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Introduction

Introduction

Les plantes médicinales sont a la fois un produit fini destiné a la consommation et une
matiere premiere pour 1’obtention de substances actives. Elles représentent une source de
revenu non négligeable pour de nombreuses populations, contre les maladies ou employé des
remedes traditionnels dues a leurs actions bénéfiques. Actuellement plus de 80 % de la
population africaine ont recours aux drogues faites essentiellement de matieres végétales qui
poussent autour de leur ville. En plus dans le monde, prés de 25% des prescriptions sont a
base de plantes et 60 a 70% des médicaments antibactériens et anticancéreux sont des
substances d’origine naturelle (Dacosta, 2003).

Les risques et les effets néfastes des antioxydants synthétiques utilis€s comme additifs
alimentaires ont été questionnés au cours des dernieres années et la nécessité de les substituer
par des antioxydants naturels, issus de plantes médicinales, est apparente. Les plantes
médicinales aromatique constituent une source inépuisable de substances ayant des activités
biologiques et pharmacologiques tres variées (Gharabi, 2008).

La lutte biologique par [I’utilisation des substances naturelle antioxydantes et
antifongiques pouvant constituer une alternative aux produits chimiques. Parmi ces substances
naturelles figurent les huiles essentielles (Gharabi, 2008).

Les métabolites secondaires font 1’objet de nombreuses recherches basées sur les
cultures in vivo et in vitro de tissus végétaux. Ceci est notamment le cas des polyphénols et les
huile essentielles végétaux qui sont largement utilisés en thérapeutique comme
vasculoprotecteurs,  antiinflammatoires,  inhibiteurs = enzymatiques,  antioxydants,
antiradicalaires et antimicrobiennes (Dacosta, 2003).

Ce travail est consacré essentiellement a 1’étude de I’effet biologique des huiles
essentielles de I'une des especes de la famille des Astéracées : 1’armoise blanche (Artemisia
herba alba). Des thés de fines herbes de ces espéces ont été employés comme agents
analgésiques, antibactériens, anti-plasmodique, hémostatiques, anthelminthique, anti-
diarrhéique et diurétique

C’est dans cette optique que s’oriente notre ¢tude dont les objectifs principaux se
résument dans les volets suivants :

e L’extraction des huiles essentielles
e [’évaluation de I’effet antioxydant des huiles essentielles en utilisant les tests

DPPH et le B-carotene
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e Etude in vitro de I’effet antifongique des huiles essentielles sur la croissance de
la souche mycélienne Fusarium oxysporium
e Etude in vitro de I’effet antibactérien des huiles essentielles sur les souches
bactériennes Escherichia coli, Staphylococcus aureus et Bacillus cereus
La partie Matériels et Méthodes mis en ceuvre I’extraction et 1’évaluation des activités
biologiques (antioxydante, antibactérien et antifongique) des huiles essentielles d’ Artemisia
herba alba Asso. Suivie des principaux résultats et leurs discussions. L’étude est achevée par

une conclusion générale et des perspectives.
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I.1. Stress oxydatif

Nos cellules et tissus peuvent étre soumis a une grande variété d’agression physiques
chimiques (acidose, toxines) et métaboliques. La plupart de ces agressions débouchent sur
une expression commune appelée stress oxydant, di a 1’exagération d’un phénomene
physiologique, normalement trés controlé, la production des radicaux dérivés de 1’oxygene.
(Walker et al., 1982).

Dans certaines situation (Tabac, stress, pollution, radiation...), la production des radicaux
oxygénés augmente fortement, entrainant un stress oxydatif qui consiste en un déséquilibre
entre la production et la destruction de ces molécules (Soares, 2005).

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre
les prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats
cellulaires irréversible. La réduction univalente de 1’oxygeéne résulte dans la formation des
especes oxygénées activées (EOA) dont font partie les radicaux libres anion super oxyde,
radical hydroxyle, le peroxyde d’hydrogene et I’oxygeéne singulget . Toutes ces especes sont
potentiellement toxiques pour I’organisme car elles peuvent inactiver des protéines, dégrader
les sucres, oxyder les lipoprotéines et initier des processus de peroxydation lipidique au sien
de la membrane cellulaire en s’attaquant aux acides gras polyinsaturés (Pincemail et al.,
2001).

C’est le stress oxydatif. Celui-ci est de plus en plus impliqué pour expliquer les dégats
cellulaires observés dans les états inflammatoires aigus, le vieillissement, le cancer, les
troubles consécutifs a I’ischémie-reperfusion, le diabéte ou les maladies cardiovasculaires

(Pincemail et al., 2001).

I.1.1. Les radicaux libres

Un radical libre est définie comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non appariés (Jacques et André, 2004), cette molécule est tres instable et réagie rapidement
avec d’autres composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité,
une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche
en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995). Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes

physiologiques car ils sont utiles pour l'organisme a dose raisonnable (Baudin, 2006).
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I.1.2. Les antioxydants

Chez tout individu, il existe, en permanence un équilibre entre les dégats causés par les
molécules oxydantes et leur réparation. Si celui-ci est rompu, le stress oxydatif apparait. Il
semble donc intéressant de soutenir les défenses antioxydants de 1’organisme pour éviter cette
rupture. Les antioxydants sont 1'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les espéces réactives de l'oxygene. Ils
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces espeéces, en les piégeant pour former un
compos¢ stable, en séquestrant le fer libre ou en générant du glutathion (Favier, 2003).

Il existe dans I’organisme deux systemes des antioxydants ;

a- Le Systémes enzymatiques qu’il s'agit principalement de trois enzymes (Piquet et

Hebuterne, 2007):

- la superoxyde dismutase (SOD) : accélere la dismutation de l'anion superoxyde en
peroxyde I’hydrogene.

- La catalase (CAT): catalyse la dismutation du peroxyde d'hydrogéne en eau et en
oxygene moléculaire.

- La glutathion peroxydase (GPx): agit en synergie avec la SOD puisque son role est
d’accélérer la dismutation du H,O, en H,O et O,. Lors de cette réaction deux
molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion disulfure (GSSG)

b- Systéme non enzymatique renferme de nombreuses substances endogeénes parmi
lesquelles on peut citer le glutathion, 1’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la
mélatonine, 1’acide lipoique. De tous ces composés endogenes synthétisés par les
cellules, le plus important est sans doute le glutathion réduit (thiol majeur au niveau

intracellulaire) (Trivalle, 2002).

D’autres substances exogenes apportées par 1’alimentation, telles que les vitamines E

(tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), ou les caroténoides (Bruneton,

1999). De nombreux composés phénoliques réagissent avec les radicaux libres

(Bagchi et al., 1998), empéchant ainsi les dégradations liées a leur intense réactivité

au niveau des phospholipides membranaires (Halliwell et Aruoma, 1993).
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1.2. Métabolite secondaire

1.2.1. Les polyphénols

Les polyphénols sont des molécules spécifiques du régne végétal (Bruneton, 1999),
plus de 8000 molécules ont été isolés et identifiés (Mompon et al., 1998). Selon leurs
caractéristiques structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes chimiques, qui
présentent toutes un point commun ; la présence dans leur structure d’au moins un cycle
aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’'un nombre variable de fonctions hydroxyles
(OH) (Hennebelle et al., 2004). Les flavonoides sont les polyphénols les plus nombreux, plus
de 5000 molécules présentes dans tout le regne végétal ont été isolées. Ce sont des pigments
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des feuilles (Pietta, 2000 ; Peluso,
2006). Depuis long temps, les flavonoides retenu I’attention, en particulier a cause de leurs
propriétés antioxydants. Ils sont aussi connus comme inhibiteurs de différentes espéces
oxydantes (OH., DPPH., O2..). Par ailleurs, de nombreux articles ont été consacrés a
I’efficacité de ces composés pour 1’inhibition de la peroxydation des lipides (D’Archivio et

al., 2007).
1.2.2. Les alcaloides

Ce sont des substances d’origine biologique et le plus souvent végétale,
¢ventuellement reproductibles par synthése, azotées, de réactions alcalines plus ou moins
prononcées et doudes a faible dose de propriétés pharmacodynamiques marquées. Les
alcaloides renferment toujours du carbone, de I’hydrogene et de 1’azote, et le plus souvent, en
plus, de "oxygene (exceptionnellement quelques alcaloides contiennent du soufre). Leurs
propriétés pharmacologique sont généralement variées et dépendent de leurs composantes
chimiques soit une action hypertenseur, antibiotique, antiparasitaire, anthelminthique ou
antitumorale (Burda et Oleszek, 2001).

1.2.3. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles, sont des substances volatiles, liquides a température ambiante,
de nature hydrophobe, rarement colorées, et fortement odorantes. Elles ont un indice de
réfraction élevé, peu miscibles a 1’eau, et solubles dans les solvants organiques (Bruneton,
1999). Ce sont une bonne source de plusieurs compos€s bioactive, qui possedent des

propriétés antioxydants et antimicrobiennes (Tongnuachan et Benjakul, 2014).
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1.2.3.1. Composition chimique

Les huiles essentielles sont des mélanges de composition chimique tres variable et
complexe, en effet, elles peuvent renfermer jusqu'a plusieurs centaines de molécules
différentes, chacune ayant des propriétés particulieres. Ces molécules appartiennent
généralement a deux grandes familles chimiques (Brada et al., 2007).

a) Les terpénes

Une famille tres diversifiée tant au niveau structural que fonctionnel. On rencontre
dans les huiles essentielles principalement des mono et des sesquiterpenes (possedent
respectivement 10 et 15 atomes de carbone) plus rarement des di-terpenes (20 atomes de
carbone) ainsi que leurs dérivés oxygénés (Brada et al., 2007). Les terpenes possedent des
propriétés pharmacodynamiques tres variées, en relation avec les différentes fonctions liées au
squelette terpénique (Paris et Moyse, 1965). La synthése d'une grande variété de terpenes,
cycliques et non cycliques, dans les plantes, fait intervenir un nombre variable d'éléments

isopréniquesou se trouvent des liaisons " téte-téte "

et " queue-queue " (Paris et Moyse,
1965). Suivant le nombre entier d'unité spentacarbonés (C5) x n ramifiées, dérivées du 2-
méthylbutadiene, on peut les classer en :

e pour n =2 : les monoterpenes (C10)

e pour n=3: les sesquiterpenes (C15)

e pour n=4:les diterpenes (C20)

e pourn=>5:les sesterpenes (C25)

e pourn=6: les triterpenes (C30)

e pour n = § et le caoutchouc naturel : les polyterpéne

b) Les composés aromatiques

Dérivés du Phényl-propane tel que 1’eugénol (huile essentielle de girofle), I’anéthol et
I’aldéhyde (huile essentielle de Badiane et d’anis), le carvacrol (huile essentielle d’origan),
I’acide et 1’aldéhyde cinnamiques. Ceux-ci constituent les principaux membres de cette
famille (Brada et al.,, 2007). Les huiles essentielles peuvent contenir des composés
aliphatiques plus ou moins fonctionnalisés, a noter que pour une méme espeéce botanique, en
fonction de différentes conditions (sol, ensoleillement, saison, partie de plante) peut fournir
des huiles essentielles avec des compositions différentes, ces variations générent la notion de

chémotype (Brada et al., 2007).
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1.2.3.2. Chémotype des huiles essentielles

C’est une classification chimique, biologique et botanique qui désigne la molécule
majoritairement présente dans une huile essentielle (Bruneton, 1999).Cette classification ou
chémotype selon Brada et al., 2007 dépend d’un certain nombre de facteurs, entre autres :

e [e mode de culture de la plante.

e Le stade de développement botanique : pendant ou apres la floraison L’organe
distillé.

e Le mode d’extraction utilisé tel que la distillation ou I’hydro-distillation.

e [’origine géographique de la plante.
1.2.3.3. L’utilisation des huiles essentielles

En médecine traditionnelle, les huiles essentielles sont utilisées pour aider a la
désinfection, a la cicatrisation ou au traitement des traumatismes, et également en
complément d’un traitement médical chronique (Lardy et Haberkorne, 2007 ; Garnier et
Delamarre, 2002).

La diversité de la composition chimique des huiles essentielles explique leur usage tres
vaste, en effet se sont utilisé dans de nombreux secteurs surtout dans 1’industrie cosmétique
(parfums, crémes) grace a leur odeur agréable (Montes et Carvajal, 1998). Certains
composés chimiques isolés a partir d’une huile essentielle constituent des matieres premieres
pour la synthese d’autre substances odorantes, a titre d’exemple : a partir de I’eugénol extrait
de I’huile essentielle de girofle on aboutira a I’iso eugénol qui a une odeur d’ceillet (Montes
et Carvajal, 1998) et I'utilisation du safrle pour la synthese de 1‘héliotropine utilisée en
parfumerie (Bruneton, 1999).

les huiles essentielles et leurs composants, actuellement employés comme aromes
alimentaires, sont é&galement connus pour posséder des activités antioxydants et
antimicrobiennes sur plusieurs bactéries responsables de la pollution des aliments et
pourraient donc servir d’agents de conservation alimentaires (Kim et al., 1995).

Les huiles essentielles ont également des propriétés fongicides (Mahadevan, 1982) étre
efficaces contre les moisissures responsables de la détérioration des denrées alimentaires lors

de leur stockage.
1.2.3.4. Caractérisation des huiles essentielles

De nombreux facteurs peuvent modifier les essences provenant du végétal. Les huiles
essentielles sont des composés tres altérables car ils renferment des composés oxydables sous

I’action de I’air et de la lumiere (Djeddi, 2012). IIs s’altérent en se résinifiant, ce qui entraine
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une modification du parfum, leur saveur et leur constantes physiques et chimiques en les

rendant impropres a [’utilisation (Djeddi, 2012). La normalisation des huiles essentielles
concerne:

Les propriétés organoleptique: odeur, couleur, aspect, saveur ;

Les caractéristiques chimiques: indice d’acide et d’ester ;

Le profil chromatographique et la quantification relative des différents constituants.
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I.3. Les méthodes d’extraction des huiles essentielles

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végétales. En
général le choix de la méthode d’extraction dépendra de la nature du matériel végétal a traiter
(graines, feuilles, ...), de la nature des composes (les I’huile essentielles, huiles lourdes....)
(Marie, 2005). Le rendement en huile et la fragilité¢ de certains constituants des huiles aux
températures €leves ; Les principales méthodes d’extraction sont :

e Hydrodistillation

e Entrainement a la vapeur d'eau

e Hydrodiffusion

e Extraction par du COz2 supercritique

e [Extraction assistée par micro-onde

e [’expression a froid

e L’extraction par solvants volatils
1.3.1. Hydro distillation

Le procédé consiste a immerger la matiére premicre végétale dans un ballon lors d'une
extraction au laboratoire ou dans un alambic industriel rempli d'eau placé sur une source de
chaleur. Le tout est ensuite porté a I'ébullition. La chaleur permet 1'éclatement des cellules
végétales et la libération des molécules odorantes qui y sont contenues. Ces molécules
aromatiques forment avec la vapeur d'eau, un mélange azéotropique (Marie, 2005). Les
vapeurs sont condensées dans un réfrigérant et les huiles essentielles se séparent de 1'eau par
différence de densité. Au laboratoire, le systeme équipé d'une cohobe généralement utilisé
pour l'extraction des huiles essentielles est le Clevenger.

Les eaux aromatiques ainsi prélevées sont ensuite recyclées dans l'hydrodistillateur
afin de maintenir le rapport plante/eau a son niveau initial. La durée d'une hydrodistillation
peut considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs heures selon le matériel utilisé et la
matiere végétale a traiter. La durée de la distillation influe non seulement sur le rendement
mais également sur la composition de l'extrait (Marie, 2005).

1.3.2. Entrainement a la vapeur d’eau

L'entrainement a la vapeur d'eau est 1'une des méthodes officielles pour 'obtention des
huiles essentielles. A la différence de 1'hydrodistillation, cette technique ne met pas en contact
direct de I'eau et la maticre végétale a traiter. De la vapeur d'eau fournie par une chaudiere
traverse la matiere végétale située au dessus d'une grille. Durant le passage de la vapeur a

travers le matériel, les cellules éclatent et libérent 1'huile essentielle qui est vaporisée sous
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l'action de la chaleur pour former un mélange « eau + huile essentielle ». Le mélange est
ensuite véhiculé vers le condenseur et I'essencier avant d'étre séparé en une phase aqueuse et
une phase organique: l'huile essentielle. L'absence de contact direct entre I'eau et la maticre
végétale, puis entre I'eau et les molécules aromatiques €vite certains phénomenes d'’hydrolyse

ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I'huile (Martini et Seiller, 1999).

1.3.3. Hydro diffusion

L'hydro diffusion est une variante de l'entrainement a la vapeur. Cette technique
relativement récente et particulicre. Elle exploite ainsi I'action osmotique de la vapeur d'eau.
Elle consiste a faire passer, du haut vers le bas et a pression réduite, la vapeur d'eau au travers
de la matrice végétale (kim et al., 2002).
L'avantage de cette méthode est d'étre plus rapide donc moins dommageable pour les
composés volatils, et de ne pas mettre en contact le matériel végétal et 1'eau. De plus,
I'hydrodiffusion permet une économie d'énergie due a la réduction de la durée de la
distillation et donc a la réduction de la consommation de vapeur (kim et al., 2002).
1.3.4. Extraction par du CO:2 supercritique

La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de carbone a
I'état supercritique. Grace a cette propricté, le dioxyde de carbone permet 1'extraction dans le
domaine liquide et la séparation dans le domaine gazeux. Le dioxyde de carbone est liquéfié
par refroidissement et comprimé a la pression d'extraction choisie. Il est ensuite injecté dans
l'extracteur contenant le matériel végétal, puis le liquide se détend pour se convertir a 1'état
gazeux pour €tre conduit vers un séparateur ou il sera séparé en extrait et en solvant.
L'avantage de cette méthode est la possibilité d'éliminer et de recycler le solvant par simple
compression détente. De plus les températures d'extraction sont basses dans le cas de dioxyde
de carbone et non agressives pour les constituants les plus fragiles. Cette technique est
utilisable pour les essences difficilement distillables (Martini et Seiller, 1999).
1.3.5. Extraction assistée par micro-onde

Le procédé d'extraction par micro-ondes appelée Vacuum Microwave Hydro
distillation (VMHD). Cette technique d'extraction a été¢ développée au cours des dernieres
décennies a des fins analytiques. Le procéd¢ consiste a irradier par micro-ondes de la maticre
végétale broyée en présence d'un solvant absorbant fortement les micro-ondes (le méthanol)
pour l'extraction de composés polaires ou bien en présence d'un solvant n'absorbant pas les

microondes (hexane) pour l'extraction de composés apolaires.
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L'ensemble est chauffé sans jamais atteindre 1'ébullition durant de courtes périodes
entrecoupées par des étapes de refroidissement. L'avantage essentiel de ce procédé est de
réduire considérablement la durée de distillation et d'obtenir un bon rendement d'extrait
(Wang et al., 2006).

1.3.6. L'expression a froid

Le procédé d'extraction par expression a froid est assurément le plus simple mais aussi
le plus limité. 11 est réservé a l'extraction des composés volatils dans les péricarpes des
hespéridés ou encore d'agrumes qui ont une trés grande importance pour l'industrie des
parfums et des cosmétiques. Cependant ce sont des produits fragiles en raison de leur
composition en terpenes. Il s'agit d'un traitement mécanique qui consiste a déchirer les
péricarpes riches en cellules sécrétrices. L'essence libérée est recueillie par un courant d'eau et
regoit tout le produit habituel de I'entrainement a la vapeur d'eau (Anton et Lobstein, 2005).

1.3.7. L'extraction par solvants volatils

La technique d'extraction « classique » par solvant, consiste a placer dans un
extracteur un solvant volatil et la matiere végétale a traiter. Grace a des lavages successifs, le
solvant va se charger en molécules aromatiques, avant d'€tre envoyé au concentrateur pour y
étre distillé a pression atmosphérique. Les solvants les plus utilisés sont I'hexane, le
cyclohexane, 1'éthanol, le méthanol, le dichlorométhane et 1'acétone Le solvant choisi, en plus
d'étre autoris¢ devra posséder une certaine stabilité face a la chaleur, la lumiere ou l'oxygene,
sa température d'ébullition sera de préférence basse afin de faciliter son élimination, et il ne
devra pas réagir chimiquement avec 'extrait

Ces solvants ont un pouvoir d'extraction plus élevé que 1'eau si bien que les extraits
contiennent des composés volatils et de bon nombre de composés non volatils tels que des

cires, des pigments, des acides gras et bien d'autres substances (Hubert et al., 1992).
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1.4. Artemisia herba alba Asso
1.4.1. Le genre Artemisia

La famille des Asteraceae englobe un grand nombre de plantes différentes parmi
lesquelles ; I’armoise ou le genre Artemisia qui comprend plus de 400 especes, réparties dans
le monde (Bencheqroun et al., 2012). Ces especes ont ¢été utilisées dans la médecine
traditionnelle depuis les périodes antiques comme agents analgésiques, antibactériens, anti-
plasmodique, anti-diarrhéique et diurétique (Ahmed et al., 1990). Plusieurs extraits et huiles
essentiels sont incorporés dans les pharmacopées de plusieurs pays grace a leurs activités

biologiques antimicrobiennes et antioxydantes (Bouldjadj, 2009 ; Lim et al., 2013).
1.4.2. Espéce Artemisia herba alba Asso

Aherba alba (Armoise blanche, "Chih") est une plante aromatique et médicinale a large
distribution dans les régions semi-aride et aride appartenant a la famille des Astéracées
(Quézel et Santa, 1962). L’utilisation de cette espéce est patronnée dans la restauration des
écosystemes dégradés. Cette plante se caractérise par un polymorphisme morphologique trés

important en relation avec les conditions écologiques locales (Figure 1) (Chaieb, 2000).

Figure 1: La planet Artemisia herba alba Asso (Bouldjadj, 2009).
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1.4.2.1. Dénominations

Artemisia est le nom du genre des armoises, il provient de celui de la déesse grecque
de la chasse Artémis selon Abass, 2012; herba-alba signifie herbe blanche son nom
scientifique est Artemisia herba-alba asso.

e Nom en arabe : Chih, elkayssoum, chih elkarssani

e Nom tamazight : Ifsi

e Noms en francais : Armoise blanche

e Noms en anglais : Desert worm wood on white worm wood
1.4.2.2. Taxonomie :

Classification botanique de 1’ Artemisia herba-alba asso (Friedman et al., 1986).

Regne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Division Magnoliphyta

Classe Magnoliopsida

Sous-classe Asteridae

Ordre Asterales

Famille Asteracae

Genre Artemisia

Espéce Artemisia herba alba (Asso)

1.4.2.3. Description botanique

L’A. herba alba est une plante herbacée vivace de 30-50 cm de long, qui se caractérise
par une odeur de thymol, treés verdoyante et avec de jeunes branches tomenteuses. Les feuilles
sont courtes, généralement pubescentes, argentées. Les fleurs sont hermaphrodites, emballés
dans des petites capitules (comprenant chacun de 3 a 8 fleures) sessiles et en bottes et les
fruits sont des akénes. La croissance végétative de I’A. herba alba a lieu a ’automne, la

floraison commence en Juin et se développe essentiellement en fin d'été¢ (Gharabi, 2008).
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1.4.2.4. Ecologie

L’Artemisia herba-alba existe dans des bioclimats allant du semi-aride jusqu'au
saharien (entre les isohyetes de 150 a 500 mm). Elle semble indifférente aux altitudes et peut
vivre dans des régions d'hiver chaud a frais. Par ailleurs, cette espéce est abondante dans le
centre sur des sols, a texture fine, assez bien drainées (marnes, marno-calcaires en pente).
Dans le sud, elle pousse sur des sols bruns steppiques de texture moyenne et en extréme sud
sur des sols sableux. L'armoise résiste a la sécheresse, supporte le gypse et des niveaux de
salinit¢ modérément €levés. Dans un type de biome steppique, les groupements d' A. herba
alba sont marqués par deux strates : une strate de ligneux bas (environ 40 cm du sol) et une

autre constituée d'herbacées annuelles (hauteur moyenne de 20 cm) (Nabli, 1989).
1.4.2.5. Usage traditionnelle

L’espece A. herba-alba appelée localement « chih » ou armoise blanche est largement
utilisée en médecine traditionnelle. Elle a été utilisée, tout d’abord, comme aromatisant dans
le thé et le café, puis elle est devenue une panacée dans la médecine traditionnelle arabo-
musulmane pour traiter les désordres gastriques, elle présente aussi un caractére vermifuge
tres prisé pour le bétail. Des études ethnopharmacologiques ont montré I’intérét de 1’armoise
blanche contre le diabéte grace a son activit¢ hypoglycémiante, ainsi que contre
I’hypertension, et également la présence d’activité emménagogue. Les extraits aqueux
d’armoise blanche montrent des activités antileshmaniose, antigénotoxiques, antidiabétiques,
antibactériennes et antispasmodiques par contre I’huile essentielle présente quelques activités
antimicrobiennes, antifongiques, spasmolytiques et hypoglycémiques (Marrif et al., 1995 ;

Bellakhdar, 1997).

1.4.2.6. Composition chimique

' Artemisia herba-alba constitue un fourrage particulierement intéressant. En effet, la
plante présente un taux de cellulose beaucoup moins élevé bien que son aspect extérieur
indique I'inverse (17 a 33%). La maticre seche (MS) apporte entre 6 et 11% de matiere
protéique brute dont 72% est constituée d'acides aminés (Fenardji, 1974 ; Saleh, 1985) et

d’autre composants phytochimique (Tableau I).
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Tableau I : Composants phytochimiques de 1’ Artimisia herba alba Asso.

Nature du composé

nom du composé

Références

Flavonoides des flavones glycosides : (Saleh, 1985).
e 3-rutinoside-
quercétine
e [D’isovitexine
Terpénes e thujone (monoterpéne | (Duke, 1992)

lactone),

e e 1,8-cinéol

e thymol.
Les huiles essentielles e p-cymene (Feuerstein et al., 1986)
e camphre (Hudaib et Aburjai, 2006)
e 1,8-cinéole (Nezhadali et al., 2008)
e davanone (Haouari eFerchichit, 2009)
e y-terpinéne, et (Dob et Benabdelkader,
e myrcene 2006)
e q, B-thujone
e sabingéne
e chrysanthénone
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L.5. Présentation de la zone d’étude

I.5.1 .Localisation géographique
La région de Bordj Bou Arreridj est située dans le secteur nord-est de 1’Algérie entre
39° 23%t 40°47°de Daltitude Nord et 1°92° et 2°90° de longitude Est. Elle occupe une
superficie de 4,115 Km? et se situe a plus de 900 métres d’altitude (Maouche et al., 2003).
Elle est limitée au nord par Bejaia, au sud par M’sila, a I’ouest par Bouira et a I’est par Sétif
(C.F.B.B.A, 2011).
1.5.2. Les Facteurs abiotiques de la région d’étude
Les facteurs abiotiques de la région d’étude sont les facteurs pédologiques et les
facteurs climatiques.
e Les facteurs Pédologiques
Selon Maouche et al (2003), le territoire est occupé majoritairement par des parcelles
agricoles représentées par des sols de couleur noir, profonds et caractérisés par un taux élevé

d’argile qui offre une image de terre grasse et riche.
e Facteurs climatiques

Le climat est un facteur principal qui joue un role fondamental de controle de la distribution
des étres vivants et de la dynamique des écosystemes (Leveque, 2001). Les caractéristiques
climatiques de la région d’étude, sont représentées par les variations mensuelles des
températures, des précipitations, et les vents.

- La température et les autres facteurs climatiques ont des actions multiples sur la physiologie
et sur le comportement des insectes (Dajoz, 2007). Une étude en 2012 a montré que le mois
le plus chaud est aout avec une température moyenne égale a 29,9°C. Et le plus froid est
Février avec une température moyenne de 4,3°C.

- La pluviométrie constitue un facteur écologique d’importance fondamentale pour le
fonctionnement et la répartition des écosystemes (Ramade, 1984). Le total des précipitations
en 2012 est égal a 302,8mm. Le mois le plus pluvieux est novembre avec 63mm et le plus sec
est juin avec 2mm.

- Le vent est un facteur écologique qui est souvent sous-estimé dans 1’étude du
fonctionnement des écosystemes (Leveque, 2001). Il intervient dans le transport des insectes
sur plusieurs milliers de kilometres de distance (Leveque, 2001). La région de Bordj Bou

Arreridj est généralement traversée par des vents de direction Nord- Ouest et de Sud-est
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pendant la grande partie de I’année, tandis que les vents venant de Sud (sirocco) sont
fréquents en été.

L’étage bioclimatique d’une région ainsi que sa période de sécheresse, ne peuvent étre
déterminés qu’a partir de la synthése entre deux parameétres climatiques tels que la
température et la pluviométrie. Le diagramme ombrothermique de Gaussen est utilisé pour
mieux caractériser le climat d’une région donnée et notamment pour faire ressortir les
périodes séches et humides. Dans la région de Bordj Bou Arreridj, il est a remarquer la
présence de deux périodes, une seche qui débute de la mi-avril jusqu’en octobre. Les autres

mois de I’année correspondent a la période humide (Figure 2).

14 (€9) P (mm)
30 A 60
20 ériod Période séche ériode 40
15 humi mide

10 20
5 U \\/ \ 10

0 T T T T T T T T 0 MOiS
JAN FIV Mar Avr Mar Jui Juill Aout Spt Oct Nov Déc

T (C°)

30—P(mm)

Figure 2 : Diagramme ombrothermique de la région de Bordj Bou Arreridj (C.F.B.B.A,
2011).

1.5.3. Les Facteurs biotiques de la région d’étude

e La flore etla faune

La flore de la région d’étude est caractérisée par une richesse foresticre de plus de 21% de la
superficie totales. Elle est concentrée principalement a 1’ouest et au nord de la région. Les
essences principales qui composent le fond forestier sont : Le Pin d’Alep (64,464 ha), le
Chéne vert (17,019 ha), I’Eucalyptus (1,183 ha) et le ceédre (500 ha) (C.F.B.B.A, 2011). Une
grande zone steppique est occupée par 1’armoise et 1’Alpha, soit 20000 hectares. La faune de
la région est tres diversifiée. Elle regroupe les insectes, les mammiferes, les oiseaux et les
poissons. Dans ce qui va suivre, les données faunistiques qui caractérisent la région d’étude

Son traitées (C.F.B.B.A, 2011).
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I1 .Matériele et méthode

I1.1. Matériels
I1. 1.1. Matériel végétal
La récolte du matériel végétal a été effectuée au mois de Mars 2016 a Mansoura

wilaya de Bordj Bou-Arreridj, Algérie. L’identification botanique de 1’espece a été effectuée

par Pr GHARZOULI Rachid. Université Ferhat Abbes, Sétif.
I1.1.2. Produit chimique et appareillage

Tous les réactifs chimiques utilisés dans cette étude proviennent de Sigma (Allemagne)

de Fluka (France), Merck, (Germany) et Becton Dickinson (USA).

Parmi Dappareillage utilisé ; Rota-vapeur (Germany, BUCHI461), Agitateur
magnétique (GP SELECTAS ACE), Bain marie (Memmert), Etuve (Memmert), Autoclave,
Spectrophotometre visible. Bec benzéne, Balance a précision (Kern), la hote (EQUIPLABO),
Vortex (Top Mix).

11.1.3. Souches bactériennes utilisées

Une souche fongiques Fusarium oxysporum et trois souches bactériennes de
référence-Escherichia coli, Staphylococcus aureus, bacillus cereus.ont été obtenus aupres des

laboratoires de Phytopathologie et Microbiologie.

I1.2. Méthodes

I1.2.1. Extraction des huiles essentielles
I1.2.1.1. Préparation du matériel végétal

La plante a été séchée pendant deux semaines. Une fois séchée le matériel végétal a
¢été broyé, puis conservés a 1’abri de la lumiére, de I’humidité et de la chaleur jusqu’a son

utilisation.
I1.2.1.2. Extraction des I’huiles essentielles (HEs)

L’extraction des HES a été effectuée par hydro distillation dans un Clevenger. 200 g
de matériel végétal sec a été mélangés avec un litre d’eau dans un ballon de deux litres
surmonté d’une colonne de 60 cm de longueur reliée a un réfrigérant. Trois distillations ont
¢été réalisées par ébullition, pendant 3heure, Le rendement en HEs est exprimé par le volume
d’huile (en millilitre) obtenu pour la masse 100 g de matiere végétale seche. HEs ont été

conserveé a 4 °C a I’obscurité (Figure 3 et 4).
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Figure 3: L’extraction des HES par hydrodistillation (clevenger). (a) Huiles essentiels

d’Artimisia herba alba (b) phase aqueuse.

atériel végétale sec + Eau ’

Hydro distillation —Chauffage

uaneur + HES j

Condensation

Décantation

o

Figure 4: Procédé d’extraction d’huile essentielle (Belkhiri, 2015)
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11.2.1.3. Calcul du rendement

Le rendement en huiles essentielles (RHE) est défini comme étant le rapport entre la
masse des huiles essentielles obtenue apres I'extraction (M') et la masse de la matiere végétale

utilisée (M). Le rendement est exprimé en pourcentage selon AFNORNF.

RHE(%)=M'/M x100

e RHE : Rendement en huile essentielle en %.
e M': Masse des huiles essentielles en gramme.

e M : Masse de la maticre végétale séche utilisée en gramme.

I1.2.2. Etude des activités biologiques
I1.2.2.1. Activité antioxydante
11.2.2.1.1. Teste de DPPH

L’activité anti-radicalaire de I'HE d’A. herba alba est évaluée, in vitro, parle test de
DPPH. a été évaluée a I’aide d’un spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical qui
s’accompagne par son passage de la couleur violette (DPPH¢) a la couleur jaune (DPPH-H)

mesurable a 517nm (Cuendetet al., 1997).

Pour cela, 500 pl de chacune des différentes concentrations des extraits ont été incubés
avec 500 pl d’une solution méthanolique de DPPH a 0.1 mM. Apres une période d’incubation
de 30 minutes, les absorbances a 517 nm ont été enregistrées. Les résultats obtenus ont été
exprimés par rapport a ceux obtenus pour le BHT pris comme antioxydant de référence. Le

pourcentage d’inhibition (% I) du radical DPPH par les extraits a ¢été calculé comme suit:
% I=[(AC—-AE)/ AC] x 100

AC : absorbance en absence (contrdle négatif)

AE : absorbance en présence de piégeur des radicaux libres (échantillon)

Le graphique de la variation du pourcentage d’inhibition en fonction de la
concentration des huiles essentielles permet de déterminer le IC50 (autrement appelée EC50,

concentration correspondant a 50 % d’inhibition et qui constitue I’activité antioxydante des

20



Chapitre II matériel et méthodes

huiles essentielles). Cette valeur est comparée a celle trouvée pour le composé de référence

(BHT).

I1.2.2.1.2. Test de blanchissement du B-caroténe

Le mécanisme de blanchiment de P-caroténe est un phénomeéne a médiation des
Radicaux libres (RLs) résultant d' hydro peroxydes formés a partir d'acide linoléique, ces RLs
vont par la suite oxyder le B-caroténe, en entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge,
qui est suivi spectrophotométriquement a 490 nm. Cependant, la présence d’un antioxydant
pourrait neutraliser les RLs dérivés de 1’acide linoléique et/ou inhibé 1’oxydation donc

prévenir le blanchissement du -carotene (Naidu et al., 2011).

Brievement, 2mg de [-caroténe dissous dans 1ml de chloroforme ont été introduit
dans un ballon contenant 2mg d’acide linoléique et 200mg de Tween40. Apres 1’évaporation
complete du chloroforme, 100ml d’eau distillée saturée en oxygene ont été ajoutés au
mélange réactionnel avec agitation. 2.75ml de cette solution sont alors transférés dans des
tubes qui contiennent 250ul des huiles essentielles (2mg/ml) et du témoin BHT sont ajoutés.
L’absorbance a ét¢ mesurée immédiatement pour le BHT a 490nm. Par contre les huiles
essentielles ont été d’abord incubées au bain marie a 50 C°, les lectures d’absorbances ont été

effectuées chaque 2h pendant 15min a 490 nm (Tepe et al., 2006).

L’activité antioxydante (relative AAR) des huiles essentielles est calculée apres 2h

selon 1’équation suivante :
AA%= 1-[(Ag-A)) / (A'o-A")]*100

Ou

AAY% : activité anti-oxydante relative.

Ay : absorbance au temps 0 min test.

A : absorbance au temps 120 min test.

A’y: Absorbance au temps 0 min du contrdle négatif.
A’;: Absorbance au temps 120 min du contrdle négatif.

I1.2.2.2. Acticvité antifongique

La souche fongique Fusarium exsporium été obtenue auprés du laboratoire de

phytopathologie de I'université de BBA. La culture de cette espéce fongique a été maintenue
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dans le milieu Potato Dextrose Agar (PDA : 200 g de pomme de terre, 20 g de glucose, 20 g
d’agar-agar, 1000 ml d’eau distillée) inclinée et conservée a une température de 4°C.
L’évaluation de I’activité antifongique des HES contre la Fusarium exsporium a été réalisée
par la méthode de diffusion en milieu solide. Le pourcentage d’inhibition est estimé selon la
méthode de Fandohan et al (2004).

Brieévement une solution mere des huile essentielles a été préparées, a fin de préparer
des dilutions de 1, 0,5, 0,25, 0,05, et 0,01%, ces dilutions sont alors incorporées séparément
dans des tubes contenant 15ml du milieu PDA maintenu en surfusion. Chaque tube est
homogénéis¢ instantanément par agitation manuelle puis son contenu est coulé dans une boite
de pétri. A I’aide d’une anse platine stérile des disques de mycéliens de diamétre de 6mm
prélevé de la culture jeune du mycete a été inoculé. Ces derniers ont été déposés dans les
milieux préparés préalablement avec des dilutions des huiles essentielles.

La lecture des résultats a été effectuées apres 48 heurs d’incubation a (25 + 2) °C
pendant 7 jours par mesure du diametre de la zone de croissance. Parall¢lement, le diameétre
de la zone de croissance de ces mémes souches fongiques en absence HES (Témoin) été
déterminé. Les résultats obtenus sont comparés par rapport au témoin.

L’effet antifongique ses HES sur la croissance des souches filamenteuses est déterminé par la
mesure des taux d’inhibition de la croissance en utilisant la formule d’Ebbot (Motiejuinaité,

2004):
T= (Dk-D0)/Dk x 100

e Dk : Diametre de la colonie fongique du témoin (en mm)

e DO : Diametre de la colonie fongique en présence de I’extrait (en mm)

e T : Taux d’inhibition de la croissance du mycélium en pourcentage

L’huile est dite:

e Tres actif lorsqu’il possede une inhibition comprise entre 75 et 100 %, la souche
fongique est dite tres sensible.

e Actif lorsqu’il possede une inhibition comprise entre 50 et 75 %, la souche fongique
est dite sensible.

e Moyennement actif lorsqu’il posseéde une inhibition comprise entre 25 et 50%, la
souche est dite limite.

e Peu ou pas actif lorsqu’il possede une inhibition comprise entre 0 et 25%, la souche est

dite peu sensible ou résistante.
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11.2.2.3. Activité antibactériennes

L’activité antibactérienne des huiles essentielles a été évaluée par la méthode de
diffusion en milieu solide (Mighri et al., 2010) en utilisant deux milieux de culture:
o Gélose nutrive: utilisé pour I'obtention des souches jeunes

e Milieu mueller Hinton: utilisé a I'étude antibactérienne de HES

11.2.2.2.1. Méthode de diffusion en milieu solide

a) Ensemencement et incubation

La méthode de diffusion a été utilisée pour mettre en ¢&vidence [Dactivité
antibactérienne. Une suspension bactérienne de 18 a 24 heures de chaque souche bactérienne
est préparée avec I’eau physiologique (NaCl).

Des boites de Pétri contenant la gélose de Mueller Hinton a raison de 15ml par boite
laissées refroidir et solidifier sont inoculées. Ensuite étalé a la surface du milieu de culture a
I’aide d’un €couvillon. A I’aide d’une pince stérile, prélever un disque a la surface de chaque
boite on dépose 3disques de papier filtre (Whatman) stériles de 6 mm de diametre imbibés par
10 ul de différentes concentration des huiles essentielles supplémentée de DMSO (HE, 1/2,
1/4, 1/8, 1/16 et DMSO). Les boites Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser et mises a
I’étuve a une température de 37C° pendant 24 heures. Apres 24 heures d’incubation, une
zone ou un halo clair est présent autour du disque si I’huile essentielle inhibe le
développement microbien (Figure 5).

Dans la technique de diffusion il y a une compétition entre la croissance de la bactérie

et la diffusion du produit a tester (Guinoiseau, 2010).

colonies des bactérie
zone d'inhibition
disque imbibée avec

I'huile essentielle

Figure 5: Méthode de diffusion sur disque
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b) Lecture de I'aromatogramme
L'activité antimicrobienne se manifeste par l'apparition d'un halo d’inhibitions de la
croissance microbienne autour des disques contenant l'extrait a tester.
Le résultat de cette activité est exprimé par le diametre de la zone d'inhibitions et peut étre
symbolisés par des croix selon Ponce et al., 2003. La souche ayant un diamétre :

e D< 0.8cm : Souches résistante (-).

¢ 0.99cm<D<I1.4cm : Souches sensible (+).

¢ 1.5cm<D<1.9cm : Souches trés sensible (++).

eD> 2 mm : Souches extrémes sensible (+++).

I1.3. Analyse statistique

L’étude statistique a été réalisée par le logiciel statistique origine V 2015. Tous les
essais ont été réalisés en triple, les résultats sont exprimés en moyen + SD. Les résultats sont
analysés par le test Anova univarié suivi du test Dunnet/Tukey pour les comparaisons
multiples et la détermination des taux de signification. Les valeurs de p<0.001 sont

considérées significatives.
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II1. Résultats et discussion

II1.1.Détermination de rendement d’extraction :
Selon la norme AFNOR (1986), le rendement en huile essentielle (RHE), est défini
comme étant le rapport entre la masse de 1’huile essentielle obtenue apres extraction (M') et la

masse de la matiere végétale utilisée (M). Il est donné par la formule suivante:

RHE = M’/M.100

RHE : Rendement en huile essentielle en%.
M': Masse d’huile essentielle en gramme.
M : Masse de la matiere végétale seche utilisée en gramme.

Le rendement moyen obtenu des huiles essentielles extraites de la plante Artemisia
herba-alba étudiée est de 1’ordre de 1,2% de couleur jaune clair et d’une Forte odeur
aromatique (Tableau II) Ce pourcentage est relativement supérieur a celui des HES extraites
de la méme espece récoltée dans la région de Matmata en Tunisie (0,65%) (Akrout, 2004), de
Biskra (0,95%) (Bezza et al., 2010) et de M’sila (1,02%) (Dob et Benabdelkader, 2006) en
Algérie. Il est sensiblement inférieur a celui de la Jordanie (1,3%) (Hudaiba et Aburjai,
2006). Par contre, le taux de rendement des HES de I’espece Artemisia herba-alba varie au
Maroc ; il est entre 0,56% et 1,23% (Ghanmi et al., 2010). Ces différences sont dues a
plusieurs facteurs : I’origine géographique, les facteurs écologiques notamment climatiques
(la température et I’humidité), ’espece végétal elle-méme, 1’organe végétal, le stade de la
croissance, la période de la récolte, la conservation du matériel végétal et la méthode
d’extraction (Belkhiri, 2015).

Tableau II : Caractéres organoleptiques

Origine d’HE Caractéres organoleptiques
Couleur Odeur

Artemisia herba Jaune Forte odeur

Alba clair rappelant

I’odeur des feuilles
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II1.2.Activité antioxydant
I11.2.1. Test anti radicalaire DPPH

Le test DPPH a été choisi, en raison de sa simplicité, rapidité, sensibilité et de sa
reproductibilité, L’activité anti radicalaire des huiles essentielles d’Artemisia vis-a-vis le
radical DPPH a été suivie spectrophotométriquement a 517 nm, en suivant la réduction de ce
radical qui s’accompagne par le changement de couleur du violet au jaune, cette décoloration
représente donc la capacité d’échantillon de piéger ce radical.

Les résultats de 1’activité anti-radicalaire peuvent étre exprimés en pourcentages (I %) en
utilisant la formule suivante :
%I =[(Ac— At)/ Ac] x 100
Ac : absorbance du controle.
At : Absorbance du test.

Selon les résultats enregistrés, les huiles essentielles de I’armoise blanche est douée un
pouvoir antioxydant importante ; le graphe trace une courbe exponentielle avec la présence
d’une phase stationnaire qui définit la réduction presque totale du DPPH en sa forme non
radicalaire (Figure 6).

L’huile essentielle de 1’Artemisia herba alba exercent une Activité anti radicalaire
assez substantielle avec des IC50 de 1’ordre de 15,82+1,41 ug/ml En comparaison a I’activité
de I’antioxydant standard, le BHT (IC50 de 7,8440,37ug/ml), ces huiles sont 2 fois moins
actives. La différence entre D’activité des huiles et le BHT sont statistiquement non

significative (p < 0.001) (Figure 7).

En effet, il a ét¢ démontré que les constituants responsables de 1’activité antioxydante
des huiles essentielles sont généralement des composés oxygénés comme les phénols, les

alcools et les cétones (Bourgou et al., 2008).
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Figure 6: Pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations des
huiles essentielles d’Artemisia et du BHT. Chaque valeur représente la moyenne de 3 essais +

SD
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Figure 7: L’activité anti-radicalaire (ICso) des huiles essentielles d’Artemisia et du

BHT. Chaque valeur représente la moyenne = SD (n = 3).

I11.2.2. test du blanchissement de B-caroténe

L’oxydation d’acide linoléique génere des radicaux libres qui vont par la suite oxyder
la B-caroténe hautement insaturé, ce qui conduit a la disparition de sa couleur orangée.
Cependant la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de
’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le blanchissement de B-carotene (Gachkar
etal., 2007).

La cinétique du blanchissement de B-caroténe en présence et absence des huiles
essentielles et L’activité antioxydant relative (AAR%) sont présentés dans les Figures (8 et 9)

Les résultats de ce test et les analyses statistiques montrent que les absorbances de
I’émulsion de B-caroténe/acide linoléique en présence des huiles essentielles avec une
concentration de 2 mg/l sont significativement (P<0,001) plus élevées que celles du controle
négatif. Au temps 0, I’absorbance de la solution du B-caroténe en absence des huiles
essentielles (controle négatif) est de 0,83+0,007. Cette absorbance diminue apres 2 heures
d’incubation jusqu’’a 0,209+0,003, alors qu’en présence des huiles essentielles de 1’armoise
blanche les absorbances diminuent de 0,98+0,007 jusqu’au 0,49+0,029 ; Ce qui confirme que
les huiles essentielle ont un pouvoir substantiel d’inhiber 1’oxydation couplée de B-
carotene/acide linoléique et avec des pourcentages de 36,35. Cette activité reste
significativement inférieure a celle de BHT qui a donné un pourcentage d’inhibition de
84,17% avec une absorbance de 1,05 + 0,009 au temps 0 et 0,942 + 0,025 apres 2 heures
(Figures 8 et 9). En comparaison avec une autre étude, I’huile essentielle de /'Artimisia harba
alba a une capacité antioxydante élevée (36,35) par rapport aux travaux de Khebri Souad

2011) ou ils ont enregistrés une valeur proche de 33,84 %.
(2011) g p ,
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Figure 8 : Cinétique du blanchissement de B-caroténe en présence et en absence des huiles

essentielles.

meoh

Figure 9: Activité anti-oxydante relative des huiles essentielles de /’Artimisia herba alba
Asso, BHT et le controle négatif.

L’activité antioxydante des huiles essentielles de /’Artemisia herba alba Asso semble
étre attribuée aux composés phénoliques particuliecrement le thymol qui possedent un
groupement hydroxyle OH a une grande aptitude de donner un hydrogéne (Gholivand et al.,
2010 ; Hazzit et al., 2009) D’autre composés tell que les alcools (linalool, 1,2-cineol), les
cétones (menthone, isomenthone), les aldéhydes (neral, geranial, citronellal), les éthers et les
hydrocarbures ( « -terpinéne, vy -terpinéne et « -terpinolene) peuvent contribuer a I’activité

antioxydant des huiles essentielles en agissant par synergisme (Edris, 2007).
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IIL.3. Activité antifongique
Face aux problemes d’altération des cultures par les moisissures, beaucoup de travaux
ont été menés sur le pouvoir antimicrobien des produits naturels extraits des plantes. Lors de
cette ¢tude, 1’action de I’huile essentielle d’A.herba alba vis-a-vis la F.exsporium a été
réalisée par la méthode de diffusion en milieu solide. Aprés 7 jours d’incubation a 30° C, Les
résultats obtenus montrent que les diamétres de croissance varient en fonction des
concentrations des huiles essentielles testées (Tableau IIT) (Figure 10) selon Bendahou et
al., 2008 . La croissance myc¢lienne consiste a mesurer la croissance linéaire et diamétrale
des colonies en utilisant la formule suivante :
L=D-d/2
e L : croissance mycélienne
e D : diametre de la colonie

e d: diametre de I’explant

Tableau III : L’effet de d’HES d’A. herba alba sur la croissance de Fusarium exsporium

Concentration d’HES

&°A. herba alba J1 J2 J3 J4 JS J6 J7
Témoin 0,47 1,21 1,65 2 1,96 1,90 2
0,01% 0,65 1,21 1,59 1,85 1,85 1,90 1,91
0,05% 0,28 0,53 0,81 1,15 1,42 1,75 1,86
0,25% 0 0 0 0 0,03 0,07 0,1
0,5% 0 0 0 0 0 0 0
1% 0 0 0 0 0 0 0

Les résultats montrent que la croissance est démarré apres le premier jour pour les
concentrations de 0,01% et 0,05%; par contre pour la concentration de 0,25%; elle démarre
apres le cinquieéme jour, au-dela de cette concentration aucune croissance n’a été observée
(Tableau III) avec une valeur de CMI de 0,25%. Le témoin présente des résultats négatives
ceci implique que 1’activité antifongique est due uniquement aux substances renfermées dans

les d’HES.
111.4.1. Taux d’inhibition

L’huile essentielle est dite :
e tres active lorsqu’elle posséde une inhibition comprise entre 75 et 100 % ; la souche
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Fongique est dite trés sensible ;

e active lorsqu’elle possede une inhibition comprise entre 50 et 75 % ; la souche
Fongique est dite sensible ;

e moyennement active lorsqu’elle possede une inhibition comprise entre 25 et 50% ; la
Souche est dite limitée ;

e Peu ou pas active lorsqu’elle possede une inhibition comprise entre 0 et 25% ; la

Souche est dite peu sensible ou résistante.

=4
=]
=
=
d=]
=
[

concentrationen %

Figure 11 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne par les HES d ’Artemisia
herba alba Asso.

L'HEs de [’Artemisia herba alba Asso inhibe completement la croissance de
F.oxysporum a des concentrations égales a 1, 0.5 et 0.25%. Les variations d'inhibition de la
croissance milicienne est en fonction de nombreux facteurs notamment la concentration de
I'huile essentielle et la souche fongique étudiée. Les résultats obtenus dans cette étude ont
montré une inhibition hautement significative (P<0,001) des HEs sur la croissance de
F.oxysporum, Le témoin présente des résultats négatives ceci implique que 1’activité antifongique
est due uniquement aux substances renfermées dans les HES. Cette activité antifongique est lice
a la substance active ; la valeur d’IC50 semble étre proche a la concentration de 0.11 % des
HES. Ces résultats rejoignent ceux trouvés par Kolai et ses collaborateurs (2012) qui
constatent que les huiles essentielles séparés de 1'Artimisia herba alba Asso montrent une
activité antimicrobienne contre F.oxysporum.

Des études récentes ont montrés que l'importante action antifongique d’huile essentielle de la
plante étudiée est en relation avec leurs fortes teneurs en terpénoides qui ont des effets contre les

champignons (Saleh Mahmoud et al., 2006 ; Cowan, 1999).
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I1I. 4. L'activité antibactérienne

L’examen des différentes boites de Pétri a révéler la présence d’un halo d’inhibition
autour des disques imbibés par les différentes dilutions des huiles essentielles d’A. herba alba
pour les diverses souches testées E.coli (Gram -), S.aureus (Gram+), B.cereus (Gram+)

e Escherichia coli C'est l'espece dominante de la flore aérobie du tube digestif.
Escherichia coli est habituellement une bactérie commensale. Elle peut devenir
pathogene si les défenses de I'hdte se trouvent affaiblies ou si elle acquiert des facteurs
de virulence particuliers (Nauciel, 2000).

e Staphylococcus aureus sont des coccis a gram positif qui tendent a se grouper en
amas (Nauciel, 2000), irrégulier a la facon d’une grappe de raisin. est un germe
adrobie - anaérobie facultatif (Avril et al., 2000), doit son non d'espéce a l'aspect
pigmenté de ses colonies. Il tient une place trés importante dans les infections
communautaires et nosocomiales, possede une coagulasse, ce qui le distingue de la
plupart des autres espeéces de staphylocoques. La bactérie est trés répandue chez
I'homme et dans de nombreuses especes animales.

e Bacillus cereus en forme de batonnet de 1 um de large pour 3 a 4 um de long,
sporulé, mobile grace a wune ciliature péritriche, aéro-anaérobie, responsable
d'intoxications alimentaires opportunistes (Nauciel, 2000).

Apres 24 heures d'incubation a une température adéquate de 37°C le pouvoir antibactérienne
des huiles essentielles est obtenu par la mesure du diamétre de zone d'inhibition en (mm) a

l'aide d'une régle Tableau I'V.

Les souches bactériennes E.coli et B.cercus étudiées sont sensible a I’amoxicilline
avec zone d’inhibition de 24,33+0,44 mm et 23,33+0,88 respectivement, S.aureus est révélés
plus sensibles a cet antibiotique avec une zones d’inhibitions atteint 35,654+0,44 mm.

Tableau IV: Les zones d'inhibition en (mm) de la croissance des souches bactériennes E.
coli, S.aureus et B. cereus.
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Produits
Testés ATB Témoin HES HES HES HES HES
Souches DMSO (1) (1/2) (1/4) (1/8) (1/16)
bactériennes
Egﬁhemhla 24,33+0,44 - 12,320,015 | 8.8+0.17 | 7.8£0.17 | 9+0.0 60,0
Staphylococeus | 55 (o6 44 - 31.4+0,0075 | 30,4200 |24,1£0.41 | 14.4+022 | 12,5+0.1
aurcus
Bacillus cereus | 23,33+0,88 - 23,6+0,20 | 22,6+0,20 | 9,840,202 | 8,6+0,11 6+0,0

(-): pas d’inhibition, DMSO: témoin, ATB: antiboitique, HES: les huiles Essentielles

L’activité antimicrobienne des huiles essentielles de /’Artemisia, évaluée par la
méthode de diffusion, a permis de révéler une activité importante sur la croissance de S.
aureus (diametre d’inhibition 30 mm, dilution 1/2) et B. cereus (diametre d’inhibition 22
mm, dilution1/2), alors que son activité vis-a-vis des souches de: E. coli, ¢été limitée a des
diametres d’inhibition de 8 mm a la dilution 1/2. La plus grande activité inhibitrice des huiles
essentielles a été remarquée lorsque ce dernier est non diluer avec des zones d’inhibition
atteint 31,4mm, 23,6 et 12,3 pour S. aureus, B. cereus et E. coli respectivement. Les diametres
des halos d’inhibition montrent que le pouvoir antibactérienne est inversement proportionnel a
la dilution, c’est-a-dire I’effet diminue avec 1’augmentation de la dilution des huiles
essentielles (Figure 11 et 12). La différence dans la sensibilité des especes microbiennes
enregistrée suggere la susceptibilité de différentes bactéries aux divers composants des huiles

essentielles.

Figure 10 : Histogramme présent les zones d’inhibition pour toutes les souches des bactéries

33




Chapitre III résultats et discussion

bl: E.coli, b2: S.aureus, b3: B.cereus ; D1=1/2, D2= 1/4, D3=1/8, D4=1/16.

Figure 11 : zone d’inhibition apres 1’application des huiles essentielles de I’artemisia herba
alba, E.coli (10), S.aureus (2), b.cereus (9).
La sensibilité de la souche aux huiles essentielles est déterminée comme suit :
e D<0.8cm : Souches résistante (-).
e 0.99cm<D<I1.4cm : Souches sensible (+).
e 1.5cm<D<1.9cm : Souches tres sensible (++).

e D> 2 mm : Souches extrémes sensible (+++)

Selon cette classification, les souches de S.aureus et B.cereus sont des souches
extrémement sensibles, la souche I’E.coli est définie comme une souche sensible. La présence
d’une teneur importante de mono terpenes oxygénés (thujones, camphene, camphre et 1,8-
cinéole) dans les huiles essentielles d'A. herba alba peut étre responsable de son activité
prononcée contre les souches.

Les HEs d’A.herba alba présentent une similarité dans leurs activités antibactériennes.
Ceci est prévisible vue la similarité de leurs profils chimiques ; dominés essentiellement par,
le camphre (29,14%). Des études antécédentes ont démontré que la majorité des HES testées
pour leur propriétés antibactériennes ont un effet plus prononcé contre les Gram +. La
résistance des Gram — est attribuée a leur membrane externe hydrophile qui peut bloquer la
pénétration de composés hydrophobes dans la membrane cellulaire cible grace a ses charges

négatives de surface empéche la diffusion de ces molécules (Wan, 1998). L’action relative
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des thujones et de 1’eucalyptol (ou 1,8-cinéole) a été associée a leur basse hydro solubilité et
la capacité de former des liaisons hydrogenes, ce qui limite leur entrée dans les Gram — qui

posseédent des voies hydrophobes inopérants dans la membrane externe (Faleiro, 2003).
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Annex

Figure 3: Les zones d'inhibition de I’huile essentielle testée (bacillus cereus)



Annexes

Figure 5: L’effet de d’HES d’A. herba alba sur la croissance de Fusarium exsporium Temoin

Figure 6: L’effet de d’HES d’A. herba alba sur la croissance de Fusarium exsporium (C 3)
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Résumé

Résumé

Le but de cette étude est d’évaluer les activités antioxydante et antimicrobienne des
huiles essentielles de /’Artemisia herba albba Asoo utilisées en médecine traditionnelle. Le
broyat de la plante séche a été soumis a une extraction par hydro distillation de type
Clevenger afin d’obtenir les huiles essentielles (HE). L’activité antioxydante a été évaluée par
deux techniques différentes : le test de DPPH et la technique de blanchissement du [-
caroténe. Les résultats obtenus démontrent que les huiles essentielles de /’Artemisia herba
alba Asoo exercent une activité anti radicalaire vis-a-vis le radical DPPH tres puissante avec
une ICsp de 15,82+1,41 pg/ml deux fois inferieure a celle du BHT (ICso= 7,8440,37pug/ml),
cette différence est statistiquement non significative (p < 0.001). D’autre par les HE ont
montré un pouvoir inhibiteur substantiel de I’oxydation couplée de B-caroténe/acide
linoléique avec un pourcentage d’inhibition de 36,35%. L’évaluation de [D’activité
antibactérienne des huiles essentielles d’Artemisia par la méthode de diffusion a permis de
révéler une activité importante sur la croissance de S. aureus (diametre d’inhibition 30 mm,
dilution 1/2) et B. cereus (diametre d’inhibition 22 mm, dilution 1/2), alors que son activité
vis-a-vis les souches d’E.coli, a été limitée a des diamétres d’inhibition de 8 mm méme a la
dilution1/2 (P< 0.001). En plus le pouvoir antifongique des huiles essentielles a révélé une
bonne activité antifongique sur le champignon testé; Fusaruim Oxysporum avec un

maximum d’inhibition de 100% a la concentration 1% et 0,5% (P < 0.001).

Les résultats obtenus de cette ¢tude, confirme que /’Artemisia herba albba Asoo

posseéde une activité biologique considérable.

Mots clés : Artemisia herba alba Asso, les huiles essentielles, Activité antioxydante, Activité

antifongique, Activité antibactérienne.
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Conclusion et perspective

Conclusion

De nos jours, un grand nombre des plantes aromatiques et médicinales posséde des
propriétés biologiques trés importantes qui trouvent de nombreuses applications, dans divers
domaines a savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et 1’agriculture. Ce regain d’intérét
vient d’'une Part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de
substances bioactives, et d’autre part les effets secondaires induits par les médicaments
inquictent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour I’organisme.

L’étude des propriétés antioxydantes, des huiles essentielles de 1’ Artemisia herba alba
Asso a permis d’obtenir des résultats intéressants qui confirme que les HE de cette plante
possede une activité anti radicalaire trés importante par le piégeage de radical DPPH et le
blanchissement de B-carotene.

L’ensemble des résultats présentés dans ce travail sur les données expérimentales de la
de I’activité antimicrobienne suggerent une bonne activité traduite par des grande zones
d’inhibition des différentes souches bactérienne (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus) et un pourcentage d’inhibition trés importante sur la croissance de la souche
fongique (Fusaruim Oxysporum).

Ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’une premiere €tape dans la recherche des
substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo est souhaitable, afin
d’obtenir une vue plus approfondie sur les activités antioxydante, antifongique et
antibactérienne des HES de cette plante.

Artimisia herba alba est une plante riche en métabolites secondaires avec des
caractéristiques thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre
exploitées par les recherches. Nos travaux sont une étape préliminaire pour des études plus
larges, plus approfondies et plus accomplies impliquant :

e ’amélioration des capacités d’adaptation des systémes de production pour produire de
nouvelles technologies et les mettre a la disposition des agriculteurs a travers les
organismes de développement et de vulgarisation.

e Développer des produits a base cette plante qui étre un alternatif a l'utilisation des
produits de synthése pour lutter contre les agents pathogenes.

e Développer des médicaments anti radicalaires a partir de cette plante doués d’une
activité antioxydant.

e Utilisation des extraits de la plante étudiée comme additive alimentaire pour la

protection des denrées alimentaire contre tout genre d’oxydation.
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