
Ethyl acetate  14.00 + 0.58° n.a. n.a. 14.00 +0.58° n.a.
Methanol ~ 26.67 +0.67" n.a. 7.33+0.33*  20.67+0.67° n.a.
Aqgueous 36.00 + 0.58° n.a. n.a. n.a. n.a.
Oxacillin® n.a. n.a. 29.33+0.33" n.a. n.a.
Gentamicin®  13.00 £0.00* 8.67 £0.33 n.a. 24.33+0.33° n.a.
Ampicillin® n.a. n.a. n.a. n.a. 7.33+0.33

ACompounds used as positive control. Values are expressed as standard error of the mean of three assays. n.a.: not active. *
“Differences within columns (samples not connected by the same letter are statistically different at p < 0.05 as determined by
Tukey and Student-Newman-Keul’s multiple range tests).
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Figure 1. HPLC-UV-DAD chromatograms of ethyl acetate extract (A), methanol extract (B), and aqueous extract (C) of T.
microphylla at 280 nm. Resorcinol (1), catechin (2), chlorogenic acid (3), syringic acid (4), sinapic acid (5), trans-3-
hydroxycinnamic acid (6), isoquercitrin (7), ellagic acid (8), myricetin (9), kaempferol 3-O-rutinoside (10), trans-cinnamic
acid (11), luteolin (12), apigenin (13).
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Figure 2. B-carotene/linoleic acid bleaching activity. A - Absorbance change of B-carotene at 490 nm in the presence of
extracts of T. microphylla, BHT, and the negative control. Results are expressed as the mean + standard error of the mean of
triplicate measurements. B - Relative antioxidant activity of extracts of T. microphylla, BHT, and negative control. Results are
expressed as the mean + standard error of the mean of triplicate measurements. Samples not connected by the same letter are
statistically different at p < 0.05 as determined by Tukey and Student-Newman-Keul’s multiple range tests.
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Reésume :

Dans ce travail, deux plantes ont €té ciblées pour leurs utilisations en médecine fraditionnelle. Il s’agit de Thymeleae microphylla
(Thymelacées) et Artemisia judaica subsp sahariensis L. (Astéracées). Les objectifs poursuivis sont Uidentification de certains composés
bioactifs ef I'évaluation des activités biologiques. Ainsi. il a été€ procédé 3 extraction de certains métabolites secondaires,  la caractérisation de
molécules bioactives a partir des différents extraits et a 'étude de leurs activités antioxydantes, anti-enzymatique et antimicrobienne. L'analyvse
HPLC-UV-DAD des exfraits des deux espéces a permis de caractériser les principaux composés phénoliques. Pour la plante T microphyila, treize composés
phénoliques sont identifiés dont le kaempférol 3-0-rutinoside (4,849 mg /g-1 ES) et l'acide trans-3-hydroxycinnamique (4,744 mg/g-1 ES) sont les composés
principaux. Pour Arfemisia judaica, onze composes sont identifiés avec le kaempferol (20,9 mg / g-1 ES), le resvératrol 3 -O-glucoside (5,045
mg [ g-1 ES), en tant que composés prncipaux. Les extraits MeOH des deux espéces présentent les teneurs en composes pheénoliques et en
flavonoides les plus élevées. Les activités antioxvdantes ont €té deétermindes, in vitro., a travers les tests d'évaluation suivants: capacité
antioxydante totale (CAT). piégeage du radical libre DPPH, I'activité inhibitrice du radical ABTS+, le pouvoir réducteur | et le blanchiment du
B-caroténe. Les extraits MeOH de T microphylla et A judaica présentent le meillenr pouvoir réductenr. En outre, le blanchiment de la B-
caroténe de l'extrait MeOH de T micropiylia est plus actif que les autres extraits. Concernant 4 judaica. la capacité d'inhibition la plus
importante est mesurée dans l'extrait AcOEt. L activité inhibitrice de I'enzyme acétvlcholinestérase est absente pour tous les extraits de la partie
aérienne des deux plantes testées. L activité antimicrobienne a été réalisée par la méthode de diffusion sur disgues et celle des microdilutions en
milien licuude. Tous les extraits de Tmicrophylla présentent des zones d'inhibition contre 5. gireus avec une activité éleveée pour l'extrait Ag
(36,00 = 0,58 mm). Pour 4 Judaica. I'activité la plus importante a été observée contre P. vulgaris pour l'extrait Aq (22,33 = 0,67 mm).
L'ensemble des résultats obtenus indiquent que les extraits de ces espéces peuvent constituer une source potentielle d'antioxvdants naturels et
d’agents antimicrobiens.

Mots clés : Thymeleae microphyila . Artemisia judaica subsp sahariensis composés phénoliques, activité antioxvdante ., activité
antimicrobienne . acétylcholinestérase.

Abstract:

In this work, two plants were targeted for their uses in traditional medicine:. They are Ilnmelene microphyila (Thymelaceae) and
Artemisia judaica subsp sahariensis L. (Asteraceae). The objective of the present study was the identification of certain bioactive compounds
and the evaluation of biological activities. Thus, it was carried out the extraction of cerfain secondary metabolites, the characterization of
bioactive molecules from the various extracts and the study of their antioxidant, anti-enzymatic and antimicrobial activities.

The HPLC-UV-DAD analysis of the extracts of two species allowed to characterize the main phenolic compounds For the T
microphyilia plant, thirteen phenolic compounds are identified of which kaempferol 3-O-rutinoside (4.849 mg g-1 DE) and trans-3-
hydroxycinnamic acid (4.744 mg g-1 DE) are the main compounds. For Arfemisia judaica plant, eleven compounds are identified with
kaempferol (20.9 mg/g DE), resveratrol 3-O-glucoside (3045 m/g DE). as the major compounds. The MeOH extracts of both species show the
highest content of phenolic compounds and flavonoids. Antioxidant activities were determined in virro, through the following assessment assays:
total antioxidant capacity (TAC), DPPH free radical scavenging, ABTS+, reducing power activity (RPA), radical inhubitor activity, and -
carotene bleaching. The MeOH extracts of T. microphylla and 4. judaica show the best reducing power. In addition, the p-carotene bleaching of
I microphyila MeOH extract is more active than other extracts. Concemning 4. Judaica plant, the greatest inhibition capacity is measured in the
AcOEt extract. The inhibitory activity of the enzyme acetylcholinesterase 1s absent for all the extracts of the aerial part of the two plants tested.
The anfimicrobial activity was carried out by disc diffusion method and the liquid microdilution method. All Imicrophyvila extracts have
inhibition zones against . anrens with high activity for the Aqg extract (36.00 0.58 mum). For 4. Judaica plant, the greatest activity was observed

against P wulgaris for the Aqg extract (22.33 = 0. 67 mm). The results obtained indicate that the extracts from these species can be a potential
source of nafural antioxidants and antimicrobial agents.

Kev words: Thymeleae microphylla. Artemisia judaica subsp sahariensis, phenolic compounds, antioxidant activity, anfimicrobial
activity, acetylcholinesterase.
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