République Algérienne Democr atique Et Populaire
Ministére De L’enseignement Supérieur
ET De L a Recherche Scientifique

UNIVERSITE ABBESLAGHROUR -KHENCHELA
FACULTE DES SCIENCESDE LA NATURE ET DE LA VIE
DEPARTEMENT: BIOLOGIE MOLECULAIRE ET CELLULAIRE

MEMOIRE

Présenté pour I’obtention du dipldme de
MASTER

FILIERE: Biologie
OPTION: Microbiologie appliquée

Théeme

Etudes de I’activité antibactérienne
des composes phénoliques et d’huile essentielle

d’Artemesia herba alba

Pr ésenté par: Encadrépar:

> GHEDIR Nour El Houda Mr. BOUSSAA A.

» BOUDJEMAA Loubna

Soutenu le:  28/06/2017
Jury de Soutenance;

Encadreur: M. BOUSSAA A. (MAA) Univ . Abbés Laghrour Khenchela
Président: Dr.ZERAIB A. (MCB) Univ. Abbés Laghrour Khenchela
Examinateur: M .ABAIDIA A. (MAA) Univ. Abbés Laghrour Khenchela

o

Promotion : Juin2017




Remerciements



Remerciements

Nous tenons tout d’abord d vemercier Dieu le tout puissant et
miséricordieux, qui nous a donné la force et la patience d’accomplir ce
Modeste travail.

Ce mémoire n'aurait pas pu étre rvéalisé sans la contribution de
nombreuses personnes que nous tenons d remercier par ces quelques
lignes

La premiére personne que nous tenons d remercier est notre
promoteur BOUSSAA ABD ELHALIM, pour Lorientation, la
confiance, la patience qui a constitué un apport considérable sans
lequel ce travail n’aurait pas pu étre mené au bon port. Qu’il trouve
dans ce travail un hommage vivant d sa haute personnalité

Nous remercions aussi tres vivement, Dyr. ZRAIB vous nos faites le
grand honneur de présider ce modeste travail. Nous vous prions de
bien vouloir recevoir le témoignage de notre profond respect.

Un tout grcmc[ merci d, M. AABAIDIA Nous vous remercions de nos
faires Chonneur de juger ce modeste travail, et Veuillez accepter nos
chaleureux remerciements pour votre participation d ce jury

Nous adressons notre profond remevrciement aussi d
Ghedir XK. de son amitié sincére et de son aide pour réaliser ce travail.

Nous tenons d exprimer nos sincéres remerciements tout [équipe du
laboratoire de biologie Abbas Laghrour Khenchela surtout SARA et
SOUAAD pour leurs aide et surtout leurs gentillesses

Mevrci d tous ceux qui, dune maniére ou d’ une autre ont contribué a
la réalisation de ce travail, et que nous ne pouvons citer
individuellement.




G

Dédicaces

S



Dédicaces

«La connaissance est la seule chose qui s’accroit lorsqu’on la partage »

Je dédie ce mémoire

A Chomme de ma vie, mon exemple éternel, mon soutien moral
et source de joie et de bonheur, celui qui s’est toujours sacrifié
pour me voir réussir, d toi mon pére.

A la lumiére de mes jours, la source de mes efforts, la flamme de
mon coeur, ma vie et mon bonheur ; maman que j adore.

Aux personnes dont jai bien aimé la présence dans ce jour, Mes
fréres et soeurs qui n'ont cessé d'étre pour moi des exemples de
persévérance, de courage et de générosite. ; Abde-Flajalil,
Howari, Ahimed ,Flkatina , Nawal, Ratiba, Hadil

A qui m’a donné toujours de Lespoir et d qui m’a poussé de faire
mon mieux, dmon cher et tender mari BILAL qui a su me
soutenir et étre toujours présent a mes cotes.

Aux personnes qui m'ont toujours aide et encouragé, qui étaient
toujours d mes cotés, et qui m'ont accompagnaient durant mon
chemin d’études supérieures, mes aimables amis, colléegues
d’étude, et fréres de coeur,

Loubna ,Aicha , Imen, Chahinaz , Doudou ,Safa ,Rabha,
Somiya , Cherifa.

A tous ceux qui jaime.

Nour F{ Houda



)

Dédicaces

Avec mes sentiments les plus sincéres et mes émotions les plus intenses, je
dédie ce travail :
A Mes trés chers parents

A ma mére tu as été toujours d mes cotés, merci pour tous les sacrifices.
Que dieu le tout puissant te protége et te garde en bonne santé.

A mon pére, tes conseils m'ont suivi et m’ont permis d’attendre le bout du
chemin. Sois de moi aujourd hui et vois ce travail mon amour sincére et
ma gratitude profonde.

QUE DIFU LE PUISSANT.

A mes soeurs : Tefaha et Ahlem et leurs enfents Aridj ,Doudo
,Nada ;roeya
Et une spéciale dédicace a mes fréves : Adil et Hamza

A mes beaux-fréres
Kais et mourad

A ma petite sceur HIDAYA qui je Laime beaucoup dieu te garde ma belle

A les plus belle chéres sceurs chaima et zineb pour les bons moments que
nous avons partagés durant ces derniéres années.

A celui qui m’ont toujours encourage et soutenu morvalement mes tres
chers amis : chichou, Xhaoula , Nawel,Houba et Doudou

Pour ma colléegue et ma binome qu’on a garde
des jolies souvenir ensemble durant notre
travail : HOUDA

A tous les autres que je n'ai pas pu citer, mais qui se
reconnaitront, je ne les oublie pas...

LOUBNA




Liste des abréviations



Listedes abréviations

A.baumannii :
AFNOR:
AG:
AICI3:
ANOVA :
ATCC:
Ce:

CG:
CG/SM :
CMB:
CMI:
CPs:

DM SO :
E.AC:

E. cali :

ED:

E.Ec:
E.Et-OH :
E.MeOH :
GN:

He:
HPLC-MS:
HSD :
K.oxytoca :
L.monocytogenes :
Mc Farlend :
MgEAG/gMS::
mgEQ/g:

MH :

Na2 CO3:
NaCl :

NaOH :

Acinetobacter bummanii.

la norme de I’ Association Frangaise de Normalisation
Acide galique

Chlorure d'aluminium

Analysisof Variance

American Type Culture Collection

Degré Celsius

Chromatographie en phase gazeuse

Chromatographie gazeuse couplée ala spectrométrie de masse
Concentration minimale bactéricide

Concentration minimale inhibitrice

Composés phénoliques

diametre des zones d’inhibition

Diméthyle Sulfoxide

Extrait acétonique

Escherichia Coli

Extrait obtenu par décoction

Extrait avec I’eau chaude

Extrait éthanolique

Extrait méhanolique

Gélose nutritive

huile essentielle

chromatographie en phase liquide coupl ée ala spectrométrie de masse
Honestly significant Difference

Klebsiella oxytoca

Listeria monocytogenes

Mack Farlend

milligramme équivalent acide gallique de la matiere seche
milligramme équivaent de la quercétine / gramme.
Gélose Mueller Hinton

Carbonat du soduim

Chlorure de sodium

hydroxyde de sodium

-



P. mirabilis :
P.aeruginosa :
pH :
S.aureus:
UFC :

VIV :

ul

Proteus mirabilis
Pseudomonas aeruginosa
Potentiel d’hydrogéne
Saphylococcus aureus
Unité Formant Colonie
Volume par volume

Microlitre

Listedes abréviations




Liste des figures



Listedesfigures

Figure 01: Artemisia herba alba au début de la saison de floraison et alafin de la saison de

FIOF@ISON ..ttt bbb bt bt ae e e s e n e nesneanenneas 04
Figure 02: partie de la steppe d’artemisia herba alba (ASSO).......ccovvviiiiiiiiiiiiienas 05
Figure 03 : Distrubution géographiques d’Artemisia herba alba dansle monde.............. 06
Figure 04: Structure Chimiques de quelques COMposES terpeniquES..........evveveeennennnns 13

Figure 05: Structure Chimiques de quelques composes aromatiques................eevnn... 14
Figure 06: Montage d'extraction par Hydrodistillation...................coccoviiiiineen. .16
Figure 07: Montage d'extraction par hydrodiffusion ......................coceeveiiieinen el .. 16
Figure 08: Technique d'extraction par SOIVaNTS ........coovvreieii i e e e 17
Figure 09: Extraction assiSté par MICIO-ONAES. .. . ... vuueeie et e et e e ae e e 18
Figure 10: Structurede base desflavonoides............ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiinieeee . 21
Figure 11 : larécolte delaplante Aretimisiaherbaalba ................cccoo i, 23

Figurel? : sechagedelaplante al'ombre.............ccoooviiiiiiiiiiici .23

Figure 13: Broyat des feuilles d’Artemisia herba alba (ASSO).........ccoveiviiiiiiiiiiine 23
Figureld : Etapes d’extraction des composés phénoliques par macération.................... 26
Figurel5 : Etapes defiltration et évaporation des extraits.............cocvvevieeeviieiienennnnn 28

Figure 16 : Montage d’hydrodistillation employé pour I’extraction de I’huile essentielle
d’Artemisiaherbaalba ... 29

Figurel? : Dosage des poly phénolstotaux des extraits obtenus d’Artemisia herba alba...31

Figure 18 :Test de I’activité antibactérienne d’Artemisia herbaalba ........................... 33
Figure19: Détermination delaCMI ..o e e e, 34
Figure 20: Détection des composes phénoliquespar FEClz........vvvviiiiii i, 37




Listedesfigures

Figure 21: Les teneurs en composés phénoliques totaux des extraits obtenus d ’A. herb

Figure 22: Les teneurs en flavonoides totaux des extraits obtenus d’A. herba alba........... 43

Figure 23: L’effet inhibiteur d’extrait éthanolique d’ Aherba alba vis-avis A. listeriaet
Bl ELCOl ..ttt e 47

Figure 24: L’effet inhibiteur d’extrait acétonique d’ Aherba alba vis-avis Saureus........ 49
Figure 25 : L’effet d’extrait obtenue par décoction d’A.herba alba vis-&vis P. mirabilis...49

Figure 26 : Détermination du CMB d’huile d’ Aherba alba vis-&VvisE.cali....................... 51




Liste des tableaux



Liste des tableaux

Tableau |: Classification de laplante Artemisia herba-alba......................c.oooi 07
Tableau Il : Lesflavonoidesisolés a partir desfeuilles de I’ Artemisia herba-alba........... 09
Tableau I11:Les principaux classes des composés phénoliques ..........oooovvvviiiiieiinen, 20

Tableau 1V: Poids d’extrait sec et rendement correspondant des trois méthodes d’extraction

des composés phénoliques et d’huile a partir de la plante Artemisia herba alba............... 36

Tableau V : Résultats de Tests de détection des composés phénoliques et des flavonoides

dans la matiere végétale d’A.herba alba (ASS0)........ooeviviiii 39

Tableau VI : Diametres des zones d’inhibition et les CMI de la croissance bactérienne
induite par laplante Aherbaalba............coovii 045

Tableau VI ;: Résultat dela détermination deSCMBS. ....oooovieiii e, 46

<



Sommaire

Remer ciement

Dédicace

Listedes abr&ViatioNsS. .. ... o. i e
TS EoY 0 (=S T U] =T PP
LiStedeStabl@aUX. .. ...t e e e

(L (0l 18 Te: { o] A

Synthése Bibliographique.

Chapitrel : Description dela plante

|.1.Généraité sur lafamille des AStEraceae. .. ......c.oovevveve i e e,

[.2.Artemisiaherba alba ASSO. .. ...
| .2.1.Présentation de laplante..........cccceeiriiiniiieieieeesese et
[.2.2. ApPelation [OCAIES. .. ... .. e e e e
|.2.3.Description botaniquedelaplante............coovee i
|.2.4. Caractéristiques morphologiquesdelaplante...........cccove i i,
|.2.5.distribution géographique delaplante.............cooiiiii i

[.2.6. Systématiquedelaplante...........c.oovieii ot
1.2.7. Composition chimique d’Artemisia herba alba....................cooocii i,

|.3. Utilisation et propriétés thérapeutiquesdelaplante.............cccooviiviiivienannn
1.3.1. CapaCité antioXYdante. .. ......ouieit e et e e e e e e e
1.3.2. ACtiVItE antifONQIQUE. .. ... oottt e e e e e e e e e

[.3.3. ACHIVITE antibDaC B I ONNE. .. .ot e e e e e e

Chapitrell : Les huiles essentielles

(I 1 g1 {0 o (8 Tox (o T

[1.2.Définition

[1.3. Propriété physiCo-ChimiqUE..........oevieiieiie e
[1.4. Composition des huiles essentielles..........ccovvii i e
I1.4.1. LeS COMPOSESLENPENIQUES. .. ..o cve et e eet e e et e e reeeenn s
I 5 I 1Y 0T o = = ==~
[1.4.1.2.SESOUITEIPENES ... oe ittt ee e e e e et e e e e et e e e e aaeeen s

12

12
12
13
13
14
14



[1.4.2. LEeS COMPOSES @rOMIBLIUES. .. ... v e veevee et eaeeeeen e et eeeee e eeaneeaeeaeaennennas
11.4.3.Les cOmpOoSES 0’ 0rgiNe QIVEISES. .. ... uu e et iie e et et e ee e nneee s
I1.5.Techniques d’extraction des huiles essentielles................oo i,
[1.5.1.Extraction par hydro-distillation ..o e
[1.5.2. L hydrodiffuSION. .. ... e e e e e e e e e
1.5.3.L'eXpression @froid. .. ....c.oue i e e e e e e
[1.5.4.EXTraction Par SOIVANTS. .. ... .cu ettt it e e e e e e e e e e aae e

[1.5.5.EXtraction par MICrO-0NAES ........oovt i i e e et e e e e e ee e en e

Chapitrelll : lescomposés phénoliques
St I T 1 111 o o P
[11.2.Ladistribution des composés phénoliques. .........cccvvvvie e
I11.3.Classification des composees phénoliques ..........ocvvviiiiiii i e,
1.3 1.LeSTIAaVONOIAES. .. ... e e e e e e e e e e e e e e
I 307 = = 1
I T T I =-S== o 1  T=J
I11.4. Réle et intérét des composés phénoliqUES..........covvveie i e,
H11.4.1.Chez €S hUMAINS. .. ...t e e e e e e e e ee e
[11.4.2.ChEZ |E€S VEGELAUX ... .vveteeee it e e e e ettt e e e e e eaeeaeaen s

Etude Expérimentale
Chapitrel: Matériel et méthodes

I\ I == PP
| LLMatériel VEGBLAl . ...t e e

| .1.2.Matériel du test de I’activité antibacCterienne.........coovee e e

| .1.2.1.50uches bactériennNe teStBES. .. ... oot e e e
| . 1.3.Matériel delaboratOire. ... ....euie et e e e e e
| . 1.3.11esmilieuX de CUITUIES. .. .....e i e e e e e e e,
| .1.3.2. ProduitS CHIMIQUES. .. ... e e e e e e e e e e e e e e ee e e aenenen,

| .1.3.3.L7appareillage UtiliSe........covnnieii i e e e e e e

2. MENOAES. .. ... e e

| .2.1.Extraction des compos&s PhENOIIQUES. .. ... ...veeine e ettt re e e e e
| .2..1.1. Extraction assiste par MaCEration ..........c.evevieieereaneii i ieieenee e enens
| .2.1.2.Extraction avec de l’eau Chaude............oovviiiiiii i e e
| .2.1.3.EXtraction par dECOCHION. ... ... it e e e e e e e

14
14
15
15
16
17
17
18

19
19
20
21
21
22
22
22
22



| 2.2 Elimination de liPIides. .. .....coviei i e e e e e e e e e
| .2.3.Filtration €t @VapOralion. .. ........ouiuiie s e e e
| .3.Extraction deshuilesessentielles. ...
| .A.D&ermination du rendemMENT. .. ... ...oe i,
| 5. Analyses qualitatives deS eXtraitS. .. .......c.uveiieiie e e e e

| .5.1.Détection des composes phénoliques (Réactionau FeCl 3).............cocevvneen.

| .5.2.Détection des flavonoides (Réaction alacyaniding)..............c.oovvvveieinnnnn,

| 6. ANAIYSES QUANTITALIVE. .. ...t e e e e e e e e e e e e e
| .6.1.D0sage des PheNOlSTOtALUX. .. ... vv e e e e e e e e e e e e e e aeeaas

| .6.2.D0sage desflavonoides..........ooviii i

| .7.Evaluation de |'activité antibactérienne des extraits.............coovevieviienn e,

| .7.1.Repiquage des especes bacteriennes. ........ocv.vvieii e

| .7.2.Préparation de I'iNOCUIUM. ... ..o e e e e e,
| .7.3.Préparation deS AiSQUES. ... ..uveie et et e et e e e e e e e e
| .7.4.Préparation desmilieux de CUItUre............ooeiiiiriie e e e
| .7.5.Ensemencement et dépot deSAiSQUES. ......uv v vee et i e e e
| 7.6.LeCtUre dES IESUITALS. .. ... ee et e e e e e e e e e e e e e
| .8.Méthode des micro-dilutions en milieu liquide.............cc.ocoviii i,
| .9.Concentration minimale bactéricide (CMB) .......coooviiiiiiiii i e,
[.10. ANAlYSE StatiStIQUE. .. ..o e e e e e e e e e e e e e

Chapitrell. Résultats et discussions

Il .1.Détermination du rendement............vve e vt e e e e e
[1.1.1.Rendement deS eXIraitS ... ......uie ittt e e e ee e
Il 1.2.Le rendement d’extraction d’huile essentiel...............ccooiiiiiiiii i

Il .2.Tests de détection des composes phénoliques et flavonoides.........................

I1.3. Dosage des composeés phénoliques et flavonoides totauXx...........o.vevivevinnenn.en
11.3.1. Dosage des composas phénoliqueS totaUX. .. ......vevvvevereeie e v,
I1.3.2.00580e deSTlavonoides ........ccovvni it e e e e e
Il .4.L°étude de I’activité antibactérienne.............cooov i
Il .4.1. Activité antimicrobienne de I’extrait éthanolique................c.ooviiiiiinnn.
Il .4.2. Activité antimicrobienne de I’extrait méthanolique................cooviiii e,
I1. 4.3. Activité antimicrobienne de I”extrait acétonique...........ccoeviievi i vieeennn

I1. 4.4. Activité antimicrobienne de I’extrait obtenue par décoction .......................

27
27
28
29
29
29
30
30
30
31
31
32
32
32
32
32
33
33
34
34

36
36
38
38
40
40
42

47
47
48
49



Il .4.5. Activité antimicrobienne d’extrait avec I’'eau chaude..........ccovviviiiinnnn.. 50

[1.4.6. Activité antibactérienne d’huile essentielle d’A.herba alba........................... 50
COoNCIUSION B PO SPECLIVES. ... et e e et e e e e e et e e 54
RéférencesbibliographiqQUES .........cov i e e 57

Résumeé
Abstract



Introduction



Introduction

Depuis la nuit des temps, les hommes se sont soignés avec les plantes qu'ils
avaient a leur disposition contre les maladies bénignes, rhume ou toux, ou plus
sérieuses, telles que la tuberculose ou la malaria (Iserin, 2001). Les connaissances
empiriques accumulées ont permis aux différentes civilisations de prendre les plantes
comme source essentielle de médicaments. Jusgu'au début du X Xeme siecle, presque

tous les médicaments étaient d'origine végétale (Guignard, 1994).

Ni le hasard, ni la religion et ni la superstition qui a guidé la médecine
traditionnelle a employer une plante plutét qu'une autre. Certainement, c’est
I’expérience ou les gents apprécient les vertus apaisantes et analgésiques des plantes
(I'serin, 2001).

A traversles siécles, les traditions humaines ont su dével opper |a connaissance
et I'utilisation des plantes médicinales pour objectif de vaincre la souffrance et
d’améliorer la santé des hommes (Iserin, 2001). Aujourd’hui encore, les deux tiers de
la pharmacopée ont recours aux propriétés curatives des plantes et que les traitements
a base de ces derniéres reviennent au premier lieu car I’efficacité des médicaments

décroit vue leurs effets secondaires sur la santé publique ( Hota,2007).

L’Artemisia herba alba (Asso) est une plante herbacée vivace. Elle appartient
a I’'un des genres les plus répondus de la famille des Asteraceae. Elle a une valeur
thérapeutique trés importante en raison des métabolites secondaires qu’elle renferme,
notamment les huiles essentielles, les polyphénols et les flavonoides (Telli et
al.,2010)

Cette plante est tres utilisée, aussi bien pour ses vertus médicinales que
cosmétiques. Elle est utilisée dans la médecine traditionnelle ains que dans la
médecine moderne pour traiter plusieurs maladies dont les infections urinaires, le
diabete, I’hypertension artérielle, les troubles gastrique tels que la diarrhée et les
douleurs abdominales, la cicatrisation des plaies externes, la bronchite, I’abcés et
comme vermifuge (Djebaili et al., 1989).

En Algérie, les steppes d'armoise (Artemisia herba-alba) recouvrent 3 millions
d'hectares et sont situées dans les étages arides et semi-arides frais, avec des
précipitations variant de 100 a 300 mm (Dj ebaili et al., 1989).




Introduction

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des antibactériens naturels
en évaluant les propriétes antibactériens des polyphénols et d’huile essentielle de la

plante Artemesia herba alba .

Dans la premiéere partie et en premier chapitre de ce manuscrit, nous avons
commencé par une éude bibliographique sur la plante étudie; la description (les
caracteres botaniques et la systématique), la Composition chimique et I’intérét

biologique.

Le deuxiéme chapitre portera sur I’étude des huiles essentielles, ceci est suivi
par un rappel sur leur composition chimique et quelques méthodes les plus utilisées

pour I’extraction d’huile.

Dans le troisiéme chapitre, nous rappelons des composés phénoliques, leur
biosynthése et quelques activités biologiques attribués a différentes familles de ces

COMPOSES.

Dans la deuxiéme partie, nous avons envisagé la partie expérimentale qui se

déroule en trois axes

Dans le premier axe, nous avons réalisé I’extraction, la détection et la

détermination des teneurs en composés phénoliques (phénols totaux et flavonoides).

Dans le deuxiéme axe, nous nous sommes intéressés a eévaluer le pouvoir
antibactérienne des extraits et d’huile essentielle de la plante suivi par la
détermination delaCMI et CMB.

Enfin, dans la troisiéme partie, nous avons rapporté les résultats obtenus entre
autre les rendements, les teneurs des composes phénoliques et I’étude de I’activité

antibactérienne des extraits.

]
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Chapitre I
Artemisia fierba alba



Chapitre| Généralité sur « Artemisia herba alba Asso »

|.1.Généralité sur lafamille des Aster acea

La famille des Asteraceae représente I’une des taxons les plus importants du régne
végétale. Elles sont des plantes angiospermes dicotyl édones appartenant aux sous classes des
gamopétales ou astérides (Asteridae) et al'ordre des Asterales. La famille des Asteracees avec
prées de 1500 genres et pas loin de 26000 especes. Elle est présente dans toutes les régions du
monde principalement dans les régions tempérées et a I'exception des pdles. Les astéracées
peuvent étre annuelles, bisannuelles ou vivaces. On y trouve surtout des plantes vivaces et a
feuilles aternes. Dans la grande majorité des cas, les astéracées sont des plantes herbacées
mais elles sont également représentées par des arbres, des arbustes ou des lianes, certaines

sont également succulentes (Barkely et al., 2006).

Les principaux genres sont Senecio, avec 1500 especes, Vernonia, avec 1000 especes,
Cousinia, avec 600 especes, Eupatorium, avec 600 especes, Hieracium, avec 500 espéces,
Helichrysum, avec 500 espéeces, Artemisia, avec 400 especes et Baccharis, avec 400 especes
(Botineau, 2013).

|.2.Artemisia herba alba Asso
[.2.1.Présentation dela plante

Artemisia herba alba Asso (Armoise blanche) est une espece de la famille des
Asteraceae de I'Afrique du Nord (Debuigne, 1984). Elle est tres répandue sur les hauts
plateaux dans I'étage bioclimatique semi-aride frais. (Battandier, 1900 ; Djebaili, 1984 ;
Ozenda, 1983 ;Quezdl et Santa, 1962-1963).

Dans les steppes, principales zones de parcours de I'élevage ovin nomade, A. herba
alba aterne avec des formations a Alfa et occupe environ trois millions d'hectares et
représente une importante ressource fourragere (Aidoud, 1983 ;Battandier, 1900;
Bourbouze et Donadieu, 1987 ; Djebaili, 1987). D'aprés des éleveurs, cette espéce est
souvent préconisée dans I’alimentation des ovins comme vermifuge. Elle est aussi utilisée
dans la médecine traditionnelle pour faciliter la digestion, calmer les douleurs abdominales et
celles du foie, dans le traitement du diabete e¢ comme vermifuge. (Baba Aissa,
2000 ;Belakhdar, 1997).
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[.2.2.Appéellation locales

D'autres noms vernaculaires lui sont attribués comme : Alala, Chih, Abebd,
Toumgalle, Zen, Ifsi, et Odessir (Ozenda, 1985)

[.2.3. Description botanique de la plante

L’armoise blanche est une plante des climats arides et semi-arides qui pousse dans les
hautes plaines steppiques, les déserts du Moyen-Orient et de I’Afrique du Nord. C’est une
plante herbacée a tiges ligneuses, ramifiées et tomenteuses de 30 a 50 cm de long qui
caractérisé par une odeur de thymol. Les feuilles sont courtes, sessiles, pubescentes et
argentées. Les capitules sont groupés en pannicules de petite taille de 1,5 a 3 mm alongés et
étroits contenant de 3 a 6 des fleurs jaunatres. Les bractées externes de I’involucre sont

orbiculaires et pubescentes (figure 01) (Nawwar et al., 1989).

\ (A) (B)

Figure 01: Artemisia herba alba: (A) la plante au début de |a saison de floraison,

(B) laplante alafin de la saison de floraison (M essai, 2011)
[.2.4. Caractéristiques mor phologiques de la plante

L'A.herba-alba est une plante ligneuse basse et toujours verte, ces caractéristiques
morphologiques et physiologiques font d’elle une espéce bien adaptée aux conditions
climatiques arides. Le dimorphisme saisonnier de son feuillage lui permet de réduire la
surface transpirante et d’éviter ainsi les pertes d’eau. Grace a son systeme racinaire trés dense
a la surface, I’A. herba-alba est capable de valoriser toute humidité superficielle occasionnée

N
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par des petites pluies. Cette espéce est également capable d’exploiter I’humidité du sol
jusqu’a 50 cm de profondeur et peut profiter des fractures de la croQte, pour atteindre les
poches d’humidite, notamment dans les sols a encrotement calcaire, la tige principale se
divise en « branches » physiol ogiquement indépendantes |es unes des autres et susceptibles de
mourir sans entrainer la mort de la plante entiere. La floraison de cette espéece débute le plus
souvent en juin mais les fleurs se développent essentiellement alafin de I'été. Lors des années
pluvieuses et dans les sols qui lui conviennent, I'A. herba-alba présente une forte production
de graines et un pouvoir de régénération élevé (M atteucci, 2008).

Lafigure 02 montre une partie de la steppe d’A.herba alba (Asso) .

e e T g —— 3

-

Figure 02: Artemisia herba alba (Asso)
(Mohamed et al., 2010).

[.2.5. Distribution géographique dela plante

L'A. herba alba est une plante spontanée largement répandue depuis les Tles Canaries
et le Sud-Est de I'Espagne jusgu'aux steppes d'Asie centrale (lran, Turkménistan,
Ouzbékistan) et a travers I’ Afrique du Nord, I’Arabie et le Proche-Orient (désert du Negev, et
désert du Sinai, Egypte) (figure 03) (Messai, 2011).

En Afrique du nord, cette espece couvre dimmenses territoires, elle pousse dans les
zones limitrophes de la bande pré-désertique. C’est une espéce treés répandue dans le sud du
bassin meéditerranéen, ou elle affectionne les climats sec et chaud (Benjilali et
Richard, 1980).
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En Algérie, A. herba alba Asso est tres présente dans les hauts plateaux, les zones
steppiques et au Sahara centrale, dont le taux de recouvrement est estimeé entre 10 et 60 %. On
latrouve également dans des zones proches du littoral .Elle constitue un moyen de lutte contre

I’érosion et la désertification (Bendahou 2007 ; Ayad et al., 2014).

W
ij
-~
& ¢

Figure 03 : Distrubution géographiques d’Artemisia herba alba
dans e monde (Mohamed et al., 2010).
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[.2.6. Systématique de la plante

La classification classique de I’espece A. herba-alba est représentée dans le
tableau 01.
Tableau |: Classification de la plante Artemisia herba-alba.
(Valléset Mc Arthur, 2001 ; Mohamed et al., 2010)

Regne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous-famille Asteroideae
latribu Anthemideae
Sous-tribu Artemisiinae
Genre ArtemisiaL.
sous-genre Seriphidium
Especes Artemisia herba-alba Asso

[.2.7. Composition chimique d’Artemisia herba alba

L’Artemisia est I'un des genres les plus grands et les plus répondus dans la tribu
Anthemideae de |la famille des Asteraceae. Elle constitue une source trés importante pour le
cheptel. La biomasse de cette plante steppique constitue un aliment de substitution pour
I’élevage du bétail en période de disette. (Mohamed et al., 2010).

La composition chimique de cette plante est complétement dépourvue d'alcaloides,
elle est riche en composés polyphénoliques, qui sont les meilleurs antioxydants, flavonoides
et tanins. Elle contient aussi des anthocyanes, des acides phénoliques et d’autres substances.
Les études phytochimiques ont montrés que I’ivette contient aussi des ecdystéroides, des

diterpénoides, des iridoides et des saponosides acides (Boudjelal,2013G ;seryra, 2011).
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Des travaux précédents au Maroc qui montre I'armoise herbe blanche constitue un
fourrage particulierement intéressant. En effet, la plante présente un taux de cellulose
beaucoup moins élevé que ne laisse préuger son aspect (17 a 33 %). La matiere seche (MS)
apporte entre 6 et 11 % de matiére protéique brute dont 72 % est constituée d'acides aminés.

Le taux de B-caroténe varie entre 1,3 et 7 mg/kg selon les saisons (Ayed et al., 2014).

La valeur énergétique de I’armoise herbe blanche, trés faible en hiver (0,2 a 0,4 UF/kg
MS), augmente rapidement au printemps (0,92 UF/kg MS) pour diminuer de nouveau en été
(0,6 UF/kg MS). En automne, les pluies de septembre provoquent une nouvelle période de
croissance et la valeur énergétique augmente de nouveau (0,8 UF/kg MS) (Aidoud, 1989).
Les plantes de la famille des Asteraceae, a laquelle appartient I'armoise herbe blanche, ont
fait I'objet de plusieurs études phytochimiques par intérét économique surtout pour leurs
huiles essentielles. Les molécules identifiées sont les sesquiterpenes lactones, les coumarines

et les hydrocarbures acétyléniques (Da Silvaja, 2004).

Historiquement, I’armoise a été un genre productif dans la recherche de nouveaux
composeés biologiquement actifs.les investigation phytochymiques ont monté que ce genre est
riche en sesquiterpéne, monoterpene, flavonoides, et coumarines (Khireddine, 2013). Les
principaux mono terpenes identifiés dans le « Chih » sont: Le thuyone, le 1,8-cinéol et le
thymol. Le thuyone est certainement I'un des constituants terpéniques les plus bioactifs de
I'armoise. Les principaux flavonoides isolés a partir de I'armoise herbe blanche sont:
I'hispiduline, la cirsimaritine. Des flavonesglycosidiques comme la 3- rutinoside, quercitine et

I'isovitexine sont aussi mis en évidence (tableau I1) (Aouadhi, 2010).
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Tableau Il : Lesflavonoidesisolés a partir desfeuilles de |’ Artemisia herba-alba
(Saleh et al., 1987)

R Quantiteé relative
Quercetm 3-glucoside +
Quarcetin 3-rutinoside

Patuletin 3-glucoside ¥
Patuletin 3-rutinoside i+
Isovitexin %
Schaftoside +
Isoschaftoside -
apigenin -
hispidulin +
cirsimaritin 4 -
luteolin +
jaceosidin

cirsilineol e

[.3. Utilisations et propriétés thérapeutiques de la plante

En générale, le genre Artemisia a été tres utilisé dans la médecine traditionnelle ainsi
gue dans la médecine moderne pour traiter plusieurs maladies telles que les infections
urinaires, le diabéte, I’hypertension artériel, les trouble gastrique tels que la diarrhée et les
douleurs abdominales, la cicatrisation des plaies externes, la bronchite, I’abcés et comme
vermifuge (Gharabi et al., 2008 ; Bouldjadj, 2009 ; Mohamed et al., 2010 ; Seddik, 2010;
Bencheqgroun et al,. 2012).

[.3.1. Capacité antioxydante

Beaucoup de plantes médicinales contiennent de grandes quantités de composés
antioxydants qui pourrait étre isolé et utilise comme anti-oxydants pour la prévention et le
traitement des troubles liés aux radicaux libres. Dans une étude réalisée par Djeridane et al.
(2006) dont I'objectif était I'évaluation par un procédé chimique de la capacité antioxydante
des composeés phénoliques dans certaines plantes médicinales agériens, y compris A. herba-

alba, une forte activité antioxydante et une teneur en composés phénoliques plus importante
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gue les plantes alimentaires courantes ont été enrégistrées. Il a été également noté dans cette
étude que ces plantes algériens sont de forts piégeurs de radicaux libres et peuvent étre
considérés comme une bonne source dantioxydants naturels a des fins médicinaes et

commerciae (Djeridane et al., 2006).
[.3.2. Activité antifongique

En 1993 Tantaoui et a l., rapportent que I'huile essentielle d'A.herba alba inhibe la

reproduction asexuée du Aspergillus niger, Penicilliumitalicum, et Zygorhynchus.

L'activité antifongique de I’Armoise blanche a été trouvé a étre associée a deux grands
composes volatiles isolés a partir des feuilles fraiches de la plante, le carvone et |e pipéritone,
ces composés ont été isolés et identifiés par GC / MS, GC / IR et spectroscopie RMN.
L'activité antifongique a été mesurée contre Penicillium citrinum (ATCC 10499) et rouxii
Mucora (ATCC 24905).(Saleh et Chittka, 2006). L’extrait aqueux d’A. herba-alba possédait
une faible activité antibactérienne et pratiquement peu ou pas d'activité inhibitrice contre la
levure Saccharomyces cerevisiae (Marrif et al., 1995).

[.3.3. Activité antibactérienne

L'activité antibactérienne de I’ Armoise blanche recueillie pres de Sde Boker-(désert du
Néguev), a été éudiée. Seul I'huile essentielle est révél ée étre active contre certaines bactéries
Gram-positives (Streptococcus hemol yticus et Saphylococcus aureus) et les bactéries a Gram
négatif (Escherichia coli, Shigella sonnei et Salmonella typhosa,). L'huile essentielle a été
fractionnée par chromatographie sur colonne, et ces fractions ont éte testées pour leur activité
antibactérienne. Le composant principal de la fraction la plus active a été I’alcool santoline
(Mohamed et al., 2010).

Toutes les huiles |égéres ont une activité antibactérienne dans la marge de
concentration de 2.1 mg / ml. Les huiles étaient actives contre les bactéries Gram négatif
(Escherichia coli, Shigella sonnel, Salmonella typhosa, Serratia marcescens et Pseudomonas
aerugenosa) et contre les bactéries Gram positives (Bacillus subtilis, Streptococcus
hemolyticus et Saphylococcus aureus). L'effet antibactérien peut expliquer I'utilisation
extensive de A. herba-alba la médecine populaire (Sherif et al., 1987). En outre, I'activité
antibactérienne in vitro de I'huile essentielle d’A. herba-alba a é&é évalué sur les

microorganismes, I'huile a montré une action trés forte contre Staphyl ococcus, I'inhibition des
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huiles était faible par rapport au entérobactéries (Charchari et al., 1996). L'activité
antibactérienne d’A. herba-alba testée contre Bacillus subtilis et Escherichia coli n’ont pas
montré une activité significative contre les deux especes (Hifnawy et al., 2001).

Dans une autre étude réalisée sur les mycoplasmes qui sont un des plus petits micro-
organismes vivant en liberté et qui contrairement a d'autres bactéries n’ont pas de paroi
cellulaire, par consequent, ils ne sont pas sensibles a la pénicilline et d'autres antibiotiques qui
agissent sur la structure, I’Armoise blanche, était parmi les six extraits méthanoliques des
plantes médicinales traditionnelles jordaniennes qui étaient testés sur 32 isolats d'especes de
Mycoplasma et dont I’extrait etait le plus efficace in vitro contre toutes les espéces de
Mycoplasmes avec des valeurs MIC de 3,125 a 6,25. mg / ml. Par conséquent, cette plante
peut étre considérée comme une solution de rechange facilement disponibles pour des
meédicaments tels que la  fluoroquinolones, la tétracyclines, les macrolides et les
chloramphénicols qui sont actuellement utilisés dans le traitement de Mycoplasmes
(Al Momani et al., 2007)




Chapitre 11
Les huiles essentielles
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I1.1.Introduction

Parmi les especes végétales (800 000 a 1 500 000 selon les botanistes) 10 %
seulement sont dites « aromatiques », c’est-a-dire qu’elles synthétisent et sécrétent des
infimes quantités d’essence aromatique par I’intermédiaire de poils, poches ou canaux
sécréteurs. Les genres capables d’élaborer les constituants des huiles essentielles sont répartis
dans un nombre de familles limité ; Myrtacée, Lauracée, Rutacée, Lamiacée, Asteraceae,

Cupressacee, Poacée, Zingiberacée et Piperacée (Bruneton, 1999).
[1.2.Définition des huiles essentielles

La définition retenue des huiles essentielles, tres proche de celle de la norme 1SO
9235, est celle adoptée par la commission de la pharmacopée européenne : « Produit odorant,
généralement de composition complexe, obtenu a partir d’une matiere premiere végétale
botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par distillation séche, soit

par un procédé mécanique approprié sans chauffage (Afnor, 1986 )
[1.3. Propriété physico-chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont généralement liquides a la température ambiante, d'odeurs
aromatiques. Leur densité est plus souvent inférieure a celle de I'eau. Elles ont un indice de
réfraction éevé e, le plus souvent, sont doués d'un pouvoir rotatoire. Elles sont volatiles et
entrainables par la vapeur d'eau, elles transmettent leurs odeurs. Elles sont solubles dans

I'alcool, I'éher et la plupart de solvants organiques (Bruneton, 2009).

Les huiles essentielles généralement sont incolores sauf dans quelque cas ou on trouve
des huiles en jaune, en bleu (huiles essentielle de camomille), en vert (huile d’absinthe) et en
rouge (huile volatil de cannelle). Cette observation est lié a une substance particuliére qui est

I’azuléne C15H18, pour ceci on distingue quatre classes (Bruneton, 1993) :

Huileincolore : sans azulene ni résine;
Huile jaune : avec résine seulement ;
Huile bleu : avec azuléne ;

Huile verte brune ou jaune verte : contenant de I’azuléne en proportion variable.
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[1.4. Composition des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes, peuvent comporter plus de
soixante composes différents. Les composants principaux peuvent constituer jusqu'a 85% de
I’huile, tandis que d’'autres composants sont présents seulement comme traces (Burt, 2004 ;
Bakkali, 2008). Elles sont constituées de fagon quasi exclusive, a deux groupes caractérises
par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides (les composes
terpénique) (Figure 04) et le groupe des composés aromatiques dérivés du propylbenzene

(Figure05) et les terpénoides.
[1.4.1.Lescomposés ter péniques

Les composés terpéniques généralement les plus volatils dont la masse moléculaire
n'est pas élevée. Ces constituants proviennent de I’isopréne répondant a la formule générale
(C5 H8) n, ils sont également nommeés isoprénoides ou terpénoides (Baser ,2010). Les
terpénoides sont classés selon le nombre d’unité isopéne en une série de structure homologue
. hemitérpnes (C5 H8), les monoterpenes (C5 HB8)2, les sesquiterpénes (C5 H8)3, et moins
fréqguemment les diterpénes (C5 HB)4, les triterpénes (C5 H8)6 et les tétraterpenes (C5 H8)
(figure 04).

Carbure monocyclic Carbure bicyclic
Cymene (“y") or p.cymene Sabinene Alpha-pinene Betapinene
HaC
o Y R/ ‘ *
Th

Alcohol acyclic Phenol
Citronellol Geraniol Carvacrol

., EL:AOH L _om “)\
) ‘v T

Carbure Alcohol

ymaol
~F TOH
Famnesol Caryophyllene
I\A.
B "W — — |

Figure 04: Structure Chimiques de quel ques composés terpéniques.
(Piochon ,2008)
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[1.4.1.1. Monoter pénes

Les monoterpenes sont volatils entrainables a la vapeur d’eau, d’odeur souvent
agréable et représentent la majorité des constituants des HE, parfois plus de 90%. IIs peuvent
étre acycliques (myrcene, ocymene), monocyclique (terpinéne, p-cimene) ou bicyclique
(pinene, sabinene). A ces terpénes se rattachent un certain nombre de substances a fonction
chimique : Alcools (géraniol, menthol), aldénhydes (gérania, citronellal, sinensal), cétones
(carvone, menthone, [3- vétinone), et des esters (acétate de géranyle, acétate de linalyle,acétate
de cédryle, acétate a- terpinyle) (Bruneton, 1999 ; Hernandez Ochoa, 2005) (Figure 04).

11.4.1.2. Sesquiterpénes:

Il s’agit de la classe la plus diversifiee des terpenes. Elle contient plus de 3000
molécules comme par exemple : [R-caryophyllene, [-bisabolene, ahumuléene,
abisabolol,farnesol (Bruneton, 1999 ; Hernandez Ochoa, 2005).

[1.4.2. Les composes aromatiques

Les dérivés du phénylpropane sont moins abondants que les terpénoides (Figure 05).
Cette classe comprend des composés odorants comme la vanilline, I’eugenol, I’anéthole,
I’estragole et bien d’autres. lls sont plus fréquents dans les HE d’Apiaceae (anis, fenouil,
cannelle, basilic) (Bruneton, 1999).

Ch_\ de Alcohol Phenol l"henol\

Cinnamaldehyde Cinnamyl alcohol Chavicol Eugenol
= SCH,
xn = =
x H ©/\/\OH _/_< >— OH |(
— =
= OCH,
oH
Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound
Anethole Estragole Safrole

O O SO

Figure 05: Structure Chimiques de quel gues composés aromati ques.
(Bakkali, 2008)

[1.4.3. Les composés d’origine diverses

Il existe un nombre non négligeable de produits résultant de la transformation de

molécules non volatiles issues soit de la dégradation des terpenes non volatils qui proviennent
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de I’auto oxydation par exemple des carotenes ou des acides gras comme les acides linoléque

et a linolénique en (3-cis hexanol, decanal, 3-ionone) (Piochon, 2008).
[1.5. Techniques d’extraction des huiles essentielles

Differentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végétales,
cette diversité est due ala variété des matiéres et ala sensibilité considérable de leurs certains
congtituants. Le choix de méthode la mieux adaptée se fait en fonction de la nature de la
matiere vegétale a traiter, des caractéristiques physico-chimiques de I'essence a extraire et de

I'usage de I'extrait (L ucchesi, 2005).
Les principales méthodes d’extraction sont :

Hydrodistillation

L’Entrainement a la vapeur d'eau

L'hydrodiffusion

L'expression afroid

Extraction par solvants

Extraction par micro- ondes

Quel que soit le type d’extraction utilisé, les etapes de I’extraction des huiles essentielles

d’origine végétale restent identiques. 1l est nécessaire dans un premier temps d’extraire de la
matiere végétale les molécules aromatiques constituant I’huile essentielle, puis dans un

second temps de séparer ces molécules du milieu par distillation (L ucchesi, 2005).
[.5.1. Extraction par hydro-distillation

Il sagit de la méthode la plus ssimple et de ce fait la plus anciennement utilisée. Le
matériel végétal est immergeé directement dans un alambic rempli d'eau placé sur une source
de chaleur. Le tout est ensuite porté a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées
dans un réfrigérant et I'huile essentielle se sépare de I'hydrolat par simple différence de
densité. L'huile essentielle étant plus |égéere que I'eau (sauf quelques rares exceptions), elle
surnage au-dessus de I'hydrolat (figure 06) (Piochon, 2008).
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Figure 06: Montage d'extraction par Hydrodistillation (Piochon, 2008).

[1.5.2. L’hydrodiffusion

Elle consiste a pulvériser de lavapeur d'eau atravers la masse végétale, du haut versle
bas. Ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse végétale est descendant contrairement aux
techniques classiques de distillation dont le flux de vapeur est ascendant. L'avantage de cette
technique est traduit par l'amélioration qualitative et quantitative de I'huile récoltée,
I'économi e de temps, de vapeur et d'énergie (figure 07) (Bassereau et al., 2007).
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Figure 07: Montage d'extraction par hydrodiffusion
(Wijesekara et al., 1997).
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[1.5.3. L'expression afroid

L'extraction par expression a froid, est souvent utilisée pour extraire les huiles
essentielles des agrumes comme le citron, I'orange, la mandarine, etc. Son principe consiste a
rompre mecaniquement les poches a essences. L'huile essentielle est séparée par décantation
ou centrifugation. D'autres machines rompent les poches par dépression et recueillent
directement I'huile essentielle, ce qui évite les dégradations liées a l'action de I'eau
(Chaintreau et al ., 2003).

[1.5.4. Extraction par solvants

Cette méthode est utilisée pour les organes végétaux présentant une concentration en
essence relativement faible ou pour les essences que I’on ne peut extraire par distillation. Elle
est basée sur le pouvoir qu’ont certains solvants organiques a dissoudre les composants des
huiles essentielles (M ebarka, 2007).La technique d’extraction par solvant consiste a la mise
en contact dans un extracteur un solvant volatil et la matiere végétale a traiter. Gréce a des
lavages successifs, le solvant va dissoudre et extraire les constituants solubles contenus dans
la plante avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé a pression atmosphérique
dont I’évaporation laisse un résidu cireux, tres coloré et trés aromatique appelé «concrete». Le
traitement de cette concrete par I’alcool absolu conduit a «I’absolue» (figure 08)(Belaiche,
1979 ; Mebarka, 2007).

mpoule TT T T Phaseorganique 71T
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| | ]
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Figure 08: Technique d'extraction par solvants
(Belaiche, 1979 )
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[1.5.5. Extraction par micro-ondes

Le procédé dextraction par micro-ondes appelée « Solvent Free Microwave
Extraction » ou « SFME » consiste a extraire I'huile essentielle a I'aide d'un rayonnement

micro-ondes d'énergie constante et d'une séquence de mise sous vide (L ucchesi et al ., 2004) .

L’extraction sans solvant assistée par micro-ondes a été congue pour des applications
en laboratoire pour I’extraction d’huiles essentielles de plantes aromatiques. Cette technologie
est une combinaison de chauffage micro-ondes et d’une distillation a la pression
atmospheérique (Figur e 09). Basée sur un principe relativement simple, cette méthode consiste
a placer le matériel végétal dans un réacteur micro-ondes, sans gjout de solvant organique ou
d’eau. Le chauffage de I’eau contenue dans la plante, permet la rupture des glandes
renfermant I’huile essentielle. Cette etape libére I’huile essentielle qui est ensuite entrainee
par la vapeur d’eau produite par le végétal. Un systeme de refroidissement a I’extérieur du
four micro-ondes permet la condensation du distillat, composé d’eau et d’huile essentielle, par
la suite facilement séparable par simple décantation. D’un point de vue qualitatif et
quantitatif, le procédé SFME semble étre plus compétitif et économique que les méthodes

classiques telles que I’hydro-distillation ou I’entrainement a la vapeur (figure 09) (Lucches

etal ., 2004) .

Réfmgérant

Huile cssentielle o =

Phase aguouse —s

.“";"_,r"

Matériel Végétal /
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Figure 09: Extraction assisté par micro-ondes
(Lucches et al ., 2004).
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[11.1.Définition

Le terme «polyphénols» est utilisé frequemment pour designer I'ensemble des
composes phénoliques des végétaux. En fait, il devrait étre réservé aux seules molécules
présentant plusieurs fonctions phénols. Donc la désignation géenéral e «composes phénoliques»
est plus correcte et précise, elle concerne a la fois les mono et les polyphénols dont les
molécules contiennent respectivement une, deux ou plusieurs fonctions phénoliques.
(Macheix et al., 2005).

Les composés phénoliques sont des substances présentes dans tous les vegétaux et
dans tous les organes de la plante, ils possedent un noyau aromatique portant un ou plusieurs
groupements hydroxyles (Naczk et Shahidi, 2003 ; Barboni, 2006 ; Sun et al., 2011). Leur
présence dans les tissus animaux est généralement due a l'ingestion d'aliments d'origine
végétale (Naczk et Shahidi, 2003).

Les composés phénoliques jouent un réle essentiel dans la structure et la protection
des plantes (Naczk et Shahidi, 2003 ; Stalikas, 2007). Ils offrent également, pour la santé
humaine, une protection contre certaines maladies impliquant un stress oxydatif, comme les

cancers et les maladies cardiovascul aires et neurodégénératives (Sun et al., 2011).

Le terme "composés phénoliques végétaux» englobe les phénols simples, les acides
phénoliques, les coumarines, les flavonoides, les stilbénes, les tannins, les lignines et les
lignanes (Stalikas, 2007).

Les composés phénoligues constituent |e groupe de métabolites le plus large et e plus
répandu dans le régne veégétal. Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement
identifiées. Ils sont synthétisés a partir de deux voies biosynthétiques : la voie shikimate et la
voie d’acétate (Macheix et al., 2005).

[11.2. Ladistribution des composés phénoliques

Les CPs sont largement rencontrés dans le regne végétal. Chez ['homme,
I’alimentation est la principale source des composés phénoliques, on les trouve
principalement dans les agrumes. citrons, orange, pamplemousses et dans une moindre
mesure: abricots, cerises, mdres, raisins, papayes, tomates et sarrasin. On en trouve également
dans les boissons (vin rouge, thé, café, jus de fruits), les graines oléagineuses et les
[égumineuses secs (Edea, 2007; Macheix et al, 2005).
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I11.3.Classification des composées phénoliques

Les CPs sont répartis en différents groupes, définis en fonction :

de la complexité du squelette de base (allant d’un simple C6 a des formes tres
polymérisees) - du degré de modification du squelette (degré d’oxydation,
d’hydroxylation et de méthylation) (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)

des liaisons possibles de ces molécules de base avec d’autres molécules glucidiques,

lipidiques ou protéques (Herbert, 1989; Sarni-M anchado et Cheynier, 2006).

Les acides phénoliques, les flavonoides, les tannins et les lignanes sont considérés comme les

principal es classes des composés phénoliques (M erghem, 2009; Muanda , 2010).

Tableau I11:Les principaux classe des composés phénoliques (M erghem, 2009)

Squelettacarboné Classe Exemple Origine (exemple)
C6 Phénols simple Catéchol
C6-C3 Acide p-hydroxybenzoique Epices, fraise
hydroxybenzoique
C6-C3 Acide Acidecaféique,acide Pomme de terre
hydroxycinnamique férulique
Pomme
Coumarine Scopol étine,escul étine )
Citrus
C6-C2-C6 Silénes Resvératrol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides
-Isoflavonols Kamphérol ,quercétine Fruits,|égumes, fleur
-Flavanones Cyanidrine,prélargonidin Fleur,fruits rouge
-Anthocyanes Naringénine Citrus
-Flavonols Daidzéine Soja
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, noyau de fruits
(C15n Tanins Raisin rouge, kaki
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11 .3.1. Lesflavonoides

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme des composés naturels appartenant
a la famille des polyphénoals, ils sont considérés comme des pigments quasiment universels
des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des
feuilles. A I’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme d’hétérosides
(Bruneton, 1999 ; Ghestem et al., 2001; Seyoum et al., 2006). Du point de vue structurale,
les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, en effet plus de 6400
structures ont été identifiées (Heim et al., 2002).

Les flavonoides sont des dérivés benzo-y-pyranne (Skerget et al., 2005). Leur
structure de base est celle d’un diphényle propane a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6),
constitué de deux noyaux aromatiques qui désignent les lettres A et B, reliés par un

hétérocycle oxygéné, qui désigne lalettre C(figure 10) (Dacosta, 2003).

6
\_5 4 J

FigurelO: Structure de base des flavonoides (Dicarlog et al., 1999).

[11.3.2.Lestanins

Les tanins sont des composés polyphénolique, hydrosolubles, de masse moléculaire
comprise entre 500 et 3000, ayant la propriété de tanner la peau, c’est-a-dire de la rende
imputrescible. Cette propriété est liée a leur aptitude a se combiner a des macromolécules

(protéines, polysaccharides....) (Gazengel et Orecchioni, 2012).

Tous les organes végétaux peuvent en renfermer (racines, ecorces, feuilles....),les
tanins sont classés en deux groupes selon leur structure chimique :tanins hydrolysables et les
tanins cathéchigques (Charnay et Tourmeau, 2007).La plupart des propriétés des tanins
découlent de leur capacité a former des complexes avec les molécules, en particulier les




Chapitrell 1l L es composés phénoliques

protéines. Les tanins présentent des propriétés astringentes, antidiarrhéques, antibactérienne,
antifongiques (Teetes et al., 1980).

[11.3.3.Les saponines

Les saponines constituent un vaste groupe d'hétérosides tres fréguent chez les
végétaux. C'est un groupe comprenant divers métabolites végétaux secondaires de faible poids
moléculaire largement répandus dans le regne végétal. La structure chimique des saponines
est constituée d'un groupe aglycone de nature triterpenoidique ou stéroidique et d'une ou
plusieurs chaines saccharidiques (glycosides) (Char pentier et al., 2008 ; Bruneton, 2009).
Ils sont caractérisés par leurs propriétés tensio-actives et douée de propriété hémolytique
marqué (Audigie et Zonszain, 1991).Beaucoup de plantes a saponines sont utilisées
traditionnellement pour leurs propriétés antitussives, analgésiques, immunomodulatrices ou
cytoprotectrices (Char pentier et al., 2008 ; Bruneton, 2009).

[11.4. Rble et intérét des composes phénoliques

[11.4.1. Chez leshumains

Le réle des composés phénoliques est largement montré dans la protection contre
certaines maladies en raison de leur interaction possible avec de nombreuses enzymes et de

leurs propriétés antioxydante (Paganga et al., 1999).
111.4.2. Chez les végétaux

Les composés phénoliques peuvent intervenir dans certains aspects de la physiologie
de la plante (lignification, régulation de la croissance, interactions moléculaires avec certains
microorganismes symbiotiques ou parasites...), dans les interactions des plantes avec leur
environnement biologique et physique (relations avec les bactéries, les champignons, les
insectes, résistance aux UV); soit directement dans la nature soit lors de la conservation aprés
récolte de certains végétaux; dans les criteres de qualité (couleur, astringence, amertume,
qualités nutritionnelles...) qui orientent les choix de I'hnomme dans sa consommation des
organes végétaux (fruits, légumes, tubercules...) et des produits qui en déivent par la
transformation; dans les variations de certaines caractéristiques des végétaux lors des
traitements technologiques (préparation des jus de fruits, des boissons fermentées...) pendant
lesquel's apparaissent fréquemment des brunissements enzymatiques qui modifient la qualité
du produit fini (Paganga et al., 1999).

)
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1. Matérid
1.1. Matériel végétal

Dans cette étude, les échantillons de la partie aérienne (tiges, feuilles et fleurs)
d’Artemisia herba alba ont été récoltés au mois de mars 2017 dans la région de djehfa de la
wilaya de khenchela (figurell). Cette plante a été identifiée par le botaniste Zraib université
Abbes Laghrour Khenchela.

Apres la récolte, on étale sur du papier et on laisse sécher a I'ombre, a I'abri de
I'humidité et a température ambiante (figurel?). La durée de séchage est de 15 jours en
moyenne pour notre plante, puis nous les conservons dans les sacs en papier jusqu'a
I’utilisation.

Figurell : larécolte delaplante Figurel2 : séchage de la plante

Artemisia herba alba al'ombre

Les feuilles seches ont été broyées a I’aide d’un broyeur électrique et le broyat obtenu
(figure 13) a été conservé dans des sachets en papier atempérature ambiante, dans un endroit
sec et al’abri de I’humidité et de la lumiére jusqu’a son utilisation.

e ondl

Figure 13: Broyat des feuilles d’Artemisia herba alba (Asso).
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1.2. Matériel du test de I’activité antibactérienne
1.2.1. Souches bactérienne testées

Les souches bactériennes utilisées sont des souches de référence obtenues de I’American
Type Culture Collection (ATCC) :

Saphylococcus aureus (AT CC 25923);
Escherichia coli (ATCC 25922) ;
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ;
Salmonella sp ;

Klebsiella oxytoca (ATCC 25922) ;
Acinetobacter baumannii  (ATCC 19606);
Listeria monocytogenes (ATCC 25922 );

En plus d’une souche isolée,

Proteus mirabilis.

Toutes ces souches sont aimablement fournies par le laboratoire de microbiologie,
université Abbes Laghrour Khenchela.

Les souches ont été conservée a 4 °C sur gélose inclinée jusqu’a son utilisation .

1.3. Matériel delaboratoire

1.3.1. Les milieux de cultures

Les milieux de culture utilisés pour la rédisation des tests antimicrobiens sont les

suivants :
Gélose nutritif(GN) (Annexe N°1): pour I’isolement et I’entretien des souches

bactériennes.

Gélose Muller Hinton (MH) (Annexe N°1): pour I’étude de la sensibilité des

bactéries a I’extrait des plantes.

Bouillon Muller Hinton(BMH) (Annexe N°1) :pour la détermination de CMI et
CMB
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1.3.2. Produits chimiques

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont : Méthanol (CH3;OH) ; Ethanol
(CoHgO) ; Magnésium (Mg) ; Acétone (CsHgO) ; Ether de pétrole: CHs-(CH,),-CH3); Acide
galique (C7HeOs); Trichlorure d’aluminium (AICI3) ; Chlorure de fer (FeCl3) ; Réactif de
Folin-Ciocalteu ; Carbonate de sodium (NaCOs);nitrite de sodium (NaNO, ; hydroxyde de
sodium (NaOH); Chlorure de sodium(NaCl); acide chlorhydrique (HCIl); eau
physiologique ; eau distillée.

1.3.3. L appareillage

L appareillage utilisé dans notre étude est e suivant :

v Etuve et four pasteur (memmert)

v" Autoclave (VAPOUR-Line)

v' Rotavapeur (HAHNVAPOR)

v Réfrigérateur (LIEBHERR)

v Spectrophotométrie UV-visible (Perkin Elmer)
v' Plague chauffante (Hotplate Stirrer )

v Vortex

v Clivinger ;

v Bain Marie (MEMMERT)

v' Balance électrique (KERN PCB)

[.2. Méhodes
[.2.1. Extraction des composés phénoliques

[.2.1.1. Extraction assiste par macération

Pour extraire les polyphénols de différentes parties d’Artemisia herba alba par
macération, nous avons opté pour le protocole décrit par Romani et al.2006 en y apportant

quelques modifications :
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30 g de la poudre d’Artemisia herba alba sont macérés a température ambiante pendant trois
jours avec 300 ml de solutions agueuses des solvants : éhanol, acétone, méthanol a 70 % vlv,
avec renouvellement du solvant chaque 24 heures (300 ml x 3) pour le méthanol (figure 14).

Figure 14 : macération d’Artemisia herba alba

|.2.1.2. Extraction avec de I’eau chaude

Cette méthode d’extraction a eté effectuée selon le protocole décrit par
Nshimiyimana et He, 2010 en y apportant quel ques modifications :

Une prise d’essai de 30g de poudre eté ajouté dans 300 ml d’eau distillée avec
agitation manuelle. Le mélange est porté a chauffage dans un bain Marie durant 30 min & 77
°C puisfiltré sur un tissu mousseline.

La procédure est répétée trois fois (fraction retenue par le filtre dans 300 ml eau
distillée chaude).
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[.2.1.3. Extraction par décoction

Cette méthode d’extraction a été effectuee selon le protocole décrit par Konkon et al.,

2006 en y apportant quel ques modifications :

30g des feuilles séchées été goutées dans 300 ml d’eau distillée avec agitation
manuelle .le mélange est porté a chauffage dans un bain Marie durant 30 min a 77 °C puis

filtré sur un tissu mousseline

La procédure est répétée trois fois (fraction retenue par le filtre dans 300 ml eau

distillée chaude).
[.2.2. Filtration et élimination de lipides

Les solutions obtenues sont réunies dans un méme récipient pour subir une filtration
afin d'obtenir une solution limpide. Aprés filtration sur un tissu mousseline, Le filtrat obtenu
de est débarrasse des cires, des lipides et de la chlorophylle par trois lavages successifs avec

I’éther de pétrole (v/v) pour donner une solution aqueuse (Kebiéche et al., 2011).

On a ajouté 1/3 volume d’éther de pétrole au volume de filtrat obtenu , puis I’agitation
du mélange et on a laissé reposer, aux moins 20 minutes jusqu'a I’obtention de deux phases,
une phase organique ou éther de pétrole (coté supérieur) et une phase aqueuse (coté inferieur),
aprées on a récupéré la phase organique dans un récipient en verre et on a répété la procédure
troisfois. Laphase éher de pétrole est rejetée (Kebieche et al., 2011).

[.2.3.Evaporation

le solvant a été récupéré du filtrat par évaporation dans un rota-vapeur , a une
température de 45°C pour I’extrait macérée et 65°C pour I’extrait avec I’eau chaud et

décoction . Les extraits obtenu a été conservé au 4°C jusqu'a I’utilisation.
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A : Filtration B : Elimination deslipides C : Evaporation
Figurel5 : Filtration et évaporation des extraits obtenus
d’Artemisia herba alba

|.3. Extraction des huiles essentielles

L’huile essentielle a été extraite a partir de la plante éudiée par hydro distillation a
I’aide d’un dispositif de type Clevenger (figure 16). Cette méthode est basée sur un
entrainement des constituants volatils de I’huile essentielle par la vapeur d’eau. Cette derniere
chargée de principes volatils est condensés dans un réfrigérant pour séparer I’eau de I’huile

essentielle aprés décantation (Clevenger 1928).

Le matériel végétal sec (100g) est placé dans un balon (1L) rempli au 2/3 avec de
I’eau distillée, puis porté a ébullition. On maintient le chauffage a température douce pendant
3 heures. Les vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et I’huile essentielle et I’eau se
separent par différence de densité. Les huiles essentielles, étant moins denses que I’eau.
L’huile essentielle obtenue est déshydratée par le sulfate de sodium anhydre puis stockée a

basse température (4°C) et a I’obscurité avant son utilisation.




Etude expérimental Matériel et méthodes
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Figure 16 : Montage d’hydrodistillation employé pour I’extraction de I’huile essentielle
d’Artemisia herba alba

|.4. Déermination du rendement

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein
(aprés évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation) (M ohammedi, 2006).
Le rendement qui est exprimeé en pourcentage a été calculé par la formule suivante (Angelov
et al., 2007):

mex

M (%) = 100

-
mwrm

Mex (extracted mass) = masse de I’extrait sec, déterminée par la différence entre le poids du
ballon plein (aprés évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation).
mrm (Mass of the raw material) = masse du broyat frais (matiére végétale utilisé, 30 g).

I.5.Analyses qualitatives des extraits

[.5.1.Détection des composés phénoliques (Réaction au FeCl 3)

Le but de ces tests est la mise en évidence des composés phénoliques présents dans
les solutions aqueuses obtenues.

a) Premier test (broyat)

400 mg de broyat de la plante est gjouté dans un tube & essai, contennant 4 ml de I’eau
distillée et 12 ml d’acétone ; le tous est placé dans un bain marie a température 60°C pendant
5 min avec agitation de temps en temps. La solution est Filtré sur un papier-filtre« type
Whatman n°3», lefiltrat obtenue est recueilli dans un tube a essai et puis I’'gjout de 1 a2
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gouttes de FeCl3; 10% (Bouquet et Fouret, 1975).
b) Deuxiémetest (solutions obtenues)

on a Placé 2 ml de chaque solution dans un tube a et gouté quelques gouttes de
feCl3 10% (Békro et al., 2007) .
La présence des composés phénoliques dans les extraits est indiquée par I’apparition

delacouleur vert noiréatre.

|.5.2.Détection des flavonoides (Réaction a la cyanidine)

Cette réaction a été effectuée selon le protocole décrit par (Békro et al., 2007) en'y
apportant quelques modifications :
Le protocole expérimental pour tester la présence de flavonoide est le suivant :

on aplacé 2 ml de chaque solution agueuse obtenue dans un tube a contenant de
I’alcool chlorhydrique (4 ml éthanol + 1ml HCI concentré) , puis on a Ajouté 2 ou 3 morceaux
de magnésium . La présence des différents types des flavonoides dans les trois solutions est
indiquée par I’apparition des couleurs suivantes : Rose-orange ou viol acée.

|.6.Analyses quantitative

|.6.1.Dosage des phénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits des plantes a été déterminée par la méthode
de Singleton et Ross (1965) utilisant le réactif de Folin—Ciocalteu.

Un volume de 200 pl pour chaque extrait est introduit dans des tubes & essais, le
mélange (1 ml de Folin Ciocalteu dilué 10 fois et 0.8 ml de carbonate de sodium a 7.5 %) est
additionné. Les tubes sont agités et conserveés durant 30 min. L’absorbance est mesurée a 765
nm en utilisant le spectrophotomeétre (figure 17). Une courbe d’étalonnage a différente
concentration d’acide gallique a été préparée. Les teneurs en phénols totaux dans les extraits
sont exprimées en milligramme (mg) équivalent d’acide gallique par gramme (g) du poids de
la matiére seche (mg EAG/ g MS).
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|.6.2. Dosage des flavonoides

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode colorimétrique
adaptée par Zhishen et al (1999).

Une quantité de 500 pl de solution meéthanolique de catéchine a différentes
concentrations ou de I’extrait méthanolique dilués est ajoutée a 1500 ul de I’eau distillée. Au
temps zéro, 150 pl de nitrite de sodium (NaNO2) a5 % est gjouté au mélange. Apres 5 min,
150 pl de trichlorure d’aluminium (AICI3) a 10 % (m/v) est rgjouté. Aprés I’incubation de 6
min a la température ambiante, 500 pl d’hydroxyde de sodium (NaOH) (1 M) est
additionné.Immeédiatement, le mélange est complétement agité. L'absorbance de la solution de
couleurrosétre est mesurée a 510 nm contre le blanc. La teneur en flavonoides totaux des
extraits de splantes médicinales est exprimée en milligramme (mg) équivalents de quercétine
par gramme (g) du poids de la matiére seche (EC)/g). Chague échantillon est répététroisfois.

Figurel? : Dosage des poly phénols totaux des extraits obtenus

d’Artemisia herba alba

|.7.Evaluation del'activité antibactérienne des extraits

L’objectif principal de cette étude est d’évalué I’activité antibactérienne des composés
phénoliques et flavonoides présents dans les différents extraits obtenus et aussi I’activité
d’huile essentiel.

L activité antibactérienne des extraits a été determinée par la méthode de diffusion en
milieu gélose (Athamena, 2009 ; Bassole et al., 2011).

E
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[.7.1.Repiquage des especes bactériennes

Les différentes espéces bactériennes ont été repiquées par la méthode des stries, puis
incubées a 37 °C dfin dobtenir des colonies isolées qui vont servir a la préparation de

I’inoculum.

|.7.2.Préparation del'inoculum

A partir d’une culture pure de 18-24h, des colonies bien isolées et parfaitement
identiques sont prélevées, puis déchargées dans 5 ml d’eau physiologique stérile et bien
homogénéisée. L’opacité de I’inoculum doit étre équivalente a 0,5 Mc Farland (Annexe
N°l). Ou & une densité optique de 0,08 & 0,10 & 625 nm (ce qui correspond & environ 10°
UFC/ml)

|.7.3.Préparation des disques

Des disques de papier Wathman n°3 de 6 mm de diametre, stériles (stérilisation a
120°C pendant 15 min par autoclavage),

|.7.4.Préparation des milieux de culture

La gélose de Muller Hinton stérile préte a I’usage a été coulée dans des boites de pétrie
stériles de 90 mm de diametre. L'épaisseur de la gélose est de 2 mm répartie uniformément
dans les boites. Ces derniéres doivent étre sechées 30 min a une température ambiante du

laboratoire avant leur emploi.

|.7.5.Ensemencement et dépbt desdisques

Un écouvillon stérile est imbibé dans la suspension bactérienne diluée a 1/10, puis
essoré en le pressant fermement sur la paroi interne du tube afin de décharger au maximum.
L’ecouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée, de haut en bas, en stries serrées.
L’ opération est répétée trois fois, en tournant la boite de 60° & chaque fois et en le passant sur
la périphérie de la gélose (Benzeggouta, 2005). Les disques préparés sont ensuite déposés
délicatement a I’aide d’une pince stérile sur la surface des milieux Muller-Hinton
préalablement ensemenceés par les bactéries-testées, a I’aide d’une micropipette on a dépose
10 pl de chaque extrait et d’huile sur les disgues. Les boites sont d’abord laissées a une
température ambiante pendant une heure pour assurer une bonne diffusion, puis incubées a
37°C pendant 24 heures.
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A : Ensemencement B: Dépot des disques C:Préparation de I'inoculum
Figure 18 : Test de I’activité antibactérienne d’Artemisia herba alba
|.7.6.Lecturedesrésultats

L’activité antibactérienne est estimée par la mesure du diamétre de la zone
d’inhibition. Apres 24 heures d’incubation, mesurer a I’aide d’une regle graduée le diametre
d’inhibition des bactéries auteur des disques. Le diametre (mm) de la zone entourant |e disque
est proportionnel ala sensibilité du germe étudié. Une zone d’inhibition supérieure ou égale a
9 mm de diametre est considérée comme un résultat positif (Djenane et al., 2012).

[.8. Détermination dela CM1 par la méthode des micro-dilutions en milieu liquide

Les CMI ont été déterminées par |la méthode de micro-dilution en milieu liquide, dans
des plagues de 96 puits (Gachkar et al., 2007). Cette méthode permet |a détermination de la
concentration minimale inhibitrice (CMI) a partir d'une gamme de concentrations d’extrait
dans le milieu de culture. D'aprés la méthode Coyle, (2005) , une solution-mere de chaque
extrait (d’une concentration finale de 100 mg /ml) est obtenue, puis une série de dilutions est
réalisée extemporanément en a partir de la solution-meére ; la gamme de concentrations finales
ains obtenue correspond a 1/2 — 1/4 — 1/8 — 1/16 — 1/32 — 1/64 — 1/132 et 1/146. 100 ul de
chaqgue dilution sont aors incorporés a 90 ul de bouillon Mueller Hinton puis ensemencé par
10pl de I’inoculum bactérien (figure 08). Tous les essais sont répétés trois fois.

Aprés incubation a 37°C pendant 24heure. La CMI est définie comme la plus petite
concentration d’extrait pour laguelle aucune croissance n'est visible (aucun trouble observé
danslespuits) .
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Figure 19 : Détermination de la CMI
|.9-Concentration minimale bactéricide (CMB)

La CMB testé a été déterminée comme étant la plus faible concentration a laguelle

aucune croissance visible du micro-organisme n’avait eu lieu.

Pour estimer l'activité létale d'huile essentielle et des extraits agueuses, les
microorganismes sont transférés du bouillon liquide ou aucune croissance n'a été observée
(sur microplaque), et incubés dans des tubes a essai qui contient 3ml d’un nouveau milieu de
bouillon MH.

La plus faible concentration d'huile essentielle et des extraits agueuses  entrainant
I’inhibition de la croissance totale est reconnue comme la concentration minimale mortelle,
CMB pour les bactéries (concentration minimale bactéricide) (CA-SFM,2012).

[.10. Analyse statistique

Les résultats de notre étude ont été analyses par le test ANOVA (Anayse de variance)
suivi par les tests de comparaison multiple (test de la différence honnétement significative
HSD), en utilisant lelogiciel XLSTAT, en prenant un risque de 5%.

NS: Différence non significative P > 0,05
Différence significative P < 0,05
Différence hautement significative P < 0,01

Différence trés hautement significative P < 0,001

E
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Dans ce travail, nous avons utilisé trois méthodes d’extraction : Extraction par
macération (méthanol aqueux, acétone et éhanol a 70 %), extraction avec de I’eau chaude
(77°C, 30 min) et extraction par la méthode préconisée en médecine traditionnelle (eau

bouillante, 30 min).

A lafin de cette manipulation, les cing extraits secs obtenus ont été recueillis dans des

quantités suffisantes de DM SO afin d’obtenir une concentration final de 200mg/ml.

L’étude comparative des ces trois méthodes d’extraction et d’huile se porte
normalement sur :
Le rendement d’extraction des composés phénoliques.
L e dosage quantitatif des composés phénoliques et flavonoides totaux.
L activité antibactérienne.

Ladétermination delaCMI| et CMB.

I1.1.Déter mination du rendement

1 .1.1.Rendement des extraits

Le poids de I’extrait sec est déterminé par la différence entre le poids du ballon plein
(aprés évaporation) et le poids du ballon vide (avant évaporation). Les résultats de cette

mani pulation sont représentés dans le tableau V.

Tableau V: Poids d’extrait sec et rendement correspondant destrois méthodes d’extraction

des composés phénoliques et d’huile a partir de la plante Artemisia herba alba.

Meéthode d’extraction Poids d’extrait sec Rendement (%)
(9)
Par macération méthanol 11.492 38.30%
Ethanol 15.09 50.30%
Acétone 11.76 39.20%
Par eau chaude Eau chaude 12 40 %
Par eau décoction Eau distillée 9.19 30%
Hydro-distillation Huile essentielle 0.932 0.932%

D’aprés ces résultats, nous pouvons déduire que |’extraction, par macération en utilisant
I’éthanol comme solvant, a donné le meilleur rendement de 50.30%, suivie par la méthode
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d’extraction par I’eau chaude et celle par macération avec I’acétone et avec le méthanol par un
rendement de 40%, 39.2 % et 38,30% respectivement, enfin, I’extraction par décoction a

donné le plus faible rendement de 30%.

L’analyse statistique en utilisant le test ANOVA n’a montré aucune différence

significative entre les différents extraits avec p>0.50.

Le taux de I’extrait éthanolique (50.30%) est relativement supérieur a celui obtenue par
Boudjouref (2011) avec un rendement plus faible (0.48%) et par Hamia et al, 2014 qui ont
trouvés un rendement de 15.38 % obtenu apres I’extraction de toute la partie aérienne dans
I’éthanol/eau 70% pendant 2x24 heures. Tandis que, ce rendement est inferieur celui trouvé
par Awad et al. (2012) (60.13%).

La technique d’extraction est une étape tres importante dans I’isolement et la
récupération des composes phytochimiques existants dans le matériel végétal (Quy Diem Do et
al., 2014). Elle est influencée par sa nature chimique, la méthode utilisée, la taille d’échantillon
étudié, ainsi que la présence de substances interférentes (Stalikas, 2005).

Le rendement d’extraction est le rapport de la quantité de substances naturelles extraites
par I’action extractive d’un solvant a la quantité de ces substances contenues dans la matiere
végéetale. Il est dépend de plusieurs parametres tels que: le solvant, le pH, la température, le

temps d'extraction et la composition de I'échantillon (Quy Diem Do et al., 2014).

D’aprées Quy Diem Do et al. (2014), I'utilisation combinée de l'eau et du solvant
organique peut faciliter I'extraction des substances chimiques qui sont solubles dans I'eau et /
ou dans le solvant organique. Dans ce contexte, I’extrait sec ne renferme pas uniquement des
polyphénols et des flavonoides, il contient également d’autres substances naturelles (Békro et
al., 2007 ; Kebiecheet al., 2011).

Le rendement d’extraction peut étre influencé par le temps d’extraction qui est
généralement trés long dans le cas de la macération avec méthanol (3jours) par rapport aux
autres méthodes (30 min) pour I’extraction avec I’eau chaude et la macération avec |*éthanol et
I’acétone (24h).En effet, Zeghad.(2009), démontre que la progression de temps d’extraction
peut diminuer le rendement de I'extrait et cela peut ére di a la dégradation de certaines

substances naturelles comme les poly phénols.
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Il .1.2.Lerendement d’extraction d’huile essentiel

Le rendement moyen obtenu des huiles essentielles extraites de la plante A.herba-alba
étudiée est de I’ordre de 0.932%. Ce taux est relativement supérieur a celui des HE extraites de
la méme espece récoltée dans la région de Matmata en Tunisie (0,65%). Il est sensiblement
inferieur a celui de la Jordanie (1,3%) (Akrout, 2004 ; Dob et Benabdelkader, 2006 ;
Hudaiba et Aburjai, 2006 ; Bezza et al., 2010), de Biskra (0,95%) et de M’sila (1,02%) en
Algérie. Par contre, dans la région du Guercif au Maroc, le taux de rendement de HE de
I’espece A. herba-alba varie en fonction de la période de récolte entre 0,56% et 1,23%; en
Espagne, il varie selon les provenances de 0,41% a 2,30% (Ghanmi et al,. 2010 ; Salido et al,.
2004).

Nous pouvons aussi dire que le rendement obtenu représente une valeur moyenne par
rapport a d'autres plantes qui sont exploitées industriellement comme source d’huile essentielle.
Il est plus élevé que celui de la rose (0.1-0.35%) et plus faible que celui du thym (2.2.5%)
(Benchegroun et al., 2012).

Le rendement et la qualité des huiles essentielles des espéces du genre Artemisia sont
influencées par le pH des sols, En effet, les sols de la zone d’étude sont caractérisés par une
texture sablo-limoneuse, pH basique et une faible qualité chimique (Bouzidi, 2001 ; Abad et
al., 2012).

Il .2.Tests de détection des composes phénoliques et des flavonoides

La présence des composés phénoliques et des flavonoides dans la matiére végétale
étudiée A. herba alba (Asso), a éé veérifiée par trois tests phytochimiques (réactions
qualitatives) : deux tests (Réaction au FeCl3) pour la mise en évidence des composés

phénoliques et un test (Réaction a la cyanidine) pour la mise en évidence des flavonoides.

Les cing solutions montrent une présence des composés phénoliques plus importante
que celle des flavonoides. Ceci peut étre attribué a la différence du degré de polarité ou a la
diversité des poly phénols (Figure20) . La réaction au FeCls est trés postive (+++) dans le
broyat et dans toutes les solutions obtenues, ce qui indique que la matiere végétale de la plante
utilisée dans cette étude renferme des composés phénoliques en abondance. Ces tests, ont
donné les résultats que nous présentons dans le tableauVI
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La présence des composés phénoliques et des flavonoides a éé confirmée par I’apparition
d’une coloration vert-noirétre et orange, respectivement. Ce résultat est en accord avec celui de
Bouquet et Fouret (1975).

Figure 20: Détection des composes phénoliques par FeCl3,

Tableau VI : Résultats de Tests de |a détection des composés phénoliques et des
Flavonoides dans la matiére végétale d’A.herba alba (Asso).

Composés phénoliques Flavonoides
Couleur Quantitéreative Couleur Quantitéreative

Broyat Vert noirétre +++ Orange ++
EM Vert noirétre +++ Orange ++
EE Vert noirétre +++ Orange ++
EA Vert noirétre +++ Orange ++

ECH Vert noirétre +++ Orange +

ED Vert noirétre ++ Orange +

+++ : Présence en forte quantité, ++ : Présence en quantité moyenne
+: Présence en quantité faible

5
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Des études chimiques sur les especes d'Artémisia indiquent que toutes les classes de
composés sont présentes dans le genre avec une référence particuliere aux terpénes et
flavonoides (Wright, 2002). Nous y avons décelé la présence de flavonoides et des acides

phénoliques. En revanche Sellami et al. (2010) confirment la présence des flavonoides.

Moufid (2012) rapporte que les études phytochimiques ont clairement démontré que
les principaux constituants d’A. herba alba sont les sesquiterpenes, lactones, les acides
phénoliques, les flavonoides et les huiles essentielles avec une variabilité spécifique de ces

constituants en fonction de la zone géographique.

[1.3. Dosage des polyphénols totaux et flavonoides totaux

11.3.1. Dosage des polyphénols totaux

L e dosage des polyphénols totaux présents dans les extraits des cing solutions aqueuses
obtenues a été effectué par la méthode spectrophotomeétrique de Folin- Ciocalteu. Le principe
de cette méthode est basé sur la réduction en milieu alcalin de la mixture phosphotungstique
(H3PW1,040) et phosphomolybdique (HsPMo01,040) du réactif de Folin par les groupements
réducteurs des composes phénoliques, conduisant a la formation de produits de couleur bleue
(Boizot et Charpentier, 2006 ; Clémentineet al., 2012; Mahmoudi et al., 2013).

Nous avons calculé la concentration moyenne des composes phénoliques présents dans
les extraits en "mg équivalent acide gallique/g de matiere végétale seche” en se référant a la
courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Annexe 02). La courbe d’étalonnage est une droite de
pente égale a 0.013 et dintersection a l'origine égale a 0.013. L'absorbance varie donc
linéairement avec la concentration.

Y =0.013x -0.013 avec R? = 0,997
Ou:
x est la concentration de la solution d'acide gallique (mg / ml).
y est I'absorbance a 760 nm.
R? est le Coefficient de corrélation. R = 0,997étant proche de 1, on peut affirmer quil y a une
corrélation linéaire significative entre x et y. Les résultats obtenus sont représentées dans la

figure 21.
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Figure 21: Lesteneurs en composés phénoliques totaux des extraits obtenus
d’A. herba alba.

( S

Les teneurs en polyphénols totaux obtenus par les deux méthodes d’extraction,
présentées dans la figure2l, révelent une différence tres hautement significative (p<0,0001);
toutefois, la macération semble étre la meilleure méthode d’extraction des polyphénols totaux
soit en moyenne de 58.96 et 54.49 mg EAG/g MS pour I’extrait méthanolique et éthanolique
respectivement contre 37.83 mg EAG/g M S pour la méthode de décoction.

L'extraction des polyphénols par macération, bien que généralement longue et exige des
solvants organiques qui sont chers et dangereux pour la santé, reste la seule méthode utilisable
dans le cas de I’extraction d’un ensemble de molécules fragiles (Ben Amor, 2008 ; Garcia-
Salaset al ., 2010).

Par ailleurs, la teneur la plus élevée en polyphénols totaux a éé enregistrée pour
I’extrait méthanolique (58,96 mg EAG/g MYS) suivis par I’extraits éhanolique , acétonique ,et
celui de I’eau chaude, qui contiennent des teneurs proches estimées respectivement a 54.49 et
53.62 et 47.47 mg EAG/g MS. On outre, la plus faible teneur en polyphénols (37.83 mg
EAG/gMS) aété enregistrée avec laméthode de déecoction.

Les travaux conduits par Katalinic et al. (2010) ; Mulinacci et al . (2004) et Koffi et
al. (2010), confirment nos résultats en indiquant que le méthanol en combinaison avec I’eau
permet une meilleure extraction des polyphénols totaux. En effet, I’addition de I’eau aux

a
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solvants organiques augmente la solubilité des polyphénols par modulation de la polarité du
solvant organique (Sripad et al.,1982 ; Mohammedi et Atik , 2011).

L’extraction des polyphénols a partir d’une matiere naturelle en utilisant les solvants est
une étape importante pour caractérisés les systemes naturels riche en polyphénols (Mutlib et
Abbott, 1992) .

Cette augmentation est peut étre due a I'affaiblissement des liaisons d'hydrogene dans
les solutions agqueuses. Elle pourrait également étre due a I'augmentation de la basicité et de
I’ionisation des polyphénols dans de telles solutions (Sripad et al., 1982). En plus, lasolubilité
des polyphénols dépend principalement du nombre de groupements hydroxyles, de poids
moléculaire et de la longueur de la chaine carbonique de squelette de base (Mohammedi et
Atik , 2011).

Le solvant d'extraction emporte des substances non phénoliques comme les sucres, les
protéines et les colorants qui peuvent interférer pendant toute évauation phénolique
(Djeridane et al., 2006).

Il .3.2.Dosage des flavonoides

Les teneurs en flavonoides dans les extraits ont été estimées par la méthode utilisant
I’AICI3.

La spectrophotométrie a permis de quantifier les flavonoides dans les extraits de la
plante étudiée. La courbe d’étalonnage est tracée en utilisant les différentes concentrations de la

guercétine, un flavonoide tres connu de la famille des falvonols.

Laraison principale pour laquelle on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans le
fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus de
5000 composes dga décrits (Gomez-Caravaca et al., 2006).

Nous avons calculé la concentration moyenne des flavonoides présents dans les extraits
en "mg équivalent de quercétine /g de matiére végétale seche" en se référant a la courbe
d’étalonnage de quercetine (Annexe02). La courbe d’étalonnage est une droite de pente égale a
0.031 et dintersection a l'origine égale a 0.100. L'absorbance varie donc linéairement avec la
concentration.

Y = 0.031x +0.100 avec R* = 0,995
Oou;

X : La concentration de la solution de quercétine (ug / mi).
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y : L'absorbance a 510 nm.
R? est le Coefficient de corréation. R? = 0,995 étant proche de 1, on peut affirmer qu'il y aune
corrélation linéaire significative entre x et y. Les résultats obtenus sont représentées par la

figure 22.
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Figure 22: Lesteneurs en flavonoides totaux des extraits obtenus
d’A. herba alba

Les résultats de la teneur en flavonoides des décoctés et des macéréts de la partie
aériens de la plante A.herba alba par les différents solvants (figure 22) montrent que la
macération est préférable pour extraire les flavonoides avec une moyenne de 25.28 et 22.74 et
22.33 mg EQ/g pour les extraits éthanoliqgue , méthanolique et acétonique successivement
contre 17.16 et 12.45 mg EQ/g en moyenne pour I’extrait avec I’eau chaude et celui obtenu par

décoction.

Statistiquement, la différence entre les teneurs en flavonoides en fonction de la méthode
d’extraction et le solvant utilisé est tres hautement significative (p < 0,0001).

Comme on le constate, I’Armoise est tres riche en flavonoides (12.45 -22.74 mg
d’EQ/Q), ce résultat est assemblable a celui de khireddine (2012) (20,610 mg d’EQ/g MS) ce
qui explique son effet antibactérien (saleh et al., 1985 ; saleh et al.,1987) .




Etude expérimentale Résultat et discussion

Lateneur la plus éevé est celle des macéréates hydro-alcooliques. Cette observation est
soutenue par plusieurs travaux dont ceux de Moroh (2013), qui a montré que I’extrait hydro-
alcoolique permet une meilleure concentration des principes actifs, tandis que la teneur la plus

basse a été obtenue avec I’extrait de la phase aqueuse.

Maisuthisakul et al. (2008) ont constaté que la teneur totale des flavonoides des

extraits éthanoiques de 28 plantes, est liée alateneur des composés phénoliques totaux.

D’un autre coté, Macheix et al ,(2005) ont démontré une corrélation négative (R = -
0.26) entre la teneur des polyphénols totaux de sept espéces de Sachys taxa et celle des
flavonoides. De méme nous avons trouvé que la teneur des flavonoides des extraits n’est pas

corrélé significativement avec la teneur des polyphénols (R = 0.193).

Il .4.L"étude de I’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits obtenus et d’huile essentielle d’Artemisia herba

alba est testée vis-a-vis de huit souches bactériennes par |a méthode de diffusion des disgues.

Les résultats du nos test de sensibilité bactérienne est regroupé dans le Tableau 06. Les
valeurs indiquées sont les moyennes de trois mesures. L’action inhibitrice se traduit par
I’apparition d’une zone d’inhibition autour du disque de papier imprégné d’extrait brut étudié.
Le diamétre de la zone d’inhibition différe d’une bactérie a une autre. Comme a été rapporté
dans la littérature, nous avons considéré qu’un extrait possede une action bactériostatique ou
bactéricide si son diametre d’inhibition est supérieur ou égale a9 mm Tableau VI (Djenane et
al., 2012).

Aprés I’aromatogramme, on a procedé au détermination de la CMI par la méthode de
micro dilution on utilisant des micro plague (tableau V1) suivie par la détermination de CMB

par des subcultures réalisées suite a I’obtention des CMI (tableau VI1).

]



Tableau VI : Diametres des zones d’inhibition et les CMI de la croissance
bactérienne induite par la plante A.herba alba

Me-OH D EC AC Et-OH HE
S
Souches © D CMI D CMI D CMI D CMI D. CMI D CMI
bactériennes| © (mm) mg/ml| (mm) | mg/ml (mm) |mg/ml| (mm) |mg/ml| (mm) |mg/ml| (mm) | mg/ml
12,33 11,66 9,33 11,66 15 11,33
E. + + + + + +
coli - 0.57 25 0.5 6.25 0.57 25 1.52 12.5 1 312 | 057 1/32
13,66 9,33 9,66 9,66 14 12,66
S. + + + + + +
aureus + 0.57 12.5 0.57 6.25 1.15 25 0.57 6.25 1 6.25 0.57 1/32
9,66 8,66 9,66 9,66 12,66 12,33
+ + + + + +
Listeria + 1 12.5 0.57 / 2.08 25 0.57 6.25 0.57 6.25 | 0.57 1/16
10,33 9,66 9,33 9,33 11,33 13,33
A. - + + + + + +
baumanii 0.57 25 1.15 6.25 0.57 25 0.57 3.12 1.15 6.25 0.57 1/32
9,33 8,33 11 9,33 13,33 8,66
P. + + + + + +
mirabilis - 0.57 25 0.57 / 1.73 12.5 0.57 6.25 0.57 312 | 057 /
9,33 8,66 12,66 9 13,66 12,66
P. + + + + + +
aeruginosa - 0.57 6.25 1.15 / 1.52 25 0 12.5 0.57 6.25 1.15 1/128
10,66 9 9,33 12 10,66 12,33
Salmonella + + + * + +
sp. - 0.57 6.25 0 125 0.5 12.5 1 25 0.57 6.25 | 057 1/32
11,33 7,33 12,33 8 12,33 15,33
K. + + + + + +
oxytoca - 57 12.5 0.57 / 1.52 12.5 0 / 0.57 125 | 057 1/64

Toutes les valeurs sont exprimées par moyenne de trois essais (n= 3) avec * I’écartype, D :diamétre des zones d’inhibition mm, CM| :mg/ml







Etude expérimentale Résultat et discussion

Tableau VI1I: Résultat dela détermination des CMBs.

CMB mg/ml

E.Me-OH E.D E.EC E.AC E.Et-OH HE
E.coli 25 125 50 25 25 14
S.aureus 25 25 50 25 25 14
Listeria 25 / 50 25 50 14
A.baumanii 50 25 25 125 50 14

P.mirabilis 25 / 25 25 25 /
P.aeruginosa 25 / 25 25 50 164
Salmonella 25 50 25 25 50 132
K.oxytoca 25 / 25 / 50 1/32

Il est clair d’aprés les résultats obtenus que les cing extraits et aussi I’huile essentielle
d’A.herba alba exercent une activité inhibitrice sur au moins une des souches bactériennes

testées. Cependant, celles-ci varient d’un extrait a I’autre et d’un germe a I’autre.

La présence des zones d’inhibition est le résultat d’un antagonisme exercé par les
substances bioactives presents dans les extraits. Les diametres des zones d’inhibition étaient
compris entre 9.33mm et 13.66mm pour I’extrait méthanolique, entre 7.33mm et 11.66 mm pour
I’extrait obtenue par décoction, entre 9.33 mm et 12.66 mm pour celui de I’eau chaude, entre
08mm et 11.66mm pour I’extrait acétonique, entre 10.66mm et 15mm pour I’extrait ethanolique

et entre 8.66mm et 15.33mm pour I’huile essentielle.

La méthode utilisée pour la mise en évidence de I’activité antibactérienne est la diffusion
sur gélose Mudler-Hinton. Gréce a sa spécificité et a sa composition, cette derniere, souvent
rencontré dans la littérature, permet une bonne croissance aux bactéries-tests tout en offrant des
résultats clairs. L’ensemencement est réalisé par écouvillonnage afin d’assurer une distribution
uniforme de I’inoculum sur la gélose et faciliter la diffusion des molécules actives dans une fine

couche de surface (Horikawa et al., 1999).
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[l.4.1. Activité antimicr obienne de I’extrait éthanolique

Les composés actifs d’extrait éthanolique, ont montré un grand pouvoir antibactérien
dont le diametre d’inhibition le plus élevé est de (15x1mm), observé pour E.coli qui est
considérée comme fortement sensible suivi par (14+1mm) pour Staphylococcus aureus qui est
considérée sensible a cet extrait. C’est le méme cas pour les souches A. baumannii et K. oxytoca
dont le diametre d’inhibition est de (11.33x1.15mm) et (12.33+0.57mm) respectivement.
Salmonella sp. présente une sensibilité modérée avec I’extrait éthanolique (10.66+0.57), dont la
croissance a été arrétée a concentration minimale inhibitrice de 6.25mg/ml (tableau V1) et avec

une concentration minimale bactéricide de 50mg/ml. (TableauVI1)

L analyse des résultats par le test ANOVA était tres hautement significative (p<0.001),
et la souche laplus sensible E.coli a é&é montré par le test HSD (p<0.001)

Figure 23: L’effet inhibiteur d’extrait éthanolique d” Aherba alba vis-avis
;A. listeria et B. E.coli

[l 4. 2. Activité antimicr obienne de I’extrait méthanolique

Concernant I’extrait méthanolique, il s’avere que la meilleure activité inhibitrice est
enregistrée vis-avis S aureus (Gram+) avec un diamétre d’inhibition de 13.66mm et une
CMI de 12.5mg/ml suivi par E.coli (Gram-) avec un diamétre d’inhibition de 12.33mm et une
CMI de 25mg/ml.

)
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D’une maniere générale, I’extrait méthanolique étudié ne présente pas le méme spectre
d’action vis-a-vis des souches cibles ou nous avons remarqué que I’effet inhibiteur de cet extrait
a été plus prononceé sur S. aureus (13.66mm) (tableau VI). En revanche, nous avons constaté
que plusieurs souches bactériennes telles que P. aeruginosa et P. mirabilis étaient les souches les
plus résistantes a I’effet inhibiteur de cet extrait (9.33 mm, 9.33 mm), CMI (6.25 mg/ml,
25mg/ml) respectivement.

L’analyse des résultats par le test ANOVA été tres hautement significative (p<0.001), et

la souchelaplus sensible S. aureus a été montrer par le test HSD (p<0.001)
[1.4.3. Activité antimicr obienne de I’extrait acétonique

D’aprés les résultats obtenues on constate que I’extrait acétonique exerce un effet
antibactérien appréciable et variable sur tous les Gram + testés avec des zones d’inhibition de
9.66 mm. Pour E.coli ; salmonella sp et Acinetobacter baumannii  (Gram -) des diamétres
d’inhibitions de (11.66 mm; 12 mm; 9.33mm) et des CMIs de (12.5 mg/ml; 25 mg/ml ; 3.12
mg/ml) ont été enregistrés respectivement (figure24). Concernant S. aureus, la concentration
minimale inhibitrice de cet extrait est de 6.25mg/ml.

En outre I’extrait acétonique n’a pas un effet inhibiteur contre K. oxytoca (diamétre

d’inhibition est de 8 mm).

L’extrait AC d’A.herba alba présenté, une activité bactéricide pour les souches Gram+, a
savoir Listeria monocytogenes et Saphylococcus aureus avec des CMB de (25 mg/ml). De
méme pour les souches a Gram-, E. coli, Pseudomonas aeruginosa et Acenetobacter baumannii,
salmonella sp et Proteus mirabilis avec des CMB de (50 mg/ml; 25 mg/ml ;12.5 mg/ml ;25
mg/ml ;25mg/ml) respectivement.

L’analyse des résultats par le test ANOVA a montre que les valeurs des zones
d’inhibition varient d’une maniéere trés hautement significative selon les souches (p<0.001), et la

souche la plus résistante était P. aeruginosa (p>0.05)

g
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Figure 24: L’effet inhibiteur d’extrait acétonique d’ Aherba alba vis-&vis S aureus

Il 4.4. Activité antimicrobienne de I’extrait obtenue par décoction

Les résultats présentés dans la figure 25 et consignés dans le tableau VI montrent que
I’extrait obtenue par décoction de la plante A.herba alba n’a pas eu une bonne activité
inhibitrice sur les souches bactériennes utilisees avec des zones d’inhibition ne dépassant pas un
diametre de 9.66 mm observé contre Acenitobacter baumannii , alI’exception de la souche E.coli
dont la zone d’inhibition était de 11.66mm ala concentration de 100 mg/ml. Ainsi sa croissance
a été arrétée a concentration minimale inhibitrice et concentration minimale bactéricide de 6.25

mg/ml et 50 mg/ml respectivement.

La différence a partir du test ANOVA a été tres hautement significative (p<0.001), et la
souche la plus résistante K.oxytoca a été montrer par le teste HSD

Figure 25 : L’effet d’extrait obtenue par décoction d’A.herba alba vis-&vis P. mirabilis.

N
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Il 4.5. Activité antimicrobienne d’extrait avec I’eau chaude

D’apreés les résultats obtenus, on remarque que I’extrait obtenu avec I’eau chaude a réagi
positivement sur toutes les souches bactériennes testées, avec des diametres qui se varient de
9.33 mm a 12.66 mm (tableau VI). Une activité considérable a été marquée contre P.
aerugenosa qui se traduit par 12.66mm de diametre de la zone d’inhibition avec CMB de
25mg/ml. D’autre part les souches les plus résistantes ont été E.coli ; A. baumannii ; Salmonella
sp., oU hous avons enregistré un diametre d’inhibition de 9.33 mm , et des CMIs de (6.5;

6.25 ;12.5) mg/ml respectivement.

De plus, les résultats de détermination des concentrations minimales bactéricides ont
montré que les valeurs de la CMB varié entre 25mg/ml et 50 mg/ml pour toutes les bactéries
testées.

L’analyse des résultats par le test ANOVA était hautement significative (p<0.05), et les

souches les plus résistante sont E.coli ; A.baumanii ; Salmoella avec (p<0.05),

Il 4..6.Activité antibactérienne d’huile essentielle d’A.herba alba

L’huile essentielle d’Artemisia herba alba Asso a montré un important effet inhibiteur

contre tout les microorganismes étudiés a I’exception de Proteus mirabilis.

Les micro-organismes les plus sensibles a cette huile essentielle étaient Klebsiella
oxytoca, Acenetobacter baumannii, et Pseudomonas aeruginosa (Gram neégative) et
Saphylococcus aureus et Listeria monocytogenes (Gram positive) dont la croissance a été
arrétée aux concentrations minimales inhibitrices de (1/64, 1/32, 1/128,1/32 et 1/16 )mg/ml
respectivement et avec diametres d’inhibitions de (15.33, 13.33, 12.66, 12.66 et 12.33) mm

respectivement.

Suite a ces résultats, I’huile essentielle est jugée modérément active contre Escherichia
coli, avec un diameétre d’inhibition de 11.33 mm, une concentration minimale inhibitrice de
1/32 mg/ml et une concentration minimale bactéricide de 1/ 4mg /ml (Figure26).

Seule la souche de Proteus mirabilis serévele la plus résistante, cela peut justifier que la
composition de notre huile essentielle ne possede aucun pouvoir sur ce type des souches

mi crobiennes.
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L’ analyse des résultats par le test ANOVA était trés hautement significative (p<0.001),
et la souche laplus résistante proteus mirabilis a é&é montré par le test HSD avec (p<0.001).

L nottiyupe de b padllasse
Apres chague TP st
hiigstidre

Figure 26 : Détermination du CMB d’huile d’ Aherba alba vis-&vis E.coli

La comparaison des résultats du test de I’évaluation de I’activité antibactérienne sur
chague souche montre que les souches testés; E.coli, A. baumannii, Salmonella sp. , étaient
sensible a I’action de tous nos extraits, ainsi que celle d’huile essentielle notant que I’activité
antibactérienne de I’extrait éthanolique vis-a-vis E.coli et celle d’huile vis-a-vis A. baumannii et
Salmonella sp. , était supérieure a celle des autres extraits, avec un diametre d’inhibition de

15 mm; 13.33 mm et 12.33mm respectivement.

Tous les souches bactérienne étaient résistante a I’extrait obtenu par décoction, avec un
diametre d’inhibition variée entre 7.33mm-9.33mm a I’exception d’E.coli et Salmonella sp., qui
ont été résistante a l’extrait de I’eau chaude, avec un diamétre d’inhibition de 9.33mm.

L’ analyse comparative de I’effet des extraits et d’huile sur toutes les souches a été trés
hautement significative (p<0,001) (Annexe03).

D’aprés les résultats obtenus, une variabilité dans les valeurs de diamétres d’inhibition,
de CMI et de CMB a été observee, cette variabilité dépend en premier temps de la nature de la

souche testée et en deuxiéme temps de la composition chimique de I’extrait étudié.

Il apparait que les extraits hydroalcooliques (éthanolique et méthanolique) permet une
meilleure concentration des principes actifs (phénols totaux et flavonoide), tandis que la teneur la
plus basse a été obtenue avec I’extrait de la phase aqueuse ce qui donne a I’extrait

hydroalcoolique ainsi qu’ a I’huile essentielle leur meilleur effet antibactérienne sur toutes les

=

P
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souches testées. Cette observation est en accord avec celle rapportée par Aljebouri (2005) ;
Seddik et al., (2010) ; et Jouda (2013).

Les bactéries P. mirabilis et P. aeruginosa ont une forte résistante pour tous les extraits.
Par contre S. aureus est la plus sensible aux extraits méthanolique et éthanolique .Cela confirme
la notion de corrélation entre la teneur en composés phénoliques et flavonoide d’une plante et

son effet antimicrobien.

L'activité des agents antimicrobiens sur les bactéries Gram positif peut s’expliquer par
I’accessibilité directe de ces molécules aux peptidoglycanes constituant la paroi, provoquant
ains la dissolution compléte de cette derniere. Les bactéries perdent aors leur rigidité et se
lysent sous I’effet de leur pression osmotique interne qui rompt leur membrane cytoplasmique
d’une part, d’une autre part la configuration spatiale des molécules I’empéchent de traverser les
protéines de transport (porines) de la membrane externe des bactéries Gram négatif, et ne

peuvent pas donc atteindront |e peptidoglycane de la paroi bactérienne (Bousseboua, 2001).

L es souches de Pseudomonas aeruginosa et P. mirabilis se révelent les plus résistantes ,
cela est lié a leurs grandes capacité a développer des résistances a de nombreux agents
antimicrobiens, d’ou leurs implications sont fréguente dans les infections hospitalieres (Mann et
al.,2000). Nos résultats sont concordes avec ceux obtenus par de nombreux auteurs qui
rapportent lafaible sensibilité de ces souches (Biondi et al., 1993 ; Yilmaz et al., 2013 ; Millezi
et al., 2012).

L’hypersensibilite de la souche Staphylococcus aureus peut s’expliquer par la probabilité
de sensibilité des bactéries Gram (+) aux changements environnementaux externes, tels que la
température, le pH et les extraits naturels dus a I'absence de la membrane externe (Assous et al.,
1999).

L’activité antibactérienne des extraits de plantes est due aux différents agents chimiques
présents dans ces extraits, les flavonoide et les triterpénoides ainsi que d’autres composes de
nature phénolique qui sont classifiés comme composés antibiotiques tres actifs (Rojas et al.,
1992 ; Marjorie, 1999).

Lasensibilité de S aureus aux extraits éhanolique et méthanolique peut s’expliquer par
le fait que les flavonoides de la plante exercent une inhibition de la croissance via plusieurs
meécanismes. inhibition de la biosynthése des protéines et des phospholipides membranaire, ains

gue deleur acide nucléique (Hassan et al., 2006).

g
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Les flavonoides ont une activité antibactérienne trés vaste et tres diversifiée. En effet, ils
s’attaquent a un grand nombre de bactéries avec une intensité différente selon le
microorganisme et I’écosysteme dans lequel il se trouve : les flavonoides sont capables
d’inhiber la croissance de différents types de bactéries a savoir Staphylococcus aureus et
Escherichia coli (Babayi et al., 2004; Ulanowska et al., 2006). Cette activité est due
principalement a la capacité de ces molecules a inhiber I’expression de I’ADN et la synthese de

certaines enzymes et proténes membranaires des microorganismes (Ulanowska et al., 2006).

Parmi les principaux mécanismes d’action des composés phéenoliques sur les
microorganismes, on peut citer leur forte dénaturation des protéines, I’inhibition de la synthese
d'acide nucléique, I’altération des fonctions de la membrane cytoplasmique et I’inhibition du
métabolisme énergétique microbien (M acheix et al., 2005).

Il faut également signaler que le pH d’une substance peut affecter son activité
antimicrobienne. A faible pH, les molécules peuvent se dissoudre plus facilement dans la phase
lipidique de la membrane bactérienne, ce qui justifie le grand pouvoir inhibiteur des acides
phénoliques (Riber eau-Gayon ,1996). L’aspect lipophile des polyphénols (flavonoides et les
quinones) leurs permet aussi d’interagir avec les lipides membranaires en neutralisent leur
potentiel éectrique (Ghedira, 2005).

L’activité antimicrobienne de I’huile essentielle peut étre attribuée principalement a son
constituant majoritaire a savoir les alcools terpéniques qui sont particulierement actifs contre les
cellules microbiennes car ils sont solubles dans les milieux aqueux et ils provoquent
d’importants dégats sur les parois cellulaires des microorganismes. De plus, les alcools
possedent une activité bactéricide plutét que bactériostatique (Hogg et al., 1972 ; Benkeblia
2004).

L’action antibactérienne de notre huile d’A.herba alba peut étre attribuée par sa richesse
en trois composés principaux (Davanone, Camphor et Thujone) qui ont rapporté pour leurs
pouvoirs antibactériens contre plusieurs souches bactériennes testés (L ongaray Delamare et al.,
2007 ; Lopes-Lutz et al.,2008). L action combinée (synergie) de différents composés a I’origine
de cet extrait peut expliquer la variation des résultats entre méme espéce de différente région du
monde. D’aprés Oussou et al. (2004), ces molécules agiraient le plus souvent par une action
synergique, soit seules ou avec les composes mineurs qui peuvent contribuer significativement a
I’activité des huiles essentielles (L ahlou ,2004 ; Kordali et al., 2005) .
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Conclusion

De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand
intérét dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ce
regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source
inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et d’autre part du besoin de la

recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets secondaires.

De plus la recherche des nouvelle substances antibiotique a devenue un concerne

mondia vu la dissémination de résistance aux antibiotique atravers e monde entier.

Les extraits naturels issus des plantes contiennent une extréme variété de composes
phénoliques et d’huile essentielle auxquelles on attribue un pouvoir inhibiteur des

Mi croorganismes.

Ce travail avait pour objectifs d’extraire et de quantifier les composés phénoliques et
d’huile essentielle a partir de la plante Artemisia herba alba. Ensuite, nous avons accentué
notre étude sur la mise en évidence de I’effet antibactérien des extraits et d’huile obtenus sur

huit souches bactériennes pathogénes.

L’échantillon étudie provienne de région de I’extréme Est algérien, Khenchela. Du
point de vue phytochimique, cette plante meédicinde sest révélée riche en composés
phénoliques et en flavonoides, comme en témoigne I’apparition de colorations vert noiratre et

orange, par addition de FeClz et de cyanidine, respectivement.

Les dosages des polyphénols totaux et des flavonoides des extraits ont été effectués
selon la méthode de Folin-Ciocalteu et AlICI3 en utilisant I’acide gallique et quercétine
comme référence. Les résultats obtenus indiquent des teneurs relativement éevées en
polyphénols et flavonoides notamment dans |es extraits éthanoligue et méthanolique.

Les extraits ont révélé des activités antibactériennes variables contre les différentes
souches microbiennes testées. Le spectre d'activité varie en fonction de solvant utilisé et la

méthode d’extraction, de leurs compositions chimiques et du Gram des bactéries.

Aingi, I’extrait éthanolique présente une activité inhibitrice bactéricide plus importante
par rapport aux autres extraits, en accord avec son teneur en polyphénols et flavonoides

totaux. Suivi par I’huile essentielle.




Conclusion

Les souches & Gram positif étaient plus sensibles aux effets des extraits poly

phénoliques par rapport aux souches a Gram négatif qui sont réveél ées relativement résistantes.

Toutefois, dans I’intérét d’apporter un apport complémentaire a cette étude, il serait
intéressant d’effectuer d’autres analyses telles que :
- L’identification des différents constituants des composés phénoliques des extraits, par
HPLC-MS.
- L’évaluation de I’activité antimicrobienne des extraits vis-a&vis d’autres bactéries et
champignons pathogenes et définir leur mode d’action,
- La confirmation de I’activité antibactérienne mise en évidence in vivo,
- Et enfin, tester I’aptitude de ces extraits a développer d’autres activités biologiques en

utilisant différentes techniques.
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Annexe N°01 : Composition des différents milieux utilisés

L’eau physiologie :

Chlorure de sodium ............. 99

Eau distillé ......ooeveeieeeee 1000 ml
Mueller-Hinton :

L’extrait de viande............... 300 ml
Peptone de Caséne.........cce..... 1759
Amidon................eeeeeen. 159
AQAr .o 179
Eaudistillé.......ccccovvvviiiinene 1000 mi
PH oo 7.4
Gélose nutritive

L’extrait de viande............... 39

Peptone .........ccc i @

AQAl e 159
Eaudistillé ... 1000 mi
PH 74
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Annexe N°02 : les courbes d'étalonnage de dosage des polyphénols et des Flavonoides
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Figurel6 : Droite d'étalonnage de I'acide gallique
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Figure 17: Droite d’étalonnage de la quercétine
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Annexe N°03 : Reésultats de I’analyse statistigue ANOVA

Tableau VIII : Classement et regroupements des Diameétres des zones d’inhibition de la
croissance bactérienne induites par I’extrait é&hanolique. HSD

Modalités Moyenne Regroupements
E.coli 15,000 A
S. aureus 14,000 A B
P.aeruginosa 13,667 A B
P.mirabilis 13,333 A B C
k.oxytoca 12,667 B C D
L.monocytogenese
. 12,667 B C D
A.baumanii 11,333 C D
Salmonella sp. 10,667 D

Tableau | X : Classement et regroupements des Diametres des zones d’inhibition de la
croissance bactérienne induites par Ihuile essentielle. HSD

Modalités Moyenne Regroupements
k.oxytoca 15,333 A
A.baumanii 13,333 B
S. aureus 12,667 B C
P.aeruginosa 12,667 B C
Salmonella sp. 12,333 B C
L.monocytogenese. 12,333 B C
E.coli 11,333 C
P.mirabilis 8,667 D

Tableau X : Classement et regroupements des diamétres des zones d’inhibition de la
croissance bactérienne induites par I’extrait acétonique. HSD

Modalités Moyenne Regroupements

Salmonella sp. 12,000 A

E.coli 11,667 A B
L.monocytogenese. 9,667 B C
S. aureus 9,667 B C
P.mirabilis 9,333 C
A.baumanii 9,333 C
P.aeruginosa 9,000 C
k.oxytoca 8,000 C
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Tableau XI : Classement et regroupements des diamétres des zones d’inhibition de la

croissance bactérienne induites par I’extrait de I’eau chaude. HSD

Modalités Moyenne Regroupements
k.oxytoca 13,333 A
P.aeruginosa 12,667 A B
P.mirabilis 11,000 A B
L.monocytogenese. 9,667 B
S. aureus 9,667 B
Salmonella sp. 9,333 B
A.baumanii 9,333 B
E.coli 9,333 B

Tableau XII : Classement et regroupements des diametres des zones d’inhibition de la

croissance bactérienne induites par I’extrait obtenu par décoction . HSD

Modalités Moyenne Regroupements

E.coli 11,667 A

A.baumanii 9,667 A B

S. aureus 9,333 B C
Salmonella sp. 9,000 B C
L.monocytogenese. 8,667 B C
P.aeruginosa 8,667 B C
P.mirabilis 8,333 B C
k.oxytoca 7,333 C

Tableau X111 : Classement et regroupements des diametres des zones d’inhibition de la

croissance bactérienne induites par I’extrait méthanolique .HSD

Modalités Moyenne Regroupements

S. aureus 13,667 A

E.coli 12,333 A B

k.oxytoca 11,333 B C
Salmonella sp. 10,667 B C
A.baumanii 10,333 B C
L.monocytogenese. 9,667 C
P.aeruginosa 9,333 C
P.mirabilis 9,333 C
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Résumé

Les plantes médicinales constituent une source immense de molécules bioactives,
dotées de nombreuses activités. L’objectif de notre travail est de réaliser une étude de
I’activité  antibactérienne des extraits brutes et d’huile essentielle de la partie aérienne
d’Artemisia herba alba, appartenant alafamille des Asteraceae, I’une des plus importantes de

laflore agérienne et les plus utilisées par les thérapeutes traditionnels.

Les résultats de dosage des extraits en polyphénols et flavonoides ont été déterminés
par des méthodes spectrophotométriques en utilisant les réactifs Folin-Ciocalteu et d’AlCls.
Les teneurs en polyphénols totaux et flavonoides obtenus par les différents méthodes
d’extraction, révelent une différence tres hautement significative (p<0,001); la teneur la plus
élevée en polyphénols totaux et flavonoide a été enregistrée pour I’extrait méthanolique
(58,96 mg EAG/qg; 22,74 mg EQ/g) suivis par I’extraits éthanolique , acétonique et celui de
I’eau chaude, qui contiennent des teneurs proches estimeées respectivement a 54.49 et 53.62 et
47.47 mg EAG/g. On outre, la plus faible teneur en poly phénols et flavonoides (37.83 mg
EAG/g; 1245 mg EQ/g) aété enregistrée avec laméthode de décoction.

Cette étude a été congue aussi pour examiner les activités antibactérienne des Cinque
extraits et d’huile essentielle. L’activité a été testée par la méthode de diffusion des disques
pour déterminer des zones d’inhibitions, et on a utilisé la méthode du micro dilution pour la
détermination des CMI.

Les resultats ont montré que I’huile essentielle et I’extrait éthanolique d’Artemisia
herba alba ont une meilleur activité antibactérienne vis-a-vis des souches testées avec une
zone d’inhibition atteindre jusqu’au 15 mm chez E.coli pour I’extrait éthanolique, et aussi
I’analyse statistique montre une différence tres hautement significatif p<0,001.suivi par
I’extrait méthanolique avec une zone d’inhibition important atteindre jusqu’a 12.33 mm
.L’extrait obtenu par décoction n’a montré pas une activité remarquable avec diamétre varié
entre (7.33-11.66mm).

** Les résultats ont été confirmés par I’analyse statistique d’ANOVA et par
HSD**

Mot(s) cl&(s) : Artemisia herba alba, dosage, effet antibactérienne, extrait éthanolique ,huile
essentielle ANOVA



Abstract

Medicinal plants constitute an immense source of bioactive molecules, endowed
with numerous activities. The objective of our work isto carry out a study of the antibacterial
activity of the crude extracts and essential oil of the aerial part of Artemisia herba alba,
belonging to Asteraceae, one of the most important Algerian flora and most used by
traditional therapists.

The assay of polyphenol and flavonoid content were determined by
spectrophotometric methods using the Folin-Ciocalteu and AICI3 reagents. The total
polyphenol contents obtained and flavonoids by the various extraction methods reveal a very
highly significant difference (p <0.01); The highest total polyphenol and flavonoid content
was recorded for the methanol extract (58.96 mg EAG / g, 22.74 mg EQ / g) followed by the
ethanolic, acetone extracts and that of water Which contain estimated concentrations of 54.49
and 53.62 and 47.47 mg EAG / g respectively. In addition, the lowest content of polyphenols
and flavonoids (37.83 mg EAG / g; 12.45 mg EQ / g) was recorded with the decoction
method.

This study was aso designed to examine the antibacterial activities of five extracts
and essential oil. The later was tested by the method of diffusion and determination of the
inhibitions diameters, and micro dilution method was used to determine MICs. The results
showed that the essentia oil and the ethanolic extract of Artemisia herba alba have a better
antibacterial activity with respect to the tested strains reaching up to 15 mm in E. coli for the
ethanol extract, followed by the methanol extract with a large inhibition zone reaching up to
12.33 mm, also the statistical analysis shows a very highly significant deference (p <0.001).
The extract obtained by decoction did not show remarkable activity with diameter varied
between (7.33-11.66mm). The results were confirmed by the statistical analysis of ANOVA
and HSD.

Key words: Artemisia herba alba, antibacterial effect, ethanol extract, essential oil.
ANOVA.
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THEME
Etudes de I’activité antibactérienne des composés phenoliques et d’huile essentielle

d’Artemesia herba alba

Résumé

Les plantes médicinales constituent une source immense de molécules bioactives, dotées de
nombreuses activites. L’objectif de notre travail est de réaliser une étude de I’activité antibactérienne des
extraits brutes et d’huile essentielle de la partie aérienne d’Artemisia herba alba, appartenant ala famille
des Asteraceae, I’une des plus importantes de la flore algérienne et les plus utilisées par les thérapeutes
traditionnels.

Les résultats de dosage des extraits en polyphénols et flavonoides ont été déterminés par des
méthodes spectrophotométriques en utilisant les réactifs Folin-Ciocalteu et d’AlCIls. Les teneurs en
polyphénols totaux et flavonoides obtenus par les différents méthodes d’extraction, révélent une
différence trés hautement significative (p<0,001); la teneur la plus élevée en polyphénols totaux et
flavonoide a été enregistrée pour I’extrait méthanolique (58,96 mg EAG/g ; 22,74 mg EQ/Q) suivis par
I’extraits éthanolique , acétonique et celui de I’eau chaude, qui contiennent des teneurs proches estimeées
respectivement a 54.49 et 53.62 et 47.47 mg EAG/g. On outre, la plus faible teneur en poly phénols et
flavonoides (37.83 mg EAG/g ; 12.45 mg EQ/g) aété enregistrée avec laméthode de décoction.

Cette étude a été congue auss pour examiner les activités antibactérienne des Cinque extraits et
d’huile essentielle. L’activité a eté testée par la méthode de diffusion des disques pour déterminer des

zones d’inhibitions, et on a utilisé la méthode du micro dilution pour la détermination des CMI.

Les resultats ont montré que I’huile essentielle et I’extrait éthanolique d’ Artemisia herba alba ont
une meilleur activité antibactérienne vis-aVvis des souches testées avec une zone d’inhibition atteindre
jusqu’au 15 mm chez E.coli pour I’extrait éthanolique, et aussi I’analyse statistique montre une
différence tres hautement significatif p<0,001.suivi par I’extrait meéthanolique avec une zone
d’inhibition important atteindre jusqu’a 12.33 mm .L’extrait obtenu par décoction n’a montré pas une

activité remarquable avec diametre varié entre (7.33-11.66mm).
** |_es resultats ont été confirmés par I’analyse statistique d’ANOVA et par HSD**

Mot(s) clés): Artemisia herba alba, dosage, effet antibactérienne, extrait éthanolique ,huile
essentielle ANOVA .




