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Résumé

Le but de ce travail est la valorisation de la partie aérienne d’Artemisia herba alba
collectée a Tamanrasset. Les rendements des polyphénols des extraits éthanoliques (96%) et
aqueux sont de 30.03 £ 2.07 % et 15.68 = 0.40 % respectivement. Le rendement de I’huile
essentielle est de 0.18 %. Le screening phytochimique des deux extraits a révelé la présence
de quelques molécules bioactives telles que les flavonoides et les phénols, ces resultats sont
confirmés par RP-HPLC. Quant aux résultats du dosage, ils montrent clairement que 1’extrait
aqueux présente les meilleures teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins avec des
taux respectifs de : 97.17 + 1.06 mg EAG/g de MS, 35.61 = 0.39 mg EQ/g de MS et 46.58 +
0.91 mg EAT/g de MS. L’activité antiradicalaire du DPPH a montré que notre plante a une
faible activité par rapport au standard avec des ICsy des extraits et de I’'HE de : 0.735, 2.02 et
1.088 mg/mL respectivement. Par contre, I’HE a un pouvoir réducteur du fer similaire a celui
du standard avec un Pr o5 de 0.030 mg/mL contrairement aux extraits qui ont un faible
pouvoir. L’évaluation de I’activité antibactérienne vis-a-vis d’E. coli, S. aureus, B. cereus et
E. feacalis par la méthode des puits indique que I’HE a une faible activité vis-a-vis des 4
souches. B.cereus a présenté une sensibilité plus élevée pour LEA avec une CMI de 0.05
mg/mL et E. faecalis est la souche la plus sensible a LEE avec une CMI de 0.12 mg/mL.
L’évaluation de I’activité insecticide de I’hydrolat et de I’HE sur T. confusum est réalisée par
la méthode d’inhalation. Les résultats montrent que la toxicité de I’hydrolat est trés faible par
rapport a celle de I’HE qui atteint 50 % de mortalité & la dose 20 pL. De ce fait, cette plante
peut étre utilisée comme source de molécules bioactives ayant des propriétés thérapeutiques et

insecticides.

Mots clés : Artemisia herba alba, screening phytochimique, RP-HPLC, activité antioxydante,

activité antibactérienne, insecticide, hydrolat, huile essentielle.



Abstract

The purpose of this work is to valorize the Artemisia herba alba collected in
Tamanrasset’s era. The polyphenol yields of ethanol extracts (96 %) and aqueous extracts are
30.03 £ 2.07 % and 15.68 + 0.40 % respectively. The production of the essential oil is 0.18 %.
Phytochemical screening of the two extracts revealed some bioactive molecules such as
flavonoids and phenols, it‘s confirmed by RP-HPLC. As for the assay results, they clearly
show that the aqueous extract has the best levels of polyphenols, flavonoids and tannins with
respective levels of : 97.17 £ 1.06 mg EAG/g of MS, 35.61 + 0.39 mg EQ/g of MS and 46.58
+ 0.91 mg EAT/g of MS. The antiradical activity of DPPH has shown that our plant has a low
activity compared to the standard with ICsq extracts and HE of 0.735, 2.02 and 1.088 mg/mL
respectively. On the other side, EO has an iron reducing power similar to that of the standard
with a Pr g5 of 0.030 mg/mL unlike extracts which have a low power. The evaluation of
antibacterial activity against E. coli, S. aureus, B. cereus and E. feacalis by the well method
indicates that EH has low activity against all 4 strains. B. cereus showed a higher sensitivity
for LEA with a MIC of 0.05 mg/mL and E. faecalis is the most sensitive strain to LEE with a
MIC of 0.12 mg/mL. The evaluation of the insecticidal activity of hydrolate and EH on
T. confusum is carried out by the inhalation method. The results show that the toxicity of the
hydrolate is very low compared to that of the EO which reaches 50 % mortality at the 20 uL
dose. As a result, this plant can be used as a source of bioactive molecules with therapeutic

and insecticidal properties.

Key words : Artemisia herba alba, phytochemical screening, RP-HPLC, antioxidant activity,
antibacterial activity, insecticide, hydrolat, essential oil.
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INTRODUCTION

Depuis I’ Antiquité, I’Homme utilisa les plantes trouvées dans la nature comme remede
pour traiter et soigner certaines pathologies (Sanago, 2006). Leur utilisation est rapportée dans
les littératures antiques: arabe, chinoise, égyptienne, hindou, grecque et romaine. Le pouvoir
thérapeutique des plantes était connu par nos ancétres de facon empirique (Nacoulma-
Ouédraogo, 1996).

Le reflet des effets controversés des additifs alimentaires de synthese et les effets
secondaires des médicaments sur la santé, ont conduit le consommateur a utiliser des produits
naturels qui présentent une alternative incontournable pour minimiser l'utilisation de ces

produits de synthése qui menacent la santé humaine et 1’environnement (Paradiso et al.,

2009).

Pour cet intérét, les huiles essentielles (HE) et les composés phénoliques, sont
considérés comme des substances naturelles bioactives occupant un bon choix dans la
découverte de nouvelles molécules thérapeutiques, qui attirent 1’intérét de plusieurs
chercheurs vu la panoplie de leurs propriétés biologiques. Elles font 1’objet de plusieurs
études pour démontrer leur éventuelle utilisation comme alternative des produits de synthése
dans le traitement des maladies infectieuses et dans diverses pathologies. Elles sont
largement exploitées par les industries agro-alimentaire, cosmétique et pharmaceutique
(NKkhili, 2009 ; Goudjil, 2016).

L’utilisation des insecticides dans la lutte chimique contre les insectes a pris de
I’ampleur et devenue I’arme la plus rapide et la plus efficace. Cependant, les inconvénients
qu’entrainent 1’utilisation de ces produits sont connus et redoutés, comme le développement
du phénomene de résistance et 1’accumulation des résidus dans les denrees stockées. Face a
ces problémes, la nécessité de développer de nouvelles stratégies de lutte s’impose. Des
recherches s’orientent vers les plantes aromatiques contenant des HE qui agissent comme des
biopesticides. L’activité insecticide des HE a été démontrée par de nombreux chercheurs
(Tapondjou et al., 2003; Kellouche, 2005; Ndomo et al., 2009; Hedjal-Chebheb, 2014;
Bouchikhi-Tani et al., 2018).

Parmi les plantes médicinales qui constituent le couvert végétal en Algérie, se trouve
le genre Artemisia, ce dernier est largement distribué surtout dans les régions semi-arides. De

nombreuses especes de ce genre sont utilisées parce qu’elles renferment plusieurs molécules
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douées d’activités thérapeutiques, parmi les especes les plus connues Artemisia herba alba.
Cette plante est largement utilisée pour traiter les troubles digestives, les ulcéres, les bralures,
la diarrhée, etc. Elle a constitué le sujet de plusieurs études qui ont déterminé sa composition
chimique, ainsi que ses propriétés biologiques (Fenardji et al.,1974; Segal et al., 1980; Segal
et al., 1985; Aidoud, 1989; Duke, 1992; Luttge et al.,1992; Teixeira Da Silva, 2004).

C’est dans ce contexte que s'inscrit cette étude, dont l'objectif est 1'étude
phytochimique et biologique (activité antioxidante, antibactérienne et insecticide) des extraits
a polarité différente (aqueux et éthanolique 96 %) et de I’'HE d’A. herba alba afin de valoriser
les ressources de cette plante.

Ce présent travail est scindé en deux parties :

« la premiére est consacrée a 1I’étude bibliographique, relative a la plante étudiée, aux
métabolites secondaires et aux différentes activités biologiques ;

* la deuxiéme est expérimentale, elle est consacrée a 1’évaluation de [’activité
antioxydante, antibactérienne des extraits et 1’activité insecticide de I’'HE d’A. herba
alba, basée sur :

- ’extraction des composés phénoliques de la plante et de son I’HE ;

- le screening phytochimique de ses principes actifs ;

- ’RP-HPLC qualitative ;

- le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés des extraits ;

- I’évaluation de I’effet anti-radicalaire et du pouvoir réducteur du fer des extraits et de I’HE;
- I’étude de I’activité antibactérienne des extraits et de I’HE ;

- I’étude de ’activité insecticide de I’HE et de I’hydrolat.

- la discussion des résultats obtenus;

Et enfin, on termine par une conclusion et quelques perspectives.
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Chapitre I Présentation et description de ['armoise blanche

1. Historique et origine

1.1. Historique

Connue depuis des millénaires ; I'armoise blanche a été décrite par I'historien Grec
Xénophon au début du IV*™ siécle avant J-C dans les steppes de la Mésopotamie (Joannés,
2001). Elle a été ensuite répertoriée en 1779 par le botaniste Espagnol Ignacio Claudio de
Asso y Del Rio (Anonyme, 2014). C'est une plante essentiellement fourragere, trés appréciee
par le bétail, elle présente une odeur caractéristique d'huile de thymol et un goat amer d'ou

son caractére astringent (Nabli, 1989).
1.2. Origine

Le nom latin d’Artemisia aurait deux origines possibles : soit du nom grec de Diane,
Artemis, qui secourait les femmes malades, soit du nom de la femme de Mausole, roi de Carie
(Gardon, 1913 in Gast, 2019).

2. Description botanique de I’armoise blanche

A. herba alba ; en Frangais I’Armoise herbe blanche est une plante annuelle trés
répondue dans les zones arides & semi-aride. C’est une espéce du genre Artemisia qui
appartient a la famille des astéracées. Elle peut atteindre 30 ou 50 cm de haut (Ozenda, 1983;
Baba Aissa, 2000). Les tiges sont tres feuillées avec une couche épaisse et des touffes plus
importantes selon la pluviométrie (Ozenda, 1977) (Figure 1). Les feuilles sont courtes,
alternées, trés divisees, laineuses, blanches, pubescentes et pennatipartites; diminuent de taille
au fur et a mesure que les rameaux s'allongent. Cette diminution de taille entraine une
réduction considérable de la surface transpirante ce qui permet a la plante de résister a la
sécheresse (Pourrat, 1975). Les fleurs sont petites, tubuleuses, jaunes et hermaphrodites. Elles
dégagent une odeur trés forte, parfois désagréable. La période de floraison est comprise entre
juillet et octobre. Les fruits sont des akénes ovoides (Pottier-Alapalette et Ozenda, 1981,
Messai, 2011). Les parties de la plante utilisées en phytothérapie sont les feuilles et les

sommités fleuries (Mucciarelli et Maffei, 2002).
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racines|
4

A : tiges; B: feuilles; C: parties racinaires; D: fleurs; E: partie aérienne

Figure 1 : armoise blanche et ses différentes parties
(Bekka, 2009; Trudel, 2016; Anonyme, 2019)

3. Systématique et appellations vernaculaires

3.1. Systématique

La classification classique d’A. herba alba selon Quezel et Santa (1963) est

représentée dans le tableau ci-dessous.
Tableau I: classification d’A. herba alba (Quezel et Santa, 1963).

Régne Plantae
Sous régne Plantes vasculaires
Classe Dicotylédones
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Artemisia

Espéce A. herba alba.
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3.2. Appellations

D’aprés Lucienne (2010), plusieurs noms sont attribués a I'armoise blanche :
Noms communs : Thym des steppes, Absinthe du désert, Semen contra de Barbarie.
Noms vernaculaires : en Afrique du nord et en Moyen Orient, on I'appelle « Shih » ou
« Chih ». Chih-labyadh, Chiha, Alala, Ifsi, Seri, Abelbel, Azzere, Zezzeri.

4. Répartition géographique

A. herba alba, est une espéce dont 1’aire de répartition méditerranéenne s’étend de
I’Espagne, des lles Canaries a I’Egypte et a I’ Asie occidentale (Ait Youssef, 2006).

Au Maroc, I'armoise blanche se rencontre a I'état spontané, dans des zones de plusieurs
dizaines de kilometres de rayon ou seule. Elle regne dans un paysage quasi-désertique. Le
Maroc attache beaucoup d'importance a cette plante qui constitue un excellent moyen naturel

de lutte contre I'érosion et la désertification (Bendjilali et Richard, 1980).

En Algérie, A. herba alba, affectionne les climats secs et chauds, elle forme des
peuplements importants dans les zones désertiques. Elle se présente sous forme de buissons
blancs, laineux et espacés (Benmansour, 2001). Elle est extrémement répandue sur les Hauts
Plateaux et au nord du Sahara; par contre, elle est assez rare dans la zone littorale et 1’ Atlas
tellien de 1’Oranais, dans le Tell du Constantinois et dans le Sahara central. Elle pousse

surtout dans les steppes argileuses et les paturages rocailleux (Ait Youssef, 2006).

5. Utilisation thérapeutique

Le genre Artemisia a été trés utilisé dans la médecine traditionnelle ainsi que dans la
médecine moderne pour traiter plusieurs maladies telles que les infections urinaires
(Benchegroun et al., 2012).

L’armoise blanche est anti-diarrhéique, antispasmodique, emmenagogue, sédatif
nerveux, stomachique, syndromes prémenstruels, puissant vermifuge, étanche de la soif,

ouvre I’appétit, est aussi tolére par les diabétiques (Lucienne, 2010).

L’extrait aqueux d’A. herba alba est utilisé traditionnellement en Jordanie comme un
antidote contre les venins de plusieurs types de serpents et de scorpions (Twaij et Al-Badr,
1988).

5
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Le « chih ou shih » est toujours présent dans les foyers algériens. C’est un remede trés
populaire, auquel on a recours a chaque fois qu’un trouble gastrique ou hépatique se fait

sentir. Il est surtout recommandé aprés un repas copieux et gras (Baba Aissa, 1990).

6. Composition chimique

Les plantes de la famille des astéracées, auquel appartient A. herba alba, ont fait
I'objet de plusieurs études phytochimiques par intérét économique surtout pour leurs HE
(Teixeira Da Silva, 2004).

Au Maghreb, A. herba alba constitue un fourrage particuliérement intéressant. En
effet, la plante présente un taux de cellulose compris entre 17 et 33%. La matiere séche (MS)
apporte entre 6 et 11% de matiére protéique brute dont 72% est constituée d'acides aminés. La
valeur énergétique de I’armoise herbe blanche est 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) (Mansour, 2015).

A. herba alba est une plante riche en métabolites secondaires tels que les tanins, les
anthocyanes, les acides phénoliques et d’autres substances, qui offrent leur vertus médicinales
(Gseyra, 2011). Parmi ces métabolites on trouve des constituants volatiles tel que les HE, des
constituants non volatiles tel que les flavonoides et les sesquiterpenes lactones (Chaabna,
2014).

Les flavonoides de I’armoise blanche montrent une diversité structurale, allant des
flavonoides communs (flavones glycosides et favonols) aux flavonoides méthylés qui sont
tres rares (Saleh et al., 1985; Saleh et al., 1987).

Son HE est diversifiée qualitativement et quantitativement. Selon Mohamed et al.
(2010), I’armoise blanche a des composants majeurs comme le camphre, o et -Thujone, 1,8-
cinéole. L’équipe de Segal (1980) a mis en évidence la présence des monoterpénes
alcooliques. Des sesquiterpenes et des sesquiterpenes lactones sont également identifiés dans

plusieurs chémotypes du Moyen-Orient (Segal et al., 1985).
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Les plantes renferment une grande partie de composés qui interviennent dans
I’ensemble des réactions enzymatiques ou biochimiques dans 1’organisme, dont lequel on
trouve les métabolites qui sont; des molécules issues du métabolisme des végétaux ou
d’animaux. On distingue deux classes de métabolites : primaire et secondaire (Hartmann,
2007).

v Les métabolites primaires : renferment les glucides, les lipides et les amino-acides.
IIs sont caractérisés par leurs propriétés vitales et nécessaires a la survie de la cellule
ou a celle de I’organisme (Diallo, 2000).

v’ Les métabolites secondaires ou principes actifs : sont répartis en trois grandes
familles chimiques: les composés phénoliques, les alcaloides et les terpénoides
(Badiaga, 2011). Ils sont des molécules indirectement essentielles a la vie des plantes.
IIs se trouvent dans toutes leurs parties mais sont distribués selon leurs réles défensifs.

Cette distribution varie d'une plante a l'autre (Merghem, 2009).

1. Généralités sur les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont caractéristiques des plantes supérieures (arbres,
plantes a fleurs, etc.). lls interviennent dans leur structure (lignines et tanins) et ils exercent
une action déterminante sur 1’adaptation des plantes a leur environnement. Beaucoup de

métabolites 117"

sont toxiques, ils sont alors stockés dans des veésicules spécifiques ou
dans la vacuole (Sandrine, 2004). La concentration des métabolites 11*™ dans les différentes
parties des plantes est influencée par plusieurs facteurs environnementaux tels que la
température, [’humidité, 1’intensité lumineuse, l'eau, les sels minéraux et le CO;
(Ramakrishna et Ravishankar, 2011). Ils participent ainsi, d’'une maniére tres efficace, dans la
tolérance des végétaux a des stress variés: action anti-herbivore (comme la menthe), inhibition
des attaques pathogenes des bactéries et des champignons, prédation d’insectes, défense
contre la secheresse et le rayonnement UV. lls sont également des sources importantes pour
les produits pharmaceutiques, les additifs alimentaires et les ar6bmes (Harrar, 2012;

Ramakrishna et Ravishankar, 2011).
1.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des substances présentes dans tous les végétaux et
dans tous les organes de la plante. lls représentent 2 a 3 % de la matiére organique des plantes

et dans certains cas jusqu’a 10 % (Remesy et al., 1996). Ils possédent un noyau aromatique
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portant un ou plusieurs groupements hydroxyles libres (Shahidi et Naczk, 2003; Barboni,
2006; Sun et al., 2011), ou engagé dans une autre fonction telle que: éther, ester, hétéroside,
etc. (Bruneton, 1999; Lugasi et al., 2003).

Plus de 8000 structures ont été identifiées (Urquiage et Leighton, 2000), allant de
simples molécules comme les acides phénoliques a des substances hautement polymérisées
comme les tanins (Dai et Mumper, 2010). Le terme « composés phénoliques végétaux »
englobe les phénols simples, les acides phénoliques, les coumarines, les flavonoides, les

tanins, les lignines et les lignanes (Stalikas, 2007).
1.1.1. Flavonoides

Les flavonoides sont des dérives phénylpropanoides solubles dans 1’eau (Gravot,
2009). lls sont considérés comme des pigments quasiment universels des végétaux, souvent
responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. lls jouent un role
tres important dans la croissance des plantes, la floraison, la fructification et la défense contre
les maladies et les microorganismes. Ils sont impliqués dans le transport d'électrons lors de la
photosynthése et ils jouent un réle de protection contre les effets néfastes des rayons UV en
agissant comme antioxydant (Havsteen, 2002).

A I’état naturel les flavonoides se trouvent, le plus souvent, sous forme d’hétérosides
(Bruneton, 1999; Ebadi, 2001; Ghestem et al., 2001; Ghedira, 2005). lls sont formés a partir
des acides aminés aromatiques phénylalanine et tyrosine. La structure de base de flavonoide
est le noyau flavane, qui se compose de 15 atomes de carbone disposes en trois cycles (C6-
C3-C6) (Figure 2) (Stalikas, 2007).

Les flavonoides peuvent étre subdivisés en plusieurs classes dont les plus importantes
sont: flavones, flavanols, flavanones, flavanes, aurones, chalcones, anthocyanins (Effendi et
al., 2006).

8
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Figure 2 : différents types de flavonoides a partir de 1’élément structural de base
(Kumar et Pandey, 2013).

> Propriétes biologiques des flavonoides

Les flavonoides ont un réle tres important pour la santé humaine. Ils sont efficaces
pour lutter contre les inflammations chroniques, les maladies allergiques, les maladies
coronariennes et le cancer (Ebadi, 2001; Ghedira, 2005). Certains flavonoides ont également
démontré un potentiel d'agent vasodilatateur (Woodman et Chan, 2004). Ces composés sont
des bons inhibiteurs d’enzymes et sont reconnus pour leurs propriétés antiseptiques et anti-

inflammatoires (Massaux, 2012).
1.1.2. Tanins

Les tanins sont des substances vegétales de la famille des polyphénols, le plus souvent
hydrosolubles, ils possedent la capacité de précipiter les protéines, les alcaloides, et les
polysaccharides. Ils sont utilisés par les plantes supérieures comme moyen de défense
chimique contre les parasites et une protection contre les prédateurs (herbivores et insectes)

(Paolini et al., 2003; Bruneton, 2009; Ozcan et al., 2014). Sur le plan structural, les tanins

9
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sont divises en deux groupes : les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Sereme et al.,

2008) (Tableau I1).

Tableau I1 : structure des tanins hydrolysables et condensés (Ribereau-Gayon, 1968; Iserin et
al., 2001; Lamy et al., 2011).

Tanins hydrolysables Tanins condensés
O
HO o O
= o oH ’
;0 j&hohfol‘l ’o\/\\ R F‘jro.
= oM e
o~ OH oM == I J O (’:]/
\I/'k o R
O oM
X on L g
o L
(b) (=)

1.1.2.1. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol. Selon la nature de

celui-ci on distingue: les tanins galliques et les tanins ellagiques (Paris et Hurabielle, 1981).

® Les tanins galliques (Gallo tanins) : ils donnent par hydrolyse, des oses et de I'acide

gallique.
# Les tanins ellagiques (Ellagitanins) : ils sont scindés par les enzymes, en oses et en

acide ellagique.

1.1.2.2. Tanins condenseés ou tanins catéchiques

IIs se different fondamentalement des tanins hydrolysables car ils ne posseédent pas de
sucre dans leur molécule et leur structure est voisine de celle des flavonoides. Il s’agit des
polymeres flavaniques constitués d’unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons
carbone-carbone. Les proanthocyanidols ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes

végétaux, gymnospermes et fougeres (Bruneton, 1999).
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> Propriétés biologiques des tanins

La propriété astringente des tanins est a la base d'autres propriétés (vulnéraire,
antidiarrhéique, etc.); elle permet la cicatrisation, l'imperméabilisation de la peau et des
muqueuses, favorise la vasoconstriction des petits vaisseaux (Paolini et al., 2003).

En outre, les tanins ont un trés grand pouvoir antibactérien (Bassene et al., 1995; Baba
Moussa et al., 1998; Kolodzie et al., 1999), antiviral (Pousset et al., 1993; Hong et al., 2000),
anti-inflammatoire (Mota et al., 1985) et une activité antimutagéne (Kaur al., 2000). Les
plantes riches en tanins sont utilisées dans les cas de rhume, de maux de gorge, les problemes
de sécrétions trop importantes, les infections internes ou externes, les blessures, les coupures

et les bralures (Bruneton, 1999).
1.2. Alcaloides

Les alcaloides représentent un ensemble de molécules qui renferment du carbone, de
I'hydrogéne et plus spécialement, de l'azote. D’aprés Poisson (2017), un alcaloide doit
répondre a cing critéres: rattachement aux molécules organiques, présence d'azotes,
formation de sels, activité physiologique, obtention de dérivés insolubles avec certains réactifs
dits « réactifs généraux des alcaloides ». A I’exception de caféine et de colchicine, non

salifiables, qui sont assimilées aux alcaloides par la plupart des chimistes.

> Propriétes biologiques des alcaloides

Les drogues a alcaloides ont une importance considérable et thérapeutique. Certaines
agissent au niveau des propriétés anti-tumorales et antioxydantes. Elles agissent a faibles
doses, mais peuvent méme étre trés toxiques a tres faible dose (Bouhadjera, 2005); plusieurs
médicaments utilisés sont des alcaloides naturels, ils affectent chez I’'Homme le systeme
nerveux, particuliecrement les transmetteurs chimiques tels que 1’acétylcholine, I’acide

yaminobutyrique (GABA), dopamine et la sérotonine, etc.

Les alcaloides présentent plusieurs activités pharmacologiques : anti-malaria (quinine),
anti-hypertensive (réserpine), antitussive (codéine), détressant cardiaque, stimulant centrale
(cafeine), diurétique, anesthesiant local (cocaine), narcotique (morphine), anti-tumeur,
sympathomimeétique (éphédrine), etc. (Badiaga, 2011).

11
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1.3. Terpenes (Huiles essentielles)

Les terpénes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte. Leur molécule de base est I’isopréne de formule CsHg (Hellal, 2011). Le nombre
d’unités isopréniques engagées dans la formation d’un composé permet un classement de ces

substances naturelles (Mebarki, 2010), comme I’indique le tableau suivant :

Tableau 111 : Classes et structures des terpénes (Guignard, 1996; Gravot, 2009; Coulerie,
2012; Betina-Bencharif, 2014).

Composé Exemple
Monoterpenes
(C10) Menthol oM

Sesquiterpénes
(C15) Farnésol

Sl
|
Diterpenes ?
(C20) Totarol )\&5
OH

Triterpénes
(C30) Oléanane

. ‘ Béta-caroténe
Tétraterpenes

(C40)

Les HE sont issues du métabolisme secondaire des plantes, dont les terpenes
(principalement les monoterpénes) représentent la majeure partie (environ 90 %) de leurs
composants (Hamdani, 2012). Elles ne participent pas directement a la croissance des plantes,
mais elles sont impliquées dans leurs mécanismes de défense contre les attaques de microbes

ou d’insectes (Guinoiseau, 2010). Les HE sont produites dans le cytoplasme des cellules
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sécrétrices et s’accumulent en général dans des cellules glandulaires spécialisées
(Brunetton, 1999).
D’aprés Smadja (2009), I’appellation « Huile » est due au caractére visqueux et

hydrophobe, «Essentielle » est due au caractére principal typique de la fragrance.

1.3.1. Propriétés physiques des HE

Les HE possédent des propriétés physiques proches les unes des autres avec quelques
variantes en fonction de leur composition :

& 3 température ambiante, elles sont liquides mais a température plus faible certaines
peuvent se cristalliser;

® elles sont généralement incolores. Cependant certaines peuvent étre colorées comme :
I’HE de cannelle de ceylan qui est rougeatre, celle de I’absinthe (Artemisia
absinthium) est verte et celle de camomille romaine est bleue;

# clles sont solubles dans 1’alcool, I’éther et les huiles végétales (lipophiles). En
revanche, elles sont insolubles dans 1’eau;

® contrairement aux huiles grasses dites « fixes », les HE sont volatiles, ceci explique
leur caractére odorant et leur entrainement par la vapeur d’eau pour leur extraction;

® la plupart des HE ont une densité inférieure a celle de I’eau (Baudoux et Zhiri, 2003).

® elles sont tres altérables, s’oxydent au contact de I’air et de la lumiére (Charpentier et
al., 2008).

1.3.2. Propriétés biologiques des HE

Les HE peuvent étre utilisées directement comme agents thérapeutiques (Bardeau,
2009; Hamid et al., 2011) mais aussi comme matieres premieres pour la synthese de principes
actifs (Goetz, 2007). L’utilisation des HE dans différentes pathologies (digestives,
infectieuses,...) fait appel a leurs propriétés: anti-infectieuse, antalgique, sédative,
antispasmodique (Steflitsch et Steflitsch, 2008; Bardeau, 2009; Le Hir et al., 2009), anti-
Leishmania (Aloui et al., 2016) et elles sont considérées comme agents antimicrobiens a large

spectre (Randhawa et Alghamdi, 2011).

L’activité antioxydante des HE est exploitée dans la lutte contre le stress oxydatif qui

est impliqgué dans certaines maladies degénératives comme les cancers, les accidents
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vasculaires cérébraux, 1’arthrose, les maladies d’alzheimer et de parkinson (Behl, 1999;
Rezaie et al., 2007) .

Les HE sont également utilisées en milieu clinique pour soigner des maladies
inflammatoires (Hart et al., 2000; Zhang et al., 2006).

Elles sont aussi utilisées dans la lutte biologique contre les ravageurs (comme
biopesticide) (Miresmailli et al., 2006; Dubey et al, 2008; Lubbe et Verpoorte, 2011).

1.3.3. Procédés d’extraction des HE

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour 1’extraction des essences végétales. En
général le choix de la méthode d’extraction dépend de la nature du matériel végétal a traiter
(graines, feuilles), du rendement en huile et la fragilité de certains constituants aux

températures élevées (Hellal, 2011). II existe plusieurs méthodes d’extraction :

1.3.3.1. Hydrodistillation

C’est la méthode la plus simple et la plus anciennement utilisée. La matiere végétale
est immergée directement dans un ballon rempli d’cau, placé sur une source de chaleur, le tout
est ensuite porté¢ a 1’ébullition. La chaleur permet 1’éclatement des cellules végétales et la
libération des molécules odorantes qui y sont contenues. Les vapeurs sont condensées dans un

réfrigérant (Figure 3).

Cependant, I’hydrodistillation posséde des limites, un chauffage prolongé et trop

puissant engendre la dégradation de certaines molécules aromatiques (Lucchesi, 2005).

| Hydrodistillation ou distillation simple

1-Chauffe ballon; 2- Ballon; 3-Thermométre; 4-Réfrigérant; 5-Entrée et sortie d’eau;
6-Erlenmeyer; 7- Matiére a extraire ’essence; 8- couche d’HE.

Figure 3: schéma du principe de la technique d’hydrodistillation (Lucchesi, 2005).

14
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1.3.3.2. Entrainement a la vapeur d’eau

Dans cette technique, le matériel végétal n’est pas en contacte avec I’eau. Il est placé
sur une grille perforée au travers de laquelle passe la vapeur d’eau. La vapeur endommage la
structure des cellules vegétales et libere ainsi les molécules volatiles qui sont ensuite
entrainées vers le réfrigérant (Figure 4 A) (Lucchesi, 2005). L'avantage de cette technique est
traduit par I'amélioration qualitative, en minimisant les altérations hydrolytiques et
quantitative de I'nuile récoltée, I'économie de temps, de vapeur et d'énergie (Bruneton, 1999;
Bassereau et al., 2007; Hellal, 2011).

serpentin
; B
vapeurs | eau froide Végétale
Om
H
@) g
o © 0O o
[5]
régulationde 7, w condenseurs
la vapeur m
gl patins Sy G T «—)
alambic a feu nu essencier

A: technique d’entrainement a la vapeur B: technique d’hydrodiffusion

Figure 4 : schéma du principe de la technigue d’entrainement a la vapeur (Lucchesi, 2005) et
I’hydrodiffusion (Goudjil, 2016).

Lorsque la vapeur d’eau est injectée du bas vers le haut dans une autre enceinte
contenant la masse Vvégétale avec une pression atmosphérique ou son voisinage, c’est la
technique d’entrainement a la vapeur saturée (Bruneton, 1999). Par contre 1’hydrodiffusion
consiste a faire passer la vapeur d’eau du haut vers le bas, au travers la matiere végétale

comme il est schématisé dans la figure 4 B (Bassereau et al., 2007).
1.3.3.3. Extraction assistée par micro-ondes

L’extraction assistée par micro-ondes est une nouvelle technique qui combine
I’utilisation des micro-ondes et d’autres méthodes traditionnelles. Dans ce procédé, la matiére
végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte close dans laquelle la pression est
réduite de manicre séquentielle. Les composés volatils sont entrainés par la vapeur d’eau
formée a partir de 1’eau propre a la plante. Ils sont ensuite récupérés a 1’aide des procédés

classiques : condensation, refroidissement et décantation (Figure 5) (Hemwimon et al., 2007)
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Réfrigérant & air
Huile essentielle
Décoction §

Décoction -
~— =\
. (N >

Figure 5 : extraction assisté par micro-ondes (Goudijil, 2016).

1.3.3.4. Extraction par solvants volatils

La technique d’extraction par solvants volatils, consiste a placer dans un extracteur la
matiére végétale a traiter et un solvant volatil. Gréce a des lavages successifs, le solvant se
charge en HE, avant d’étre envoyé au concentrateur pour y étre distillé sous pression
atmosphérique. Les solvants les plus utilisés sont 1’hexane, le cyclohexane, 1’éthanol, le
méthanol, le dichlorométhane et 1’acétone (Kim et al., 2002). L’extraction est réalisée avec un

appareil de Soxhlet ou un appareil de Lickens-Nickerson (Figure 6).

Appareil de Soxhlet Appareil Lickens-Nickerson

Figure 6 : montage d’extraction par solvant (El Haib, 2011).

1.3.3.5. Extraction au CO, supercritique

L'originalité de cette technique d'extraction réside dans le type de solvant employé: le
CO; supercritique. Au-dela du point critique (P = 73.8 bars et T = 31.1 °C), le CO, posséde
des propriétés intermédiaires entre celles des liquides et celles des gaz, ce qui lui confére un
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bon pouvoir d'extraction, qui est plus facilement modulable en jouant sur les conditions de
température et de pression (Figure 7). Cette technique présente énormément d'avantages. Tout
d'abord, le CO, supercritique est un solvant idéal puisqu'il est naturel, inerte chimiquement,
ininflammable, non toxique, aisément disponible et peu colteux. De plus, il s‘élimine

facilement de I'extrait sans laisser de résidus (Piochon, 2008).

PAR CO2 SUPERCRITIQUE

| 1] S—
du €02
\ ‘

-C02 # l'état supercréique + oxtrat

Figure 7 : schéma du principe de la technique d'extraction par CO,
supercritique (Da Silva et al., 2019).

2. Hydrolat

Les hydrolats sont des produits issus de la distillation de fleurs ou de plantes
aromatiques. lls sont également appelés «eaux florales» lorsqu’il s’agit de distillation de
fleurs.

Selon AFNOR ISO 9235 (2014), I’hydrolat est un distillat aqueux qui subsiste aprés
I’entrainement a la vapeur d’eau et la séparation de I’HE (lorsque c’est possible). Les

hydrolats sont les coproduits de distillation des HE (Labadie, 2015).

Les hydrolats contiennent en petite quantité des composés volatils semblables a ceux
présents dans I’HE ainsi que des composés solubles dans 1'eau non retrouvés dans I'huile. La
composition des hydrolats s'éloigne donc de celle des huiles: les molécules oxygénées
hydrophiles s'y trouvent en grande quantité alors que les composés lipophiles comme les

hydrocarbures terpéniques sont la plupart du temps quasi absents (Price et Price, 2004).

Malgré la faible proportion en principes actifs, les hydrolats présentent certaines
activités pharmacologiques et biologiques intéressantes. Certains hydrolats sont utilisés
depuis des siécles dans des préparations cosmétiques, thérapeutiques et culinaires (Piochon,
2008).
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L’utilisation abondante d’antibiotiques commerciaux et de pesticides synthétiques
pour la protection des étres humains et des cultures est nocive pour la santé, 1’écosystéme et
I’environnement, dans cette optique de nombreuses recherches ne cessent de démontrer que
les plantes médicinales renferment de nombreux principes chimiques biologiquement actifs
qui exercent différentes activités pharmacologiques : activités antibactériennes, antifongiques,
antioxydantes, anti-inflammatoires, analgésiques, antiviraux et activité insecticide (Candan et
al., 2003; Dasl et al., 2009; Lagnika et al., 2012; Dinzedi, 2015).

1. Activité antioxydante

1.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est un déséquilibre profond de la balance entre les oxydants et les
antioxydants (Pincemail et al., 1999). Ce déséquilibre peut se produire quand le systéeme de
défense antioxydant est surmené par 1’augmentation des oxydants, ou lorsque les défenses
sont affaiblies par une carence d’apport et/ou de production d’antioxydants (Kirschvink et al.,
2008). En effet, certains sont des intermédiaires de processus physiologiques normaux. Ce
n’est que lorsque les systémes de défense sont dépassés et ne suffisent plus a neutraliser la

surproduction de ces especes que la toxicité apparait (Sies, 1997).
1.2. Radicaux libres

L’oxygene est une molécule indispensable aux processus vitaux, a la respiration
cellulaire et a la vie en général. Cette molécule peut entrainer des dommages cellulaires

importants par la formation de dérivés oxygénés activés tels que les radicaux libres.

Les radicaux libres sont des composés chimiquement instables porteurs d’électrons
non appariés et qui réagissent avec d’autres molécules, les déstabilisant a leur tour, et
induisent ainsi une réaction en chaine. lls sont produits dans toutes les cellules, méme si
certaines en fabriquent des quantités plus importantes (comme les macrophages pendant la
phagocytose). Ces composés chimiques sont dits oxydants responsables du phenomene
d’oxydation des lipides, dénaturation des protéines, ils peuvent aussi causer des altérations au
niveau d’ADN, augmentant les possibilités de mutation. Le radical hydroxyle (OH') et le
radical super oxyde (O,") sont les radicaux les plus réactifs (Goudable et Favier, 1997; Hubert
etal., 1998).
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> Dommages oxydatives des radicaux libres

Le stress oxydant est impliqué dans de nombreuses pathologies. L’altération des
composants cellulaires et des structures tissulaires intervient lorsque I’intensité de ces
phénomenes augmente anormalement et dépasse la quantité d’antioxydants disponible
(Rahman, 2002). Tous les tissus et tous leurs composants peuvent étre touchés. Ainsi, ces
altérations augmentent le risque de plus de 30 processus de différentes maladies, incluant
I’obésité, le diabéte, 1’athérosclérose, le vieillissement, le cancer, 1’alzheimer, les rhumatismes

et les maladies cardiovasculaires (Mohammedi, 2013).

Selon Favier (2003), la plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent
avec I'age, car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production

mitochondriale de radicaux.

1.3. Antioxydants

Un antioxydant est une substance qui en faible concentration par rapport a celle du
substrat oxydable retarde ou empéche 1’oxydation de ce substrat (Mezouar, 2013). Halliwell
(1991) indique que I’antioxydant peut agir en supprimant les espéces réactives de I’oxygene
ou en empéchant leur formation ou encore en réparant les dommages causés par ceux-ci.
Certains sont fabriqués par le corps; ce sont des enzymes ou protéines antioxydantes
(superoxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase) mais leur quantité diminue avec
I’age (Mika et al., 2004). D’autres proviennent de 1’alimentation, ces derniers ont une grande
hétérogénéité comme les vitamines, les minéraux et les métabolites secondaires (composes
phénoliques). Elles peuvent stabiliser les membranes en diminuant leur perméabilité, ont
également une capacité de lier les acides gras libres. Actuellement, il y a un regain d’intérét
pour les composés phytochimiques comme sources d’antioxydants naturels. L’objectif est de
les utiliser dans les aliments et les préparations pharmaceutiques afin de remplacer les
antioxydants de synthése en raison de leur activité suspectée en tant que promoteurs de la
carcinogenese ainsi que d'un rejet général des consommateurs d'additifs alimentaires
synthétiques (Koechlin-Ramonatxo, 2006; Sanaa et al., 2011). Un bon antioxydant devra
respecter quelques critéres selon Valko et al. (2004):

> €tre capable de piéger directement et spécifiquement les radicaux libres;
> interagir avec d’autres antioxydants et dans la mesure du possible les régénérer;

» avoir un effet positif sur I’expression génique;
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> @&tre rapidement absorbé;

> étre efficace en milieu aqueux et/ou dans le milieu membranaire.

2. Activité antibactérienne

Ali-Shtayeh et al. (1998) affirment que le traitement des infections bactériennes se
base principalement sur 1’'usage des antibiotiques. Mais, la consommation a grande échelle de
ces « médicaments » a entrainé la sélection de souches multirésistantes d’ou I’importance
d’orienter les recherches vers de nouveaux substituts, surtout les végétaux qui ont toujours

constitué une source d’inspiration dans les recherches médicales.

2.1. Activité antibactérienne des plantes

Les plantes médicinales utilisent les principes actifs comme un moyen de défense
naturel pour lutter contre les microorganismes indésirables. Aggarwal (2009) note que plus de
64 plantes sont dotées d’activités antibactériennes tres importantes. Les agents antimicrobiens
d'origine végétale peuvent étre classés en plusieurs groupes : polyphénols, flavonoides,

terpénoides et alcaloides (Daglia, 2011).

Des ¢études ont été menées au cours de ces derniéres années pour évaluer 1’activité
antibactérienne du genre Artemisia. Elles ont révélé que les HE de cette plante ont montré un
potentiel antimicrobien contre une large gamme de bactéries Gram négatives, bactéries Gram

positives et des champignons (Aftab et al., 2014).

Mohamed et al., (2010) ont signalé que parmi les HE testées, seule I’'HE d’A. herba
alba est active contre certaines bactéries Gram-positives (Streptococcus hemolyticus et
Staphylococcus aureus) et bactéries Gram-négatives (Escherichia coli, Shigella sonnei et
Salmonella typhosa). De méme, les extrais méthanoliques de cette plante présentent une

activité antibactérienne vis-a-vis de certaines bactéries.
2.2. Caractéristiques des souches bactériennes

» Staphylococcus aureus
S. aureus sont des cocci a Gram positifs, de forme sphérique, avec un diametre de 0.8
a 1 um. Elles sont regroupées en diplocoques ou en petits amas (grappe de raisin). Ce type de
bactéries sont immobiles, asporulés, habituellement sans capsule. De nombreuses souches de

S. aureus produisent un pigment jaune doré (Patrick et al., 1988).
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C ’est I'espéce prédominante chez 'Homme et autres mammiferes, la cavité nasale de
I'Homme est sa niche préférentielle. Les staphylocoques ont un pouvoir pathogene
opportuniste extrémement large qui s'exerce avec une grande fréquence en milieu hospitalier.
Elle est, responsable des infections pyogenes de la peau et des muqueuses, mais aussi
osseuses (ostéomyeélite), digestives (entérocolites post-antibiotique) et septicémiques (Leclerc
etal., 1995).

» Escherichia coli

E. coli est une bacille a Gram négative (Patrick et al., 1988), de forme non sporulée,
du type aéro-anaérobie, généralement mobile grace aux flagelles, sa longueur varie entre 2 et

6 um, sa largeur entre 1.1 et 1.5 um (Percival et al., 2004).

Les bactéries appartenant a 1’espéce E. coli constituent la majeure partie de la flore
microbienne aérobie du tube digestif de I’Homme et de nombreux animaux, habituellement
des bactéries commensales. Elles peuvent devenir pathogénes si les défenses de 1’hdte se
trouvent affaiblies ou si elles acquierent des facteurs de virulence particuliére. Certaines
souches sont capables de déclencher spécifiquement chez I’Homme ou chez certaines especes
animales des infections spontanées des voies digestives ou urinaires ou bien encore des
méningites néo-natales. D’autres souches appartiennent a la flore commensale peuvent étre
responsables des infections opportunistes variées, surtout chez les sujets aux défenses

immunitaires affaiblies (Patrick et al., 1988).
> Bacillus cereus

B. cereus est un bacille a Gram positif de 1.4 um de long, habituellement observé en
paire ou en chainette courte (Logan et Rodrigez-Diaz in Gillespie et Hawkey, 2006 ; Murray
et al., 2007). Cette bactérie est anaérobie facultatif, mobile et capable de former des
endospores (Ray in Ryan et al., 2004). Sa température optimale est d’environ 37 °C (Logan
et Rodrigez-Diaz in Gillespie et Hawkey, 2006; Murray et al., 2007). Le bacille peut produire
six types de toxine, cing entérotoxines et une toxine émétique, qui peuvent é&tre thermostables
ou thermolabiles, selon les souches (From et al., 2005 ; Logan et Rodrigez-Diaz in Gillespie
et Hawkey, 2006).
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Il est responsable des intoxications alimentaires ainsi que d’infections opportunistes; il
est aussi associé a certaines infections cliniques comme les infections oculaires (Le Scanff et
al., 2006).

Il peut aussi étre responsable d’infections des plaies, de bactériémies, de septicémies,
de méningites, de pneumonies, d’infections du systéme nerveux central, d’endocardites, de
péricardites et d’infections respiratoire (Drobniewski, 1993; Logan et Rodrigez-Diaz in
Gillespie et Hawkey, 2006). Chez les patients immunodéprimés, I’infection peut étre mortelle
(Le Scanff et al., 2006).

» Enterococcus faecalis

E. faecalis est une bactérie a Gram positif, non sporulée, se présente sous forme de
coque isolée ou arrangée en paire ou en chainette (Isnard, 2017), C’est I’espéce la plus
représentée dans la flore gastro-intestinale de I’Homme et présente une virulence et une
pathogénicité largement plus importante que les autres espéces d’entérocoques. Elle cause de
nombreuses infections humaines graves, notamment I’endocardite, la bactériémie, les
infections de plaies, diverses infections nosocomiales, parmi lesquelles les infections des
voies urinaires sont les plus courantes (Jett et al., 1994; Castellanos et Tannock, 2002;
Kayaoglu et Orstavik, 2004).

3. Activité insecticide

Les insectes ravageurs des denrées, majoritairement des coléopteres peuvent causer la
perte totale d’un stock, parmi ces insectes les plus redoutables, le tribolium brun de la farine
Tribolium confusum. Le moyen le plus courant pour limiter leurs activités est 1’'usage des
pesticides dont les effets indésirables sont malheureusement trés nombreux, I’intoxication
humaine en est une principale. Au cours des deux derniéres décennies, de nombreux travaux
ont été menés dans le but de rechercher des méthodes de protection alternatives de la santé
humaine et de I’environnement (Kellouche, 2005; Ngamo et Hance, 2007; Hedjal-Chebheb,
2014; Khelfane-Goucem, 2014).

3.1. Description du Tribolium confusum

L’adulte est de couleur brune rougeatre, aplati et ovale, mesure 4 & 4.5 mm (Zohry,
2017).
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C’est un insecte cosmopolite, I’un des plus nuisibles dans les céréales et les produits
stockés. Il est considéré comme un ravageur secondaire, qui peut facilement infester les grains
endommagés, il est particulierement destructeur a la farine et autres produits céréaliers
transformés (Vasudha et al., 2013). En cas de forte infestation, lI'adulte libere des substances

quinoléiques qui conferent a la denrée une odeur répulsive caracteéristique (Seck, 2009).
3.2. Origine et répartition géographique

Le tribolium est d’origine Indo-Australienne (Smith et Whitman, 1992). 1l se rencontre
le plus souvent dans les pays chauds, il se trouve aussi dans les régions temperées, ou il survit

en hiver dans des lieux protégés (Steffan, 1978).

3.3. Systématique

Selon Lepesme (1944), le tribolium brun de la farine appartient a la classification
représentée dans le tableau suivant :

Tableau 1V: classification du tribolium brun de la farine.

Embranchement : Arthropoda
Classe : Insecta
Ordre : Coleoptera
Famille : Tenebrionidae
Genre : Tribolium
Espeéce : T. confusum

3.4. Méthode de lutte contre les insectes ravageurs des denrées stockées

Les insectes causent des pertes considérables aux denrées alimentaires lors de leur
stockage. Pour cela, il est essentiel d’assurer des méthodes de lutte qui visent 1’élimination
des ravageurs dans les stocks (Giles et Ashman, 1971). Plusieurs moyens de lutte sont

envisagés. La lutte physique, chimique et biologique.
3.4.1. Lutte physique

La lutte physique est la destruction des insectes par la modification des conditions
environnementales (Fields, 1992). Ce moyen de lutte fait appel a la chaleur, au froid et aux

radiations ionisantes (Fleurat - Lessard, 1987).
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Les insectes sont sensibles aux températures élevees, il suffit de les exposes a une
température de 55 °C durant une heure pour détruire a la fois les ceufs, les larves et les adultes
(Shahein, 1991). D’aprés Lee et al. (1993), les insectes présentent des perturbations
physiologiques suivies d’une mort certaine sous I’action d’un courant d’air frais, les cellules
sont progressivement déshydratées et le métabolisme est abaissé. Selon Benkhellat (2002),
les insectes ne se développent pas et ne se nourrissent pas aux températures inférieures a

10 °C, ils finissent par mourir.

Deux sortes de radiation ionisante sont utilisees (les rayons gamma et les
rayonnements non ionisantes) pour la lutte contre les insectes. D’aprés Gwinner et al. (1996),
la radiosensibilité des ravageurs varie selon les espéces ; les stades les plus sensibles sont les
ceufs et les larves. Ce moyen de lutte exige un personnel qualifié et des structures de stockage

adaptées, pour éviter d’exposer les opérateurs et les consommateurs au danger (Kellouche,

2005).

3.4.2. Lutte chimique

D’une maniére générale, les produits chimiques de lutte contre les insectes peuvent se
classer en deux grands groupes. On distingue d’une part ceux a action immédiate, d’autre part
ceux qui persistent sur la denrée et agissent au cours d’une période plus ou moins prolongée.
La premiere classe regroupe les fumigants et la seconde les insecticides de contact (Seck,
2009).

Cependant, des nuisances sont associées a I’utilisation des pesticides, sélection des
souches résistantes, pollution de I’environnement et intoxications. De ce fait, la recherche

d’alternatives s’impose (Gueye et al., 2011).

3.4.3. Lutte biologique

Elle consiste a I’utilisation des ennemis naturels de ce ravageur tels que les prédateurs
et les parasites ou des agents pathogénes (bactéries, champignons...) ainsi que des produits

naturels d’origine végétale comme les huiles végeétales et les HE (Seck, 1991).

Selon I’hypothése coévolutive de Enreich et Raven (1964) in Tiaiba (2007), les
végétaux possedent des systemes de défense en produisant des composés secondaires ayant
une activite insecticide, répulsive ou inhibitrice vis-a-vis des ravageurs. Ces biopesticides

présentent un avantage par rapport aux produits phytosanitaires qui comportent des risques
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pour la santé humaine et pour I’environnement. Ils sont caractérisés par leur faible rémanence,

leur faible toxicité pour I’Homme et par leur mode d’action sur les ravageurs. Ils affectent

leur croissance, leur mue, leur fécondité et leur développement (Miresmailli et al., 2006;
Dubey et al, 2008; Lubbe et Verpoorte, 2011).
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Cette partie expérimentale est consacrée a la valorisation de 1’armoise blanche et a
I’étude de ses activités biologiques, notamment 1’activité antioxydante, antibactérienne et
insecticide par un ensemble de méthodes et de techniques.

1. Matériel
1.1. Matériel biologique

1.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est I’armoise blanche, A. herba alba collecté le 22 décembre
2017, dans la région d’Assekrem, la wilaya de Tamanrasset (Algérie) a 2710 m d’altitude
[Annexe 1].Cette plante est conservée a température ambiante, a 1’abri de la lumiére et de

I’humidité.

1.1.2. Souches bactériennes

Les bactéries qui ont fait 1’objet de notre expérimentation sont des souches de
référence de deux types :
» ATCC (American Type Culture Collection), il s’agit de : Escherichia coli 25922,
Staphylococcus aureus 25923 et Bacillus cereus 14579.
» Et WDCM (World Data Centre for Microorganisms), il s’agit de : Enterococcus
feacalis 009.
Ces souches appartiennent a la collection du laboratoire de microbiologie de la Faculté
des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques de ’'UMMTO.
Le choix de ces bactéries est basé sur le faite qu’elles sont pathogeénes,

antibiorésistantes, toxiques et pour leurs pouvoirs invasif chez ’Homme.

1.1.3. Insecte

Pour la valorisation de I’hydrolat et ’évaluation de I’effet insecticide de I'HE
d’A. herba alba, le tribolium brun de la farine, Tribolium confusum est utilisé. Cet insecte
provient du laboratoire d’Entomologie Appliquée de la FSBSA de TO [Annexe 24].

1.2. Produits chimiques et milieux de culture
1.2.1. Produits chimiques

Les différents produits chimiques utilisés dans ce travail sont cités dans le tableau V et
I’annexe 9, les autres verreries et appareillages dans I’annexe 7.
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Tableau V : différents produits chimiques.

Produit

Utilisation

Ethanol CH3.CH,-OH (96 %)

Extrait éthanolique

Méthanol CH;OH

Dosage des flavonoides

Solvants Acétone C3HgO Homogénéisation de I’'HE
Dimethylsulfoxyde Dilution de I’HE pour I’activité
DMSO C,HgOS antibactérienne
Réactif de Mayer Révélation des alcaloides
Acide chlorhydrique HCI Screening phytochimique
Reactif de Stiasny Révélation des tanins catéchiques
Acétate de sodium C,H3NaO, Révélation des tanins galliques
Chloroforme CHCI; Révélation des quinones libres
Acide sulfurique H,SO4 Révélation des glucosides
Ammoniaque NH,OH Révélation des anthocyanes
Chlorure ferrique FeCls Révélation des tanins totaux
Liqueur de Fehling Révélation des composes réducteurs
Coupeau de magnesium Mg Révélation des flavonoides
Solution ethanol_lque de chlorure Révélation des phénols
ferrique
Réactifs Anhydrique acétique C4HsO3 Révélation des terpénoides

Quercetine C15H1007

Acétate de potassium CH3;COOK

Trichlorure d’aluminium AICl;

Dosage des flavonoides

Réactif de Folin Denis

Acide tannique C7Hs2046

Dosage des tanins catéchiques

Acide gallique C7HgOs

Folin-Ciocalteu

Dosage des polyphénols totaux

2,2-diphényl-1picrylhydrazyl
DPPH C13H12Ns506

Acide ascorbique CgHgOg

Tompon phosphate (pH 6.6)

Ferrocyanure de potassium KzF¢(CN) g

Acide trichloracétique
TCA C,HCI30;

Activité antioxydante

Sels

Solution saturée de carbonate de
sodium CO3;Nay

Dosage des tanins

Chlorure de sodium NaCl

Préparation de I’eau physiologique

27



Chapitre IV Matériel et méthodes 28

1.2.2. Milieux de culture

Pour la partie antibactérienne, les milieux de culture utilisés sont portés dans le tableau

ci-dessous [Annexe 8].

Tableau VI: différents milieux de culture utilisés.

Milieu de culture Utilisation
Bouillon nutritif Repiquage des souches
BHIB
Milieu Mueller-Hinton (MH) Repiquage des souches, antibiogramme et
a différente concentration aromatogramme

1.3. Antibiotiques
Afin de sélectionner des témoins positifs a utilisés dans les tests ultérieurs, un

antibiogramme est effectué avec les antibiotiques disponibles comme le montre le tableau VII.

Tableau VII: antibiotiques utilisés pour 1’activité antibactérienne.

Antibiotique Famille Abréviation Concentration
Mecillinam Béta-lactamine Mec 10 ug
Cefepime Béta-lactamine FEP 30 ug
Cephalothin Béta-lactamine KF 30 ug
Pefloxacin Quinolone PEF 5 ug
Cloxacillin Béta-lactamine Cx 5 ug
Neomycin Aminoside N 30 ug
Ceftazidin Béta-lactamine Caz 30 ug
Ceftriaxon Béta-lactamine CRO 30 ug

2. Méthodes

2.1. Préparation des différents extraits de I’armoise blanche

Apres la récolte de la plante, sa partie aérienne est séchée a I’aire libre, a I’abri de la
lumicre et de ’humidité. Une partie est utilisée pour 1’extraction de ’HE, I’autre est broyée a
I’aide d’un moulin électrique. Le broya est stocké dans des boucaux en verres fermés
hermétiquement et placés a 1’abri de la lumiére et de la chaleur. Cette poudre est utilisée pour

deux extractions : aqueuse et éthanolique [Annexe 2].
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2.1.1. Préparation de I’extrait aqueux

10 g de poudre végétale est mise dans une fiole et ajustée jusqu’a un volume de 100
mL d’eau distillée (afin d’avoir une concentration de 10 %) (Salhi, 2011). Le tout est maceré
a température ambiante et sous agitation pendant 24 H. Apres une double filtration ; une
grossiére avec une passoire et une autre avec du coton, un extrait de couleur brunatre est
obtenu. Cet extrait est considéré comme étant 1’extrait brut qui a subi une congélation a

-40 °C qui va subir une lyophilisation [Annexe 3 et 4].
2.1.2. Préparation de I’extrait éthanolique

Le protocole d’extraction éthanolique est le méme que celui d’extraction aqueuse mais
avec quelques modifications. L’eau distillée est remplacée par 1’éthanol 96 %, ce dernier est
éliminé du filtrat par évaporation dans un rotavapor a 60 °C et sous vide [Annexe 4];
permettant ainsi d’obtenir un extrait brut d’une couleur vert foncé. Cet extrait est récupéré

dans 5 mL de DMSO 10 % puis congelé et lyophilisé comme le montre la figure 8.

2.2. Détermination du rendement de ’extraction

Le rendement, est la quantité d’extrait obtenu a partir de la poudre végétale. C’est le
rapport de la masse de I’extrait sec sur la masse de la poudre multiplié par 100. Il est exprimé

en pourcentage (Djeneb et al., 2016).

R(%0) = (M ext /M ¢chn) x 100

R: Rendement d’extraction (%);

Mexi: Masse de I’extrait sec apres lyophilisation/ évaporation (g);

Mecn: Masse de la matiére végétale seche utilisée (g).

Pour I’extrait éthanolique, la masse de 1’extrait aprés évaporation est déterminée par la

différence entre le poids du ballon plein avant et aprés évaporation (Mohammedi, 2006).
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Extrait aqueux Extrait éthanolique

—_—— —_———

[ 10 g de poudre végétale ajustée ] [ 10 g de poudre végétale ajustée }

avec 1’eau distillée a 100 mL. avec 1’éthanol (96%) a 100 mL.

\4 v

Macération sous agitation, a I’abri de I’aire et de
la lumiére, a température ambiante pendant 24 H.

v

Filtrat éthanolique

v

[ Evaporation du solvant par un rotavapor ]

Filtrat aqueux

v

[ Produit sec repris dans le DMSO 10 % ]

,, l

[ Congélation a - 40°C }

l

Lyophilisation }

v

[ Conservation de lyophilisat a 4°C }

Figure 8: schéma illustrant le protocole d’extraction aqueuse et éthanolique.
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2.3. Détermination de la concentration maximale des extraits

Afin de travailler dans des conditions optimales, le seuil de saturation est détérminé en
ajoutant une quantité donnée de lyophilisat a 1 mL d’eau distillée ou DMSO 10 % jusqu’a
avoir une solution avec un aspect pateux. Cette concentration est utilisée pour les tests

microbiologiques.
2.4. Analyses qualitatives des extraits

2.4.1. Screening phytochimique

Le screening phytochimique effectué sur les extraits aqueux et éthanolique est base sur
des réactions de précipitation ou des réactions colorimétrique, mettant en évidence la présence

ou I’absence des principes actifs.

Les méthodes utiliseées dans cette étude est un emplet de traveaux de plusieurs auteus :
Girre (1980); Trease et Evans (1989) et Bruneton (1999).

2.4.1.1. Révélation des alcaloides

Une quantité de 0.3 g de la poudre végétale est macérée dans 3 mL d’HCl a 5 %
pendant 30 min. Apres filtration, trois gouttes de réactif de Mayer sont ajoutées a 1 mL du

filtrat. La formation d’un précipité ou d’un trouble blanc indique la présence des alcaloides.
2.4.1.2. Révélation des tanins

1 mL d’extrait est dilué¢ dans 1 mL d’eau distillée, puis deux gouttes de FeCls (2 %)
sont ajoutées. L’apparition d’une couleur vert foncé ou bleu vert indique la présence des

tanins.
a. Réveélation des tanins catéchiques

Ajouter 7 mL de réactif de Stiasny a 15 mL d’extrait. Aprés chauffage au bain-marie a
90 °C pendant 15 min; une coloration rouge apparait indiquant la présence des tanins

catéchiques.
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b. Révélation des tanins galliques

Un volume de 5 mL d’extrait est mélangé avec 2 g d’acétate de sodium. L’ajout de
trois gouttes de FeCl; (1 %) révéle la présence des tanins galliques par la formation d’une

couleur bleue foncé.
2.4.1.3. Révelation des quinones libres

20 mL de chloroforme sont ajoutés a 2 g de poudre végétale humectée par 2 mL
d’HCI (IN). Aprés 3 H, le mélange est filtré. Une coloration rouge indique la présence des

quinones libres qui sont révélées en ajoutant 5 mL d’ammoniaque (1M) au filtrat.

2.4.1.4. Révélation des saponines

Les saponines sont révélées par un indice de mousse. Le test consiste a ajouter 1 mL
d’eau distillée a 2 mL d’extrait. Aprés agitation, le mélange est décanté pendant 20 min. La
teneur en saponines est évaluée par la mesure de I’épaisseur (en centimétre) de la couche de

mousse persistante (Tableau VIII).

Tableau VIII: résultats du test des saponines en fonction de 1’épaisseur.

Epaisseur Résultat
Pas de mousse Test négatif -
Test Mousse inférieure a 1 cm Test faiblement positif +
Mousse entre 1 et 2 cm Test positif ++
Mousse supérieure a 2 cm Test tres positif +++

2.4.1.5. Révélation des anthocyanes

Un volume de 2 mL d’HCI (2 N) est versé¢ dans 2 mL d’extrait. Apres I’ajout de 2
gouttes d’ammoniaque, une coloration rouge ou rose qui vire au bleu violacé révele la

présence des anthocyanes.

2.4.1.6. Révelation des composés réducteurs

1 mL d’eau distillée et 20 gouttes de liqueur de Fehling sont ajoutés a 1 mL d’extrait.
Le tout est incubé a 80 °C. Un test positif est révélé par I’apparition d’un précipité rouge

brique.
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2.4.1.7. Révélation des glucosides

Trois gouttes d’acide sulfurique (1 M) sont ajoutées a 2 g de poudre végétale, le tout

est agité. L apparition d’une couleur rouge brique, indique la présence des glucosides .

2.4.1.8. Révélation des flavonoides
1 mL d’HCI concentré est mélangé avec 0.5 g de copeau de magnésium et 5 mL
d’extrait. La présence des flavonoides est indiquée par I’apparition d’une couleur rose ou

rouge.

2.4.1.9. Révelation des phénols

Une goutte d’une solution éthanolique de chlorure ferrique (2 %) est ajoutée a 2 mL
d’extrait. L’apparition d’une couleur bleue noiratre ou vert foncé révele la présence des

phénols.

2.4.1.10. Révélation des terpénoides

Un mL d’anhydrique acétique et 2 mL d’acide sulfurique concentré sont ajoutés a

1 mL d’extrait.Une coloration brune rougeétre indique la présence des terpénoides.

2.4.2. Chromatographie en phase liquide a haut performance en phase
inverse (RP-HPLC)

> Principe

La technique de séparation la plus appréciée en analyse phytochimique est la
chromatographie liquide a haute performance, abrégée HPLC (CLHP en francais)
(Kahlouche-Riachi, 2014). Cette méthode repose sur la séparation des différents constituants
d’un extrait selon leur force de migration dans la phase mobile (Ekoumou, 2003; Debete
Judith, 2005) qui est en générale un mélange de solvant; adapté au type de séparation
recherché (Ferrari, 2002), et leur affinité vis-a-vis de la phase stationnaire. Elle permet de
détectée les principes actifs de I’extrait. L’immense avantage de ’HPLC réside dans
I’amélioration sensible des paramétres de seuil de détection et de résolution de séparation,
ainsi que dans les possibilités d’automatisation du procédé (Braithwaite et Smith, 1999).
L’emploi d’un détecteur permet 1’enregistrement électronique du message qui se traduit par

des pics (Chenni, 2010).
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» Mode opératoire

L’extrait a analyser est préparé en ajoutant 500 uL d’H,O a 500 pg de lyophilisat,
apres les avoirs bien mélangés 1000 pL de méthanol est ajouté. Le tout est filtré a 1’aide d’un

microfiltre de diametre 0.22 um.

L’HPLC est réalisée a I’aide d’un chromatographe en phase liquide de marque
AGILENT série 1100, équipé d’un détecteur a barrette a diodes (DAD) avec plusieurs
longueurs d’ondes maximales choisis en fonction des absorbances maximales des molécules
recherchées, et d’une pompe quaternaire, dégazeur on-line et injecteur automatique. Le
chromatographe est muni d’une colonne Hypersil BDS-C 18.5 um, 250 X 4.6 a température
de 30 °C. La phase mobile correspond a I’eau acidifiée a 0.2 % par 1’acide acétique a pH de
3.1 et de ’acétonitrile en gradient d’¢élution linéaire pendant 30 minutes a 1.5 mL/mn, en
commengant par 95 % d’H,O et en terminant par 100 % d’acitonitrille. Le volume injecté

correspond a 5 L de I’extrait dilué dans du méthanol.

Le pourcentage de chaque composé chimique de I’extrait est déterminé a partir des
aires des pics obtenus. L’identification des différents composés est réalisée par comparaison

des temps de rétentions des différents standards analysés selon le méme mode opératoire.
2.5. Analyses quantitatives des extraits

2.5.1. Dosage des polyphénols totaux
> Principe

Les polyphénols sont déterminés par spectrophotomeétrie selon la méthode de Folin-
Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965). Ce réactif de couleur jaune est constitué¢ d’un mélange
d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols sont
oxydés, ils réduisent ce dernier en un complexe de couleur bleue a 760 nm, constitué¢ d’oxyde
de tungsténe et de molybdeéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle au taux des

polyphénols oxydés (Boizot et Charpentier, 2006).
» Mode opératoire

Le taux des polyphénols totaux contenu dans les extraits est déterminé en se référant a
la courbe d’étalonnage, obtenue a différentes concentrations en acide gallique a partir de la

solution mere (SM) de 100 pg/mL (Tableau 1X). Pour chaque extrait un blanc est réalisé dans
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les mémes conditions décrites dans la figure 9, en remplacant 1’échantillon par 1’eau distillée
dans le cas de I’extrait aqueux et par 1’éthanol dans le cas de I’extrait éthanolique. Pour
chaque extrait 3 répétitions sont réalisées. Les résultats sont exprimés en milligrammes
équivalents d’acide gallique par gramme de matiere végétale seche (mg EAG/g MS) en

appliquant la formule suivante :

Tot=(CXV)/M

Tpt: Teneur en phénols totaux (mg d’acide gallique/g de maticre seche);
C: Concentration de I’acide gallique établie a partir de la courbe d’étalonnage (mg/mL);
V: Volume de I’extrait éthanolique ou aqueux (mL);

M: Poids de la matiére séche (g).

Tableau IX: préparation de la gamme des dilutions de 1’acide gallique.

Concentration

0 | 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 100
(Mg/mL)

Volume SM (uL) 0 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000

Volume d’eau

1000 | 900 | 800 | 700 | 600 | 500 | 400 | 300 | 200 | 100 | O
distillée (uL)

2.5.2. Dosage des flavonoides

> Principe

La quantification des flavonoides est effectuée par une méthode colorimétrique
adoptée par Yun et al. (2009). La formation d’un complexe jaunatre qui absorbe a 420 nm,
lors de I’ajout du trichlorure d’aluminium, est due a la fixation des ions AI** sur les atomes

d’oxygenes présents sur les carbones 4 et 5 des flavonoides (Bahorun et al., 1996).
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200 pL d’échantillon
+
1000 pL du réactif de 3
Folin-Ciocalteu
(dilué 10 fois)
+

800 HL de Na,CO3
(7%)

Incubation a température ambiante et a 1’obscurité pendant 60 min

» =0

[~ e w——
Lecture des DO a 760 nm

Figure 9: protocole du dosage des polyphénols totaux (Singleton et Rossi, 1965).

» Mode opératoire

La quantification des flavonoides est réalisée a 1’aide d'une courbe linéaire
d'étalonnage en utilisant la quercétine a différentes concentrations comme standard (Tableau
X), a partir d’une solution mére (SM) de 0.2 mg/mL de méthanol, dans les mémes conditions
que 1’échantillon.

Pour chaque extrait un blanc est réalisé. Dans le cas de 1’extrait aqueux, 1’échantillon
est remplacé par I’eau distillée, dans le cas de ’extrait éthanolique, il est remplacé par
I’éthanol (Figure 10). Pour chaque extrait 3 répétitions sont réalisées.

Les résultats sont exprimés en milligrammes équivalents de quercétine par gramme de

matiere seche (mg EQ/g), selon I’équation suivante :
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Tt Teneur en flavonoides (mg EQ/g d’extrait sec de la plante);

C: Concentration de I’extrait équivalent a la quercétine, obtenue a partir de la courbe
d’étalonnage (mg/mL);

V: Volume de I’extrait (mL);

T=C x VIM

M: Poids sec de I’extrait de la plante (g).

Matériel et méthodes

Tableau X: préparation de la gamme des dilutions de la quercétine.

Concentration 0 | 002 | 004 | 006 | 008 | 01 | 012
mg/mL
VO'?ESSM 0 | 200 | 400 | 600 | 800 | 1000 | 1200
volumede | 5000 | 1800 | 1600 | 1400 | 1200 | 1000 | 800
méthanol (uL)

+

+

1 mL d’échantillon

3 mL de méthanol

0.2 mL de la solution AICIl3 a 10%

+

0.2 mL d’acétate de potassium

5.6 mL d’eau distillée

(1M)

+

Incubation a température ambiante et a I’obscurité pendant 30 min

Lecture des DO a 420 nm

Figure 10: protocole du dosage des flavonoides (Yun et al., 2009).
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2.5.3. Dosage des tanins condensés

> Principe

Les tanins condensés sont dosés selon la méthode colorimétrique de Folin-Denis
décrite par Joslyn (1970) (Figure 11). La réduction de l'acide phosphomolybdique et
tungstique (dans un milieu alcalin) en présence des tanins donne une coloration bleue dont

I'intensité est mesurée a 760 nm.

» Mode opératoire

La concentration en tanins condenses contenue dans les différents extraits, est calculée
par référence a une courbe d’étalonnage, en utilisant I’acide tannique comme standard. A
partir de la solution mere (SM) de 1 mg/mL d’eau distillée, on prépare une gamme de dilution

selon le tableau XI.

Pour chaque extrait un blanc est réalisé en remplacant 1’échantillon par I’eau distillée
dans le cas de I’extrait aqueux, et par I’éthanol dans le cas de I’extrait éthanolique. 3
répétitions sont réalisées pour les différents extraits (Figure 11). Les résultats sont exprimés
en mg équivalent d’acide tannique par gramme de matiére séche (mg EAT/g MS) selon

I’équation suivante :

Tr=CxVIM

Tt Teneur en tanins condensés (mg EAT/g MS);

C: Concentration de I’extrait équivalent a I’acide tannique, obtenue a partir de la courbe
d’étalonnage (mg/mL);

V: Volume de I’extrait (mL);

M: Poids sec de I’extrait de la plante (g).

Tableau XI: préparation de la gamme de dilution de I’acide tannique.

Concentration
(mg/mL)
Volume SM
(HL)
Volume en eau

distillée 2000 0 200 400 600 800 1000

(uL)

0 1 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5

0 2000 | 1800 | 1600 | 1400 | 1200 | 1000
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1 mL d’échantillon
+

75 mL d’eau distillée ﬂ
+

10 mL de réactif de Folin-

Denis
+
Agitation mécanique

20 mL de la solution
saturée de CO3Na,
Incubation a température ambiante et a I’obscurité pendant 30 min

[ovoal

Lecture des DO a 760 nm

Figure 11: protocole du dosage des tanins condensés (Joslyn, 1970).

2.6. Huile essentielle
2.6.1. Procédés d’extraction de ’HE

Pour D’extraction de I’HE de 1’armoise blanche, deux techniques sont utilisées :

I’hydrodistillation et I’entrainement a la vapeur saturée.
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% Hydrodistillation : dans un alambic, 100 g de la plante est immergée dans 2 L d’cau
distillée et portée a 1’ébullition. Le mélange de la vapeur d’eau et de ’'HE est refroidi
dans un réfrigérant, puis condensé et transformé en gouttelettes d’eau et d’HE. Ces
derniéres sont récupérées dans une ampoule a décantation a 1’abri de la lumiére
[Annexe 5].

Le faible rendement de cette technique en HE, nous a amené a valoriser son hydrolat
dans D’activité insecticide. Pour avoir un meilleur rendement en I’HE, une deuxiéme

technique est utilisée (I’entrainement a la vapeur d’eau saturée).

¢ L’entrainement a la vapeur saturée : unc enceinte contenant 6 L d’eau distillée est
portée a 1’ébullition. Lorsque la température atteint 100 °C et la pression 3 bar, un
robinet de régulation de la vapeur est ouvert pour permettre a ce dernier de traverser
une enceinte d’entrainement a la vapeur contenant 500 g de plante. La vapeur saturée
permet I’éclatement des cellules végétales et la libération de ’HE. Le mélange d’eau
et de I’HE est entrainé vers un refroidisseur connecté a I’essencier. Deux couches sont
ainsi formées, 1I’'une fine et moins dense flotte a la surface constitue ’'HE, 1’autre plus

dense c’est I’hydrolat mélangé avec 1’eau distillée (Figure 12).

L’HE est récupérée a 1’aide d’une micropipette et conservée dans un flacon en verre

ombré a basse température (+4 °C) afin d’éviter sa dénaturation.
2.6.2. Rendement en HE

Le rendement en HE est estimé par le rapport de masse de ’HE et de la matiere

végétale seche. Il est exprimé en pourcentage (%) (Bousbia, 2011).

Ou: Ratve =Mue/ Mys X 100

R 4iwe: Rendement en huile essentielle (%);
M pe: Masse de I’huile essentielle (g);

M vs: Masse de la matiere végétale seche (Q).
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Conducteur de vapeur
d’eau et de ’'HE

Enceinte d’entrainement
a la vapeur

Serpentin de
refroidissement

Entonnoir Conducteur de vapeur
Essencier
Thermometre et
baromeétre
R?CIpllent_ de Enceinte productrice
récupération de la vapeur
d’hydrolat

Figure 12: procéd¢ d’extraction de I’HE par entrainement a la vapeur d’eau saturée.

2.7. Tests des activités biologiques

2.7.1. Test de ’activité antioxydante

2.7.1.1. Test de piégeage des radicaux libres DPPH
» Principe

L’activité antiradicalaire, est étudiée en utilisant la méthode du DPPH selon le

protocole décrit par Sanchez-Moreno et al. (1998) (Figure 14).

Dans ce test les antioxydants réduisent le diphényl picryl-hydrazyl de couleur violet en
un composeé jaune (Figure 13), dont l'intensité de la couleur est inversement proportionnelle a

la capacité des antioxydants présents dans le milieu a donner des protons.
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Q NO, Q NO;
d—v@—m;"'&: H — d—n@m, -+ &,
NO, NO,

DPPH DPPH H

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine

& " H represents antioxidant

Figure 13: forme libre et réduite du DPPH (Liang et Kitts, 2014).

> Mode opératoire

Les dilutions des extraits (aqueux, éthanolique), de I’HE et du standard sont préparées

a partir de la solution mere de 1 mg/mL (Tableau XII).

Notant que la solution meére de I’HE (Img/mL d’éthanol) est préparée a partir de la

solution 0.92 g/mL, puis diluée avec I’eau distillée.

L’antioxydant standard utilis¢ comme contréle positif est [’acide ascorbique.
Le contrdle négatif est préparé en mélangeant 1.95 mL d’une solution méthanolique du DPPH
(0.025 mg/mL) [Annexe 9] avec 50 pL d’eau distillée (pour I’extrait aqueux et I’HE), et 50

pL d’éthanol pour I’extrait éthanolique. La lecture de 1’absorbance se fait a 515 nm.

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (I %) en utilisant la formule
suivante :
1% = [(AbS contréle = Abs échantillon) /Abs contrﬁle] x 100

ADS controte: Absorbance du contrdle négatif a 515 nm;

ADS gchantilion : Absorbance de 1’échantillon a 515 nm.

La valeur ICsy est la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de 1’activité
du DPPH. Elle est déterminée graphiquement par les régressions linaires des droites tracées

pour chaque échantillon (Samarth et al., 2008).
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Tableau XII: préparation de la gamme de dilution de 1’acide ascorbique pour le DPPH.

Concentration
(mg/mL)
Quantité en
vitamine C (uL)
Quantité en eau
distillée (uL)

0.0 0.01 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

0 10 20 40 60 80 100

1000 990 980 960 940 920 900

50 pL de chaque dilution ﬂ
+

1.95 mL de solution de
DPPH

Incubation a température ambiante et a I’obscurité pendant 30 min

Lecture des DO a 515 nm

Figure 14: protocole de piégeage du radical libre DPPH (Sanchez-Moreno et al., 1998).
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2.7.1.2. Test de la réduction du fer FRAP

> Principe

L’activité réductrice du fer des échantillons est déterminée selon la méthode décrite
par (Oyaizu, 1986) (Figure 15).

La méthode de FRAP est basée sur la réaction de réduction du fer ferrique (Fe®")
présent dans le complexe K3 Fe (CN)g en fer ferreux (Fe**) par un antioxydant. La réaction est
révélée par le virement de la couleur jaune du fer ferrique (Fe**) a la couleur bleu-vert du fer
ferreux (Fe2+). L’intensité de cette coloration est mesurée par spectrophotomeétre a 760 nm

(Chung et al., 2002).
> Mode opératoire
Les dilutions des échantillons sont préparées, ainsi que le standard (acide ascorbique)

dans I’eau distillée, a partir d’une solution mére 0.1 mg/mL (Tableau XIII).

Les résultats permettent de calculer le pouvoir réducteur Pr 5; qui est la concentration
de D’extrait a une DO de 0.5 a 760 nm, obtenu a partir des courbes de régression linéaire.
L’activité des échantillons est comparée a celle du standard. L’augmentation de I’absorbance

dans le milieu réactionnel indique I’augmentation de la réduction du fer.

Tableau XI11: préparation de la gamme des dilutions de I’acide ascorbique pour la FRAP.

Concentration
(mg/mL)
Quantité en
vitamine C (uL)
Quantité en eau
distillée (uL)

0 0.01 | 0.025 | 0.05 | 0.075 0.1

0 100 250 500 750 1000

1000 900 750 500 250 0
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1 mL d’échantillon &
+

1 mL de tompon phosphate

=+

1 mL de (KsFe (CN)6) & 1%

Incuber au bain-marie a 50 °C pendant 20 min

Rajouter 1 mL d’acide trichloracétique (10%) avec centrifugation a
une vitesse de 3000 rpm pendant 10 min

!

1 mL de surnageant + 1 mL d’eau distillée + 0.2 mL de (FeCl3) a 0.1 %
Incuber pendant 10 min a température ambiante

!

sz

o o o
= < o

L

Lecture des DO a 760 nm

Figure 15: protocole du test de la réduction du fer (Oyaizu, 1986).
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2.7.2. Test de P’activité antibactérienne

2.7.2.1. Revivification et contréle de la pureté des souches

Des souches conservées dans des cryo-tubes a -40 °C sont revivifiées en les incubant a
37° C pendant 3 H, puis leur contenu est versé dans 9 mL de bouillon BHI et réincubé a 37 °C
pendant 24 H. Un repiquage bouillon-bouillon est réalisé aprés 24 H. Le 3*™ jour un
repiquage BHIB /gélose MH (1.5% d’agar) est effectué (Figure 16). La pureté des souches
(S. aureus, E. coli, B. cereus et E. faecalis) est vérifiée par la coloration de Gram, le test de
catalase et I’aspect des colonies isolées. Une fois la pureté est assurée, une copie est conservée
a -40 °C dans des cryo-tubes contenant 50 % de BHIB et 50 % de glycérol. Une autre copie

est ensemenceée sur la gélose MH puis conservée a 4 °C pour une utilisation ultérieure.

Revivification

y Repiquage bouillon /bouillon
>
Incubation a 37 °C

(24 H)

Cryo-tube

(BHIB+souche+glycérol) 9 mL de BHIB BHIB
Incubation & 37 °C incubation a 37 °C

pendant 3 H pendant 24 H

Repiquage sur
geélose/bouillon

Vérification de la pureté
*Coloration du gram des colonies isolées

*Test de catalase <

*Aspect des colonies

Figure 16: revivification et vérification de la pureté des souches.

2.7.2.2. Préparation de I’inoculum et standardisation

Le test antibactérien est réalisé a partir des cultures pures et jeunes de 24 H. Ces

souches sont entretenues par repiquage sur gélose MH, qui est favorable a leur croissance.
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Afin d’obtenir une suspension bactérienne standardisée, des colonies jeunes sont
dissoute dans 9 mL (9 %o) d’eau physiologique stérile. La standardisation est effectuée a une
longueur d’onde de 620 nm jusqu’a avoir une DO de 0.08 a 0.1 nm, c’est I’équivalent d’une

charge bactérienne de 10® UFC/mL.

L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant de la culture si la DO est trop faible, ou bien
de I’eau physiologique stérile si elle est trop forte (Aboun et al., 2008; Abi-Ayad, 2009).

2.7.2.3. Antibiogramme des souches cibles

Ce test est réalisé afin de déterminer I’antibiotique a utiliser comme témoin positif par

la liste des antibiotiques disponible dans le laboratoire.

» Mode opératoire
L’antibiogramme sur milieu solide, consiste a réaliser un tapis bactérien par
écouvillonnage sur milieu MH (1 % d’agare), avec une suspension bactérienne standardisée
(Figure 17). Différents disques d’antibiotiques sont placés sur la gélose. La lecture des zones

d’inhibition se fait aprés incubation a 37 °C pendant 24 H.

Ensemencement par écouvillonnage sur gélose MH avec
la suspension standardisée de chaque souche

Dépot de différents disques d’antibiotique

Incubation dans I’étuve 4 37 °C pendant 24 H

Observation et mesure des zones d’inhibition autours de
chaque disque

Figure 17 : technique d’antibiogramme.
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2.7.2.4. Activité antibactérienne des extraits et de I’HE (technique

d’aromatogramme)

Le test d’aromatogramme des extraits et de I’HE est réalisé selon la méthode des puits

sur les souches bactériennes (Prescott et al., 2003 ).

» Principe
Cet examen se fait de la méme manicre qu’un antibiogramme ou les antibiotiques sont
remplacés par des essences aromatiques, préalablement sélectionnées. Cette technique datte

de 1950 est perfectionnée (Koroch et al., in Berger, 2007).

» Mode opératoire

1 mL de la suspension bactérienne de chaque souche préalablement standardisée, est
mise séparéement dans des tubes contenant 9 mL de gélose MH liquéfiée et refroidie a 45 °C.
Aprés agitation (sans création des bulles d’aire), les milieux ensemencés sont coulés sur des
boites de Pétri stérile, apres leur solidification, des puits de 6 mm de diamétre sont réalisés
avec des pipettes Pasteures stériles, une goutte de gélose MH liquéfiée est utilisée afin
d’obstruer chaque puits, ce dernier va recevoir 20 UL d’extrait stérile (aqueux et éthanolique
par I’'UV) d’une concentration de 1.5 g/mL et de I’'HE. Pour chaque échantillon 2 répétitions
sont réalisées (Figure 18).

Les boites de Pétri sont placées a +4 °C pendent 15 a 30 mn, pour permettre aux
extraits et a ’'HE de se diffuser dans la gélose avant la multiplication des bactéries. Les boites

sont retirées du réfrigérateur et placées dans I’étuve a 37 °C pendent 24 H.

» Lecture des résultats

La lecture se fait par la mesure du diametre, en mm, de la zone d’inhibition (zone
claire) autour de chaque puits a ’aide d’une reégle. Ils peuvent étre symbolisés par des signes

d’apres la sensibilité des souches vis-a-vis de nos extraits et de I’HE.

e Non sensible (-) ou résistante: diametre < 8 mm;
e Sensible(+): diamétre compris entre 9 et 14 mm;
e Tres sensible (++): diamétre compris entre 15 et 19 mm;

e Extrémement sensible (+++): diametre > 20 (Ponce et al., 2003).
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T — m —m—

HE—> «— @ —LEE

Milieu de culture
ensemencé avec — %
la souche voulue —> )

LEA —
T+ : antibiotique spécifique pour chaque souche.

T-: DMSO 10% stérile.

LEA : lyophilisat de I’extrait aqueux.
LEE : lyophilisat de I’extrait éthanolique.
HE : huile essentielle

Figure 18: schéma représentatif de 1’activité antibactérienne avec les différents échantillons.

2.7.2.5. Détermination de la CMI

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est définie comme étant la plus faible
concentration des extraits ou de I’HE capable d’inhiber toute croissance visible du germe. Elle
mesure un effet bactériostatique et ne renseigne pas sur 1’état de la population bactérienne, ne
permettant notamment pas de préciser si elle a été tuée en partie ou totalement ou si elle a

seulement cessé de se multiplier (Bergogne-Bérézin et Dellamonica, 1999).

> Mode opératoire

Les gammes de concentration, de I’HE et de lyophilisat des extraits, sont préparées
dans 18 tubes Eppendorfs. Les 12 premiers sont remplis de 500 pL de DMSO 10 %, dont 6
tubes sont utilisés pour diluer I’HE et les 6 autres pour diluer I’extrait éthanolique. Les tubes

restants sont utilis€s pour diluer I’extrait aqueux avec 500 pL d’eau distillée.

A partir des différentes solutions meres des extraits (1.5 g/mL) et de ’HE, des

dilutions demi en demi sont réalisées, jusqu’a avoir une concentration de 1/64.

Chaque boite est ensemencée en masse avec 1 mL de différentes suspensions
bactériennes standardisées, 6 puits sont réalisés a I’aide d’une pipette Paster. Dans chaque
puits, on introduit 20 pL de dilution des différents échantillons (Figure 19). Pour chaque

échantillon 2 répétitions sont réalisées. Les boites sont placées a + 4 °C pendent 15 a 30 mn,
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afin de permettre aux échantillons de se diffuser, elles sont incubées dans 1’étuve a 37 °C
pendant 24 H. La détermination de la CMI se fait par 1’apparition de la zone claire a la plus

faible concentration des échantillons.

500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl

o T Ak T T e

0,5 mL de DMSO 0,5 mL de 0,5m L de
10% ou H,Op diluant diluant

0,5 mL de 0,5 mL de
diluant diluant

1/2  1/4 1/8 1/16 1/32 1/64
—_

\

1 ml de souche standardisée
+ 9 mL de gélose MH

Couler les boites et les laisser se solidifier dans les conditions aseptiques puis
créer les puits pour les différentes dilutions

Remplir les puits avec 20uL e
des différentes dilutions

12 14 1/8

1/16 1/32 1/64

CMI de I’échantillon

Figure 19 : détermination de la CMI en milieu solide.



Chapitre IV Matériel et méthodes

2.7.3. Test de P’activité insecticide

2.7.3.1. Préparation du substrat

La farine d’avoine (Avena sativa) utilisée comme substrat pour les tests de toxicité de
I’HE d’A. herba alba vis-a-vis du tribolium provient du marché local. Elle est soumise a une
température de 60° C pendant 30 minutes et conservée dans un réfrigérateur afin d’éviter

toute contamination par d’autres insectes ravageurs.

2.7.3.2. Valorisation de I’hydrolat et étude de I’activité insecticide de ’HE
d’A. herba alba.

La méthode adoptée pour la valorisation de I’hydrolat et pour I’étude de I’activité
insecticide de I’'HE d’A. herba alba sur les adultes de T. confusum est I’inhalation. Cette
méthode est décrite par Papachristos et Stamopoulos (2002). Son principe est basé sur la
surveillance de la mortalité des insectes suite a I’inhalation des principes actifs de I’HE et de

I’hydrolat testé.

» Mode opératoire

a. Pour ’hydrolat

Dans des bocaux en verre de 100 mL contenant 20 mg de la farine d’avoine, une dose
d’hydrolat est déposée sur un disque de papier Whatman de 2.5 cm fixé a I’aide d’un fil au
centre de la face interne de leurs couvercles. Les doses testées sont: 50 et 100 pL.
Parallélement, un témoin est réalisé (papier Whatman sans hydrolat). Dix individus de
T. confusum sont mis rapidement dans les bocaux aussitdt fermés. Quatre répetitions sont

effectuées pour chaque dose et pour le témoin (Figure 20).

Le dénombrement des individus morts dans chaque bocal est effectué aprées des temps
d’exposition variables : 24, 48, 72 et 96 H.

b. Pour I’huile essentielle

Des doses de 10 et 20 pL sont déposées sur les disques en méme temps que de
I’acétone (50 pL) dans le but d’une bonne répartition de I’HE. Un témoin est également

réalisé uniquement avec 1’acétone.
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Chapitre IV

Dix individus de T. confusum d’une population homogéne sont introduits dans des

bocaux fermés hermétiquement. Quatre répétitions sont effectuées pour chaque dose et pour le
témoin, comme le montre la figure 20.
Le dénombrement des individus morts dans chaque bocal est effectué apres des temps

d’exposition variables : 24, 48, 72 et 96 H.

File
Disque imprégné
d’hydrolat / HE

T. confusum
Substrat

Lot ttmoin  Dose 1 Dose 2

Figure 20: évaluation de I’activité insecticide de I’HE et de I’hydrolat par le test
d’inhalation.

2.7.3.3. Analyse des données

Les résultats des différentes expériences sont soumis au test de I’analyse de la

variance Kruskal Wallis selon plusieurs criteres de classification en utilisant le logiciel R

version i386.
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1. Rendement des extraits secs et de ’HE

La préparation des extraits de la partie aérienne d’A. herba alba est effectuée par des
solvants a polarité croissante, il s’agit de 1’éthanol 96 % et de 1’eau distillée. L’extraction de
I’HE est effectuée par I’entrainement a la vapeur saturée. Ces extractions ont des rendements

difféerents, des aspects et des couleurs caractéristiques (Tableau XIV) [Annexe 6].

Tableau XIV: aspect, couleur, rendement et concentration maximal de saturation des
lyophilisats (aqueux et éthanolique) et de I’HE d’A. herba alba.

Concentration maximal
Aspect Couleur Rendement de saturation
P % (g/mL H,0p ou DMSO
10 %)
!_yophlllsat de Poudre | Marron clair 15.68 + 0.40 15
I’extrait aqueux
. Lyophilisat de Pateux | Vertfoncé | 30.03+2.07 15
I’extrait éthanolique
Huile essentielle Fluide Jaune vif 0.18 /

L’extrait éthanolique donne clairement le meilleur rendement, 30.03+ 2.07 %, suivi de
I’extrait aqueux avec 15.68 + 0.40 %, le rendement le plus faible est celui de I’'HE avec

0.18 %.

Nia (2018) a signalé aussi un meilleur rendement de ’extrait éthanolique d’A. herba
alba (13.14 %) par rapport a d’autres solvants, celui de I’extrait aqueux est de 12.49 %. Caia
et al. (2003) ont montré que 1’éthanol est le meilleur solvant d’extraction de certaines plantes

de la famille des astéracées (A. annua, A. argyi et A. capillaris).

Notre rendement en I’HE est faible comparativement a celui obtenu par la méme
plante dans différentes régions d’Algérie (de 0.2 a 0.95 %) (Bezza et al., 2010; Belhattab et
al., 2012), et a celui de la Tunisie (de 0.68 a 1.93 %) pour 18 provenances (Mohsen et
Ferchichi, 2009). Celui de I’Espagne, est de 0.41 a 2.30 % pour 4 provenances (Salido et al.,
2004) et celui de la Jordanie est 1.3 % (Hudaib et Aburjai, 2006).

Pour le genre Artemisia, le plus haut pourcentage de I’HE est enregistré pour A. cana
(1.3 %) et A. frigida (1.5 %). Par contre, le rendement le plus faible est enregistré pour A.
absinthium, A. biennis, A. dracunculus, A. longifolia et A. ludoviciana avec des rendements
allant de 0.3 2 0.5 % (Lopes-Lutz et al., 2008).
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D’aprés Bruneton (1999), les variations des rendements peuvent étre attribuees non
seulement a I’origine géographique de la plante, mais également aux nombreux facteurs
comme : le stade de croissance, les conditions pédoclimatiques, le lieu de production, 1’état de
fraicheur du végétal, etc. Plusieurs études ont montré I’influence du cycle végétatif et la
technique d’extraction sur le rendement et la qualité de I’HE (Fellah et al., 2006; Bendahou,
2007). Zahalka (2010) suggere que pour bénéficier du potentiel maximal offert par les plantes
aromatiques, il faudrait récolter la plante pendant le stade végétatif ou elle est plus riche en
essence. L’équipe d’Abad (2012), affirme que le rendement et la qualité des HE des especes

du genre Artemisia sont influencés par le pH des sols.

2. Résultats de I’analyse qualitative

2.1. Screening phytochimique

Avant d’estimer la quantité des métabolites secondaires (tanins, flavonoides et

polyphénols), on doit d’abord vérifier leur présence au sein des échantillons.

On utilise des tests physico-chimiques simples avec deux solvants de polarités
différentes : I’eau et 1’éthanol. On affirme la présence ou 1’absence de différentes familles des
métabolites secondaire d’4. herba alba avec 1’apparition d’une coloration ou précipitation.
Les résultats sont portés dans le tableau XV [Annexe 10].

Tableau XV : résultats du screening phytochimique d’A. herba alba.

Screening Extrait ou poudre végétale
Composés recherchés Résultats Agueux Ethanolique
Alcaloides Précipité ou trouble blanc -
Anthocyanes Coloration bleu violacée - -
Tanins Coloration vert foncé ou bleu vert + +
Tanins catéchiques Coloration rouge + +
Tanins galliques Coloration bleu foncé + +
Quinones libres Coloration rouge -
Glucosides Coloration rouge brique -
Saponines Couche de mousse persistante - -
Composés reducteurs Précipité rouge brique + +
Flavonoides Coloration rouge ou rose + +
Phénols Coloration bleu noiratre ou vert foncé + +
Terpenoides Coloration brune rougeatre + +

Cellules fusionnées : tests faits avec la poudre végétale.
+ : présence du groupe de composés chimiques, — : réaction négative.
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Le résultat du screening phytochimique a permis la révelation des composants présents
dans les extraits et/ou la poudre d’A. herba alba : les flavonoides, les phénols, les terpenoides,
les tanins et les composés réducteurs. Ces résultats sont similaires a ceux de Kahlouche-
Riachi (2014) qui a indique la présence des flavonoides, des tanins et des terpénoides dans
I’extrait hydroalcoolique d’A. herba alba, et ’absence des alcaloides et des saponines. En
revanche, Nia (2018) confirme la présence des saponines dans 1’extrait aqueux de la méme

plante.

Kahlouche-Riachi (2014) attribue la non-concordance des résultats au choix du solvant

et au mode d’extraction.

Des études chimiques sur le genre Artemisia affirment que toutes les classes de
composés sont présentes dans ce genre particulierement les terpénes et les flavonoides
(Wright, 2002).

2.2. Résultats de RP-HPLC

Le besoin de savoir les profils et d'identifier les composés individuels dans les
échantillons exige le remplacement des méthodes traditionnelles par des techniques
séparatives. Selon Gomez-Caravaca et al. (2006), I’HPLC est la technique analytique la plus

utile pour caractériser les composés polyphénoliques.

Les résultats d’RP-HPLC, selon les standards utilises, montrent la présence de certain
composés qui appartiennent aux flavonoides tel que : la cathéchine et ’apigénine. Et d’autres
appartiennent a 1’acide phénolique comme : I’acide caféique et I’acide ferulique. Ils montrent
aussi la présence d’acide ascorbique (Tableau XVI). La présence d’apigénine est confirmeée

par les travaux de Boudjelal (2013) sur les extraits d’A. herba alba.

Nos résultats concordent aussi avec ceux de Talbi (2015) qui a trouvé apres I’analyse
qualitative des extraits d’Artemisia campestris par HPLC la présence de la rutine, 1’acide

caféique et I’acide ascorbique.
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Tableau XVI : liste des métabolites identifies dans I’extrait aqueux d’A. herba alba par
RP-HPLC.

Temps de retention

Appartenance Composé chimique Aire du pic (%)

(min)
Acide ascorbique 1.646 4.362
Flavonoide (flavanol) Cathéchine 5.865 1.302
A. phénolique Acide caféique 7.155 13.268
A. phénolique Acide p-OH 6.423 3.846
benzoique

Flavonoide Rutine 8.284 6.209
A. phénolique Acide ferulique 9.360 3.754
Acide 3 hydroxy 4 9.738 7.295

Méthoxycinamique
Flavonoide (flavone) Lutheoline 13.087 2.662
Flavonoide (flavone) Apigénine 14.714 1.183
Flavonoide (flavanol) Isoramenitine 15.064 3.011

Le potentiel d’une plante médicinale est attribué a I’action de ses constituants
phytochimiques. Ils sont produits comme métabolites [1°™, en réponse au stress
environnemental ou comme un mécanisme de défense aux agressions provoquant des

maladies chez les végétaux (Mohammedi, 2013).

En effet, les polyphénols ont un réle essentiel dans le métabolisme des végétaux, qui
consistent a contrdler la croissance et le développement des plantes, en interagissant avec les
hormones végétales spécialisées (Bouziane, 2015). En paralléle, les flavonoides jouent un réle
important dans la coloration (Alilou et al., 2014), la protection des végétaux contre le stress
hydrique et leurs tolérances aux métaux lourds présent dans les sols. Les flavonoides

possedent aussi plusieurs effets pharmacologiques (Makhloufi, 2010).

3. Résultats de ’analyse quantitative des extraits (Dosages)

La raison principale pour le choix de la recherche et du dosage de ces métabolites
(polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés) est basée sur leurs propriétés

biologiques.

3.1. Dosage des polyphénols totaux

La teneur en phénols totaux est estimée par la méthode de Follin-Ciocalteu pour
chaque extrait. Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par g de

matiere seche (mg EAG/g MS). Cette méethode de dosage présente une bonne productibilité
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puisque 1’absorbance est étroitement corrélée avec la concentration de 1’acide gallique utilisé

dans la gamme d’étalon ( R*=0.986 ) (Figure 21).

Résultats et discussions
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Figure 21: courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Les teneurs en polyphénols totaux dans les extraits d’4. herba alba varient selon le
solvant d’extraction. La figure 22 montre les résultats du dosage des polyphénols totaux, qui
indiquent clairement que la meilleure teneur en polyphénols est obtenue avec de ’cau distillée
(97.17 £ 1.06 mg EAG/g de MS), tandis que ’extrait éthanolique présente la teneur la plus
faible (28.69 + 0.99 mg EAG/g de MS).
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Figure 22 : taux des polyphénols totaux dans les extraits aqueux et éthanolique.
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Nos teneurs en composés phénoliques des extraits aqueux sont inférieurs par rapport a
ceux obtenus par Seddik et al. (2010) (133.43 mg EAG/g de MS) dans les extrait aqueux de la

méme espece.

Tawaha et al. (2007), ont obtenu des teneurs en composés phénoliques des extraits
méthanoliques (3.46 g EAG/g de MS) et aqueux (2.35 g EAG/g de MS) d’A. herba alba trés

élevées par rapport a nos résultats.

Les taux en polyphénols pour I’extrait éthanolique sont de 1’ordre de 28.69 mg EAG/g
de MS. Ces teneurs sont intermédiaires aux résultats obtenus par Caia et al. (2003) qui ont
constaté que 1’éthanol est le meilleur solvant d’extraction avec des teneurs en composés
phénoliques comprises entre 1.94 et 3.74 g EAG /100 g pour certaines plantes de la famille

des astéracées (Arctium lappa, A. annua, A. argyi et A. capillaris).

Djeridane et al. (2006) ont déterminé la teneur en polyphénols totaux de 1’extrait
¢thanolique 70 % (V/V) de la partie aérienne d’A. campestris; qui est égale a 20.38 mg
EAG/g MS, cette valeur est faible par rapport a la nétre. Dans une autre étude, Djeridane et al.
(2007) ont dosé les polyphénols totaux d’un extrait éthanolique (80 %) de la méme plante, le
résultat était 5 fois supérieur au précédent (103.4 mg EAG/g MS). Cette teneur peut atteindre
plus de 450 mg EAG/g d’extrait lorsque 1'extraction est réalisée avec une solution alcoolique a

50 % (Akrout et al., 2011).

Cette différence dans les teneurs peut étre expliquée par la nature du solvant utilisé, les
conditions expérimentales, environnementales, climatiques ainsi que les conditions de

stockage, la période de collecte, la maturité et les facteurs génétiques (Falleh et al., 2008).

D’apres Cazes (2005), les substances moins polaires (dérivés d’acides phénoliques) ne
sont pas isolées quantitativement en utilisant I’eau pure comme solvant d’extraction. Chirinos
et al. (2007) affirment que I’extraction par 1’eau pure mene & un extrait ayant une teneur
élevée en impuretés (acides organiques, glucides, protéines solubles) qui peuvent interférer

dans le dosage des composes phénoliques.

Les acides phénoliques tres polaires (acides benzoiques et cinnamiques) ne peuvent
pas étre extraits completement avec des solvants organiques purs, donc les mélanges alcool-
eau sont recommandés. L utilisation de I’eau en combinaison avec des solvants organiques
contribue a la création d’un milieu modérément polaire qui assure 1’extraction des composés

phénoliques (Lapornik et al., 2005; Liyana-Pathirana et Shahidi, 2005).
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La solubilité des composés phénoliques est influencée par le type de solvant utilisé et
le degré de leurs polymeérisations (Naczk et Shahidi, 2004). Cependant, ces derniers sont le
plus souvent combinés a d’autres substances (protéines, polysaccharides, terpenes,

chlorophylle, lipides, composés inorganiques, etc.) (Mompon et al., 1996).

3.2. Dosage des flavonoides

La détermination quantitative des flavonoides s’effectue par la méthode de trichlorure
d’aluminium (AICl3), elle se base sur la formation d’un complexe flavonoide-ion
d’aluminium ayant une absorbance maximale a 420 nm. La quercitine est utilisée comme
standard. Les résultats de ce dosage sont exprimés en mg équivalent de la quercitine a partir

de la courbe d’étalonnage (Figure 23)[Annexe 11].
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Figure 23: courbe d’étalonnage de la quercitine.

Les teneurs en flavonoides des extraits d’A. herba alba varient selon le solvant

d’extraction. Les résultats des dosages sont présentés dans la figure 24.
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Figure 24 : taux des flavonoides dans les extraits aqueux et éthanolique.

L’extrait aqueux présente la plus grande teneur en flavonoides dont la valeur est de
35.61 + 0.39 mg EQ/g de MS, alors que I’extrait éthanolique présente la teneur la plus faible
(10.98 +£0.64 mg EQ/g de MS).

Nos résultats par rapport aux teneurs en flavonoides d’extrait éthanolique sont
supérieurs a ceux obtenus par Djeridane et al. (2006), qui ont noté une teneur de 0,32 g
EQ/100g pour A. arboresens en utilisant 1’éthanol comme solvant d’extraction. Djeridane et
al. (2006) et (2007), ont déterminé la concentration des flavonoides dans deux extraits
éthanoliques 70 % et 80 % (V/V) d’A. campestris, ces teneurs sont estimées a 7.46 et 5 mg
EQ/g MS dans les deux extraits respectivement. Alors qu’Akrout et al. (2011) ont enregistré
une valeur de 56.31mg ER/g d’extrait alcoolique a 50 %.

Nos résultats relatifs a I’extrait aqueux sont inférieurs par rapport a ceux obtenus par
Saoudi et al. (2010) qui ont trouvé une teneur de 131.89 mg EQ/g d'extrait aqueux
d’A. campestris.

Le dosage est basé sur la solubilisation des composés dans les solvants. D’aprés
Lapronik et al. (2005), la solubilité des flavonoides dépend du nombre, du type et de la

position de la liaison des glucides avec les flavonoides.

La teneur en composés phénoliques peut étre déterminée par plusieurs facteurs. Des

études ont montré que les facteurs extrinséques, tels que les facteurs géographiques et
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climatiques, les facteurs génétiques, mais également le degré de maturation de la plante et la

durée de stockage ont une forte influence (Aganga et Mosase, 2001).

3.3. Dosage des tanins condensés

Le dosage des tanins condensés est réalisé selon la méthode colorimétrique de Folin-

Denis. L’¢étalon est ’acide tannique, 1’absorbance est lue dans une longueur d’onde de 760

nm. Les résultats obtenus sont représentés dans la courbe d’étalonnage (Figure 25).
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Figure 25: courbe d’étalonnage de 1’acide tannique.
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Figure 26: taux des tanins condensés dans les extraits aqueux et éthanolique.
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D’apres la figure 26, la teneur la plus importante en tanins est marquée par I’extrait
aqueux (46.58 = 0.91 mg EAT/g de MS), alors qu’une valeur de 15. 11 + 0.49 mg EAT/g de

MS est estimée pour I’extrait éthanolique.

Nos résultats sont supérieurs a ceux obtenus par Khirddine (2013) qui a enregistré une

concentration de 0.175 mg EAT/g MS pour la méme espeéce.

Les tanins condensés sont généralement amorphes, solubles dans 1’eau et insolubles

dans les solvants organiques apolaires (Quettier-Deleu et al., 2000).
4. Résultats des tests des activités biologiques

4.1. Test de P’activité antioxydante

Pour évaluer I’activité antioxydante in vitro de I’armoise blanche, deux méthodes sont

utilisées a savoir le DPPH et la FRAP.

4.1.1. Test du piégeage des radicaux libres DPPH

La méthode DPPH est choisie, en raison de sa simplicité, sa rapidité, sa sensibilité et
sa reproductibilité (Boudjelal, 2013).

L’efficacité d’un antioxydant peut étre définie comme sa capacité a fixer les radicaux
libres, donc a arréter la propagation de la réaction en chaine. Afin d’évaluer cette efficacité,
on utilise la méthode au diphényl-picrylhydrazyl. Le degré de décoloration indique le
potentiel piégeur des antioxydants presents dans les extraits (Molyneux, 2004) [Annexe 13].
Les résultats obtenus lors du test de mesure du pourcentage d’inhibition du radical DPPH
(1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) pour les échantillons et le standard sont portés dans la figure
27) [Annexe 12, 14, 15 et 16].

La figure montre que Pactivité antiradicalaire augmente avec la concentration du
standard et des échantillons d’A. herba alba. Les pourcentages d’inhibition des radicaux
libres pour I’HE, LEE et LEA sont largement inférieurs a ceux du standard (la vitamine C).
Pour une concentration de 0.1 mg/mL, les pourcentages d’inhibition sont les suivants ; 40.17
% pour le standard, 7.2, 4.52 et 2.4 % pour LEE, HE et LEA respectivement.
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Figure 27 : courbe comparative du pourcentage d’inhibition des extraits et de I’HE avec
I’acide ascorbique.
La capacité antioxydante des échantillons est déterminée a partir de leurs ICsy; qu’est
la concentration nécessaire pour réduire 50 % de radical libre DPPH. Plus la valeur d’ICsg est

basse plus I’activité antioxydante d’un composé est grande (Hebi et Eddouks, 2016).

Le tableau XV1I, montre que les 1Cso d’échantillons testés : les extraits (éthanolique et
aqueux) et I’HE, en comparaison a celui du standard (0.123 mg/mL), possédent des valeurs
de I’ordre de 0.735, 2.02 et 1.088 mg/mL respectivement. De ce fait, nous confirmons que nos
échantillons sont moins actifs que le standard. L’extrait éthanolique est le plus actif, suivie de

I’HE puis de I’extrait aqueux.

Tableau XVII: résultats d’ICsq des différents échantillons de I’armoise blanche et du

standard.

Acide ascorbique HE LEA LEE
ICs0 (Mg/mL) 0.123 1.088 2.02 0.735

Les feuilles d’A. herba alba ont fait 1’objet de nombreux travaux dont les résultats sont
variables. Ceux obtenus par Craciunescu et al. (2012); Paudel et al. (2014); Bakchiche et
Gherib (2014); Tuekaew et al. (2014); Djidel et khennouf (2014) concernant I’ICsy des
feuilles d’A. herba alba sont de 1’ordre de: 0.57, 0.82, 0.039, 462.52 et 0.006 mg/mL
respectivement. Cette variabilité est due a I’impact des facteurs environnementaux ainsi qu’a

la composition chimique de I’extrait.
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Des études montrent que I’activité anti-radicalaire est corrélée avec le taux des
polyphénols et des flavonoides dans les extraits des plantes médicinales (Mariod et al., 2009;
Halmi, 2015).

Malgré la richesse d’A. herba alba en polyphénols, elle n’a pas donné un meilleur
résultat de I’activité antioxydante. D aprés Wu et al. (2004), ceci peut étre dd a la méthode du

dosage des polyphénols totaux choisies qui ne donne pas une teneur exacte de 1’extrait.

Bien que le test au DPPH soit considéré comme une méthode simple, rapide et facile a
réaliser, les expériences ont montré certaines difficultés de la mesure de 1’état de réduction, un
phénoméne dynamique a faible concentration (traces d’antioxydant) est accompagné de

nombreux composes formés, dans certains cas, instables.

De plus, il existe une hétérogénéité structurale au sein des composés phénoliques qui
se traduit par des propriétés différentes. Le test au DPPH n’est pas quantitatif, il permet de
comparer différents extraits entre eux selon leur capacité a piéger le DPPH et ainsi,

d’apprécier les variations qualitatives des composés phénoliques.

L’absorbance du DPPH a 515-520 nm diminue sous [’action de la lumiére, de

I’oxygene, en fonction du pH et le type du solvant additionné a 1’antioxydant.

La structure chimique et la polarit¢ de I’antioxydant sont déterminantes pour sa
capacité a piéger les radicaux libres. Des effets synergiques mais aussi antagonistes sont
observés dans des solutions modeles qui contiennent plusieurs composes fonctionnels a

activité anti-radicalaire (Popovici et al., 2009).
4.1.2. Test de la réduction du fer FRAP

Le pouvoir réducteur est la capacité d’un extrait a donner un électron et a réduire le
fer. De nombreux auteurs considerent la capacité réductrice d’un composé comme indicateur
significatif de son pouvoir antioxydant (Jeong et al., 2004; Tepe et al., 2005; Kumaran et
Karunakaran, 2007; Liu et al., 2013).

L’évaluation du pouvoir réducteur, est réalisée par la méthode du FRAP sur les
échantillons d’A4. herba alba et du standard (acide ascorbique) & une concentration de 100

pg/mL.
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Les résultats obtenus (Figure 28) montrent que 1’augmentation de la réduction du fer

est proportionnelle a I’augmentation de la concentration de I’acide ascorbique et des

échantillons. L’HE présente un pouvoir réducteur élevé, contrairement aux extraits aqueux et

éthanolique qui sont faible [Annexes 17-21].
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Figure 28 : courbe comparative de la réduction du fer des extraits, d’acide ascorbique et de

I’HE.

A la DO 0.5 nm, les extraits (aqueux et éthanolique) montrent qu’ils ont un faible
pouvoir réducteur (Pr) (Tableau XVIII) par rapport au standard, contrairement a I’HE (0.030

mg/mL) qui posséde quasiment la méme activité que le standard (0.029 mg/mL). Goudijil

(2016) a aussi constaté que le Pr o5 de ’'HE d’A. herba alba, qui est de 12.53 pg/mL, est

supérieur a son standard (I’acide ascorbique) qui est de 66.73 pug/mL.

Nos résultats concordent avec ceux d’Oliveira et al. (2009), qui ont constaté que la

capacité réductrice de I’extrait éthanolique est plus élevée que celle de I’extrait aqueux des

feuilles d’Arbutus unedo.

Tableau XVIII. concentration efficace de la réduction du fer a une absorbance de 0.5 nm
pour les extraits, I’HE et I’acide ascorbique.

Acide ascorbique

HE LEA LEE

Pr o5 (mg/mL)

0.029

0.030 0.508 0.416

D’apres Goudjil (2016), il est difficile d’attribuer 1’effet antioxydant des HE a un ou a

certains composeés, car du point de vue chimique, une HE est un mélange de plusieurs dizaines

de composés, cette complexité rend souvent difficile I’explication du mode d'activité des HE.
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En effet, des études menées par certains chercheurs ont montré que I’activité
antioxydante des HE peut étre supérieure a celle des composés majoritaires testés séparément
(Tepe et al., 2005; Bakkali et al., 2008). Cette dominance d’activité des essences sur celle
d’un composant majoritaire confirme bien 1’effet de synergie que pourrait apporter les

composants minoritaires a I’activité des HE (Tepe et al., 2005; Wang et al.,2008).

Selon Hinneburg et al.(2006), le pouvoir réducteur d’un extrait peut étre lié a la

capacité des substances a transférer des électrons dans le milieu réactionnel.

La présence des réducteurs dans les extraits des plantes provoque la réduction de Fe®'/

ferricyanure en Fe**. Par conséquent, Fe** peut étre évalué en mesurant et en surveillant
I’augmentation de la densité de la couleur bleu dans le milieu réactionnel a 700 nm (Chung et
al., 2002). En d’autre terme, le systéme FeCls/KsFe (CN)g confére a la méthode la sensibilité
pour la détermination « semi-quantitative » des concentrations des polyphénols, qui

participent a la réaction rédox (Amarowicz et al., 2004).
4.2. Test de Pactivité antibactérienne

4.2.1. Vérification de la pureté des souches

» Coloration de Gram et test de la catalase

Les résultats obtenus concernant la coloration de Gram et le test de la catalase sont
représentés dans le tableau X1X [Annexe 22].

Tableau XIX : résultats de la coloration de Gram et de la catalase.

Souches bactériennes Forme Gram Catalase
S. aureus ATCC 25923 Cocci + +
E. coli ATCC 25922 Bacilles - +
B. cereus ATCC 14579 Bacilles + +
E. feacalis WDCM 009 Cocci + -

4.2.2. Résultats d’évaluation de ’activité antibactérienne

4.2.2.1. Sensibilité aux antibiotiques (antibiogramme)

L’antibiogramme consiste a chercher la sensibilit¢ des souches vis-a-vis des

antibiotiques, le tableau ci-dessous rapporte les valeurs en mm des zones d’inhibitions
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manifestées par les antibiotiques utilisés comme témoins positifs sur les différentes souches

étudiées.

Tableau XX: les antibiotiques utilisés comme témoin positif sur les différentes souches

étudiees.
Souches Antibiotique Diamétre d’inhibition
S. aureus ATCC 25923 Mecillinam (Mec) 20 mm
E. coli ATCC 25922 Mecillinam (Mec) 20 mm
B. cereus ATCC 14579 Pefloxacin (PEF) 20 mm
E. feacalis WDCM 009 Cephalothin (KF) 39 mm

4.2.2.2. Evaluation du pouvoir antibactérienne

Le test d’aromatogramme pour 1’évaluation de I’activité antibactérienne de différents
extraits et de I’HE, contre les bactéries : E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923,
B. cereus ATCC 14579 et E. feacalis WDCM 009 est estimé par la mesure des zones
d’inhibition autour des puits. Cette méthode permet d’obtenir les résultats mentionnés dans le
tableau ci-dessous et I’annexe 23.

Tableau XXI: résultats de I’aromatogramme pour I’évaluation de 1’activité antibactérienne de
différents extraits et de ’'HE.

Bactérie LEA LEE HE
S. aureus ATCC 25923 10+ 0 10+1.41 7.5 £0.70
E. coli ATCC 25922 12 +1.41 11,5+0.7 7+141
B. cereus ATCC 14579 17 +2.82 15+0.7 9+0.7
E. feacalis WDCM 009 20.5+3.53 11.5+0.7 6.5+0.7

D’apres les résultats des figures : 29, 30, 31 et 32, le diamétre des zones d’inhibition
difféere d’un échantillon a un autre et d’une souche bactérienne a une autre. Cette variation de
I’activité antibactérienne explique la diversité en compositions chimiques des différents

échantillons testés.

Le DMSO a 10 % et I’eau distillée qui sont utilisés en tant que contrdles négatifs, ne

montrent aucun effet inhibiteur sur la croissance bactérienne.

Les trois (3) antibiotiques utilisés comme témoins positifs sont choisis a base de la

sensibilité des souches contre elles.
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> S. aureus

L’histogramme (Figure 29) montre que le plus grand diamétre d’inhibition est observé
dans le cas de I’extrait éthanolique (10 £ 1.41 mm) et I’extrait aqueux (10 £ O mm) par
rapport a I’HE (7.5 = 0.70 mm). Ces résultats different de ceux de Seddik et al. (2010), qui
ont montré que la solution aqueuse (lyophilisée) d’A. herba alba ne donne pas de zone
d’inhibition.

Dans notre travail la zone d’inhibition est moins de 8 mm, donc notre souche est

considérée non sensible a I’HE de notre plante.

Ce résultat ne concorde pas avec celui de Ponce et al. (2003), qui ont signalé que ’'HE
des feuilles d’A. herba alba a un effet trés important sur S. aureus. De méme, Goudjil (2016)
a mentionné que Staphylococcus est trés sensible a I’HE d’A. herba alba avec une zone
d’inhibition de 23.10 mm.

Cette variation de 1’activité antimicrobienne explique la diversité en compositions

chimiques des différents échantillons testés.
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Figure 29: diamétre d’inhibition des différents échantillons sur S. aureus.

> E.coli

Le plus grand diamétre d’inhibition est observé pour I’extrait aqueux (21 + 0.41 mm)
suivi de I’extrait éthanolique (11.5 = 0.7 mm) et de ’'HE (7 = 1.41 mm) (Figure 30).
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Figure 30: diamétre d’inhibition des différents échantillons sur E. coli.

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que I’extrait aqueux de I’armoise

blanche présente une activité antibactérienne intéressante contre E. coli.

Selon Ponce et al. (2003), E. coli est extrémement sensibles (+++) a LEA car le
diametre de I’halo d’inhibition est supérieur a 20 mm. Elle est sensible (+) a LEE puisque le
diamétre d’inhibition varie entre 8 et 14 mm, et non sensible a I’HE (diameétre moins de 8

mm).

Ces résultats sont semblables comparativement a ceux de Boudjelal (2013), qui a
montré que E. coli ATCC 25922 a une sensibilité¢ a ’extrait méthanolique d’A. herba alba

avec une zone d’inhibition de 13 + 0.6 mm.

E. coli montre une résistance vis-a-vis de I’HE d’A. herba alba avec un diamétre
d’inhibition faible (7 mm), ce qui correspond aux résultats attribués par Benouda et al. (1988)
sur trois chémotypes d’armoise blanche : armoise a a et B-thuyone, et a camphre, qui ont

révélé des valeurs de zones d’inhibition inférieurs a 10 mm pour les deux souches d’E. coli.

Différemment aux travaux de Goudjil (2016), qui a enregistré¢ un diamétre d’inhibition

de 'HE d’A. herba alba de 12.2 mm.

La comparaison des résultats est assez difficile pour diverses raisons : variation des
souches bactériennes, les méthodes adoptées, la quantité des échantillons utilisés. Notant les
travaux reéalises par Benouda et al. (1988) dans des conditions expérimentales différentes des
notres (méthode de disque et quantité en HE de 6 uL).

69



Chapitre V Résultats et discussions

Les travaux de Naili et al. (2010) sur I’activité antibactérienne de 1’extrait des feuilles
d’A. herba alba sur plusieurs souches dont S. aureus et E. coli ont démontré que cet extrait a

un effet antibactérien sur les deux bactéries.
> B. cereus

D’apres la figure 31, les diamétres des zones d’inhibition différent selon 1’échantillon
¢tudié. La plus grande zone d’inhibition est enregistrée pour 1’extrait aqueux (17 + 2.82 mm)

suivi de I’extrait éthanolique (15 £ 0.7 mm) puis de I’HE (9 = 0.70 mm).
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Figure 31: diamétre d’inhibition des différents échantillons sur B. cereus.

Selon Ponce et al. (2003), B. cereus est considérée comme une souche tres sensible
(++) a LEA et a LEE, sensible (+) a I’'HE d 4. herba alba.

Les résultats obtenus montrent que 1’activité antibacterienne de I’HE est variable sur

chaque souche testée avec des zones d'inhibitions différentes.

L’activité antibactérienne de quatre types d’HE extraites par hydrodistillation de la
partic aérienne d’A. herba alba cultivée dans le Sud de la Tunisie sont évaluées sur des
bactéries a Gram positif (S. aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC 11778, E. faecalis ATCC
29212) et négatif (E. coli ATCC 35218). Les résultats montrent que tous les types d’huiles
examinés ont une importante activité antibactérienne vis-a-vis des souches testées (Mighri et
al., 2010).

Par ailleurs, Zouari (2010) et ses collaborateurs ont testé les HE de I’armoise blanche

sur 6 souches bactériennes dont E. coli ATCC 25922, B. cereus ATCC 11778 et E. faecalis
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ATCC 29212. Les résultats ont montré que cette huile a une activite variable contres toutes
les souches testées avec des zones d'inhibitions qui varient entre 8 et 23 mm ; la plus sensible
est B. cereus.

> E. feacalis

La figure 32 montre que les diamétres des zones d’inhibition différent selon
I’échantillon étudié. La plus grande zone d’inhibition est enregistrée pour 1’extrait aqueux
(20.5 £ 3.53 mm) suivi de I’extrait éthanolique (11.5 £ 0.7 mm) puis de I’'HE (6.5 £ 0.70

mm).
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Figure 32: diamétre d’inhibition des différents échantillons sur E. faecalis.

Selon Ponce et al. (2003), E. faecalis est extrémement sensibles (+++) & LEA car le
diamétre de 1’halo d’inhibition est de 20.5 mm, sensible (+) a LEE puisque le diamétre
d’inhibition est de 11.5 mm et non sensible a 'HE du fait que le diameétre de la zone

d’inhibition est de 6.5 mm.

Tres peu de travaux sont réalisés sur I’activité antibactérienne de I’HE d’A. herba alba

sur E. faecalis.

Nos résultats montrent qu’E. faecalis est résistante a I’HE d’A herba alba
contrairement aux travaux de Benmansour (2016) qui a constaté que E. faecalis ATCC 29212

est tres sensible a I’HE d’Artemisia judaica avec une zone d’inhibition de 30 mm.

La faible activité antibactérienne de notre HE peut étre liée a la durée du stockage de la

plante.

71



Chapitre V Résultats et discussions

Selon Oussalah et al. (2007), I’activité biologique d’une HE est en relation avec sa
composition chimique, les groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols,
aldéhydes) et les effets synergiques entre les composants.

D’aprés Oussou et al. (2004), I’action combinée de différents composés peut expliquer
la variation des resultats entre méme espece de différente région du monde. Ces molécules
agissent le plus souvent par une action synergique, soit seule ou avec les composés mineurs

qui peuvent contribuer significativement a I’activité des HE (Lahlou, 2004).

La plupart des travaux qui ont pour objet 1’é¢tude du mécanisme d’action des composés
des HE actifs préconisent que leur principal site d’action est la membrane plasmique
bactérienne (Shunying et al., 2005). lls sont aptes a désintégrer la paroi cellulaire des
bactéries (Silva et Ferandes Junior, 2010). La membrane perd sa structure et devient plus
perméable aux ions. La lésion de la membrane cellulaire peut également permettre la

dissipation du gradient pH et la diminution du potentiel membranaire (Lambert et al., 2001).

Plusieurs recherches scientifiques ont prouvé D’efficacit¢ de 1’extrait ou de I'HE
d’A. herba alba aussi bien sur des bactéries que sur des levures (Ramezania et al., 2004;
Zouari et al., 2010).

Pour une meilleure exploitation industrielle, il convient d’extraire I’HE d’A. herba
alba entre le 5°™ et le 9°™ jours du séchage aprés leurs récoltes, parce que la teneur en HE
est a son maximum. Au-dela de cette période, elles perdent qualitativement et

quantitativement leurs HE.

Les caractéristiques des HE sont attribuées aux dérivés terpénoides et
phénylpropanoides dont elles sont constituées. Les molécules oxygenées sont généralement

plus actives que les molécules hydrocarbonées (Guinoiseau, 2010).

Les terpénes ainsi que les flavonoides peuvent pénétrer dans la double couche
phospholipidique de la membrane de la cellule bactérienne et induire sa rupture. Le contenu
cytoplasmique est déchargé a 1’extérieur de la cellule impliquant sa destruction (Wendakoon
et Sakaguphi, 1995; Tsuchiya et al., 1996). Une perturbation chémo-osmotique et une fuite de
potassium intra-cytoplasmique peuvent subvenir, suivi de la libération d’acides nucléiques, de
I’ATP, et du phosphate inorganique (Tsuchiya et al., 1996; Daroui-Mokaddem, 2012).

D’une manicre générale, I’action des HE se déroule en trois phases :
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v’ attaque de la paroi bactérienne par I’HE, provoquant une augmentation de la
permeéabilité puis la perte des constituants cellulaires;

v acidification de I’intérieur de la cellule, bloquant la production de I’énergie cellulaire
et la synthese des composants de structure;

v' destruction du matériel génétique, conduisant a la mort de la bactérie.

4.2.2.3. Déetermination de la CMI pour les extraits et PHE

Les concentrations minimales inhibitrices des extraits et de ’HE sur les quatre

souches bactériennes testées sont mentionnées dans le tableau XXII.

Les résultats montrent que le taux d’inhibition augmente avec la concentration des
échantillons, et que la concentration minimale inhibitrice est inversement proportionnelle avec

P’efficacité antibacterienne des échantillons.

La CMI de LEA d’A. herba alba est de : 0.38, 0.29 et 0.12 mg/mL pour E. coli,
S. aureus et E. faecalis respectivement. La souche la plus sensible est B. cereus avec la
concentration la plus faible (0.05 mg/mL).

Pour la CMI de LEE d’A. herba alba, elle est de 0.75 mg/mL pour E. coli et S.
aureus, 0.29 mg/mL pour B. cereus. La souche la plus sensible est E. faecalis avec la

concentration la plus faible de 0.12 mg/mL.

Les valeurs de la CMI de I’HE d’A. herba alba est de 0.45 mg/mL pour E. coli, S.
aureus et E. faecalis. La plus faible concentration est marquée pour B. cereus avec une

concentration de 0.05 mg/mL, donc c’est la souche la plus sensible a I’HE.

Nos résultats semblent étre plus importants que ceux apportés par Boudjouref
(2011), qui a signalé qu’E. coli ATCC 25922 est la plus sensible aux extraits organiques
d’A. compestris avec une CMI de 0.5 mg/mL. Une CMI de 1.8 mg/mL pour S. aureus ATCC
25923.
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Tableau XXII: résultats de la CMI des extraits aqueux et éthanolique et de I'HE d’A. herba

alba sur les quatre souches testées.

—chantillons
Souches LEA LEE
S. aureus
CMI : 0.29 +0.13 g/mL CMI : 0.75 + 0 g/mL CMI : 0.46 + 0 g/mL
E. coli
CMI:0.38 + 0 g/mL CMI:0.46 + 0 g/mL CMI:0.75 0 g/mL
E. faecalis
CMI:0.12 + 0 g/mL CMI:0.12 + 0 g/mL CMI : 0.46 + 0 g/mL
B. cereus
CMI:0.05+0g/mL | CMI:0.29+0.13g/mL | CMI: 0.05 +0.02 g/mL
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4.3. Test de Pactivité insecticide

4.3.1. Evaluation de I’effet par inhalation de I’hydrolat d’A. herba alba sur
T. confusum

Les résultats obtenus montrent que le taux de mortalité des adultes de T. confusum

évolue proportionnellement avec la durée d’exposition a 1’hydrolat par inhalation (Figure 33).
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Figure 33 : taux moyen de mortalité en (%) des adultes de T. confusum traités par 1’hydrolat
en fonction des doses et de la durée d’exposition.

La figure montre que la mortalité moyenne de T. confusum est nulle dans le lot témoin
et a la dose de 50 pL tout le long de I’expérience. La toxicité de I’hydrolat se manifeste a la

dose de 100 pL a partir de 48 H, elle augmente avec le temps pour atteindre un taux maximal
de 20 % a 96 H.

Le test statistique d’indépendance de Kruskall Wallis, au seuil de 5 %, montre qu’il y
a une différence significative pour le facteur dose (P=0.014), mais pas pour le facteur temps
d’exposition (P=0.545). Pour I’interaction (dose, temps), aucune différence significative n’est

enregistrée (P=0.186). Par conséquence, la mortalité de I’insecte est influencée par la dose
utilisée [Annexes 25 et 26].

D’apres ces résultats, on peut déduire que 1’hydrolat a un effet insecticide tres faible

vis-a-vis de T. confusum.
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D’aprés Piochon (2008), les hydrolats contiennent en petite quantité des composés
volatils, semblables a ceux présents dans I'HE ainsi que des composés solubles dans I'eau non
retrouvés dans 'huile. C’est pour cette raison qu’ils présentent certaines activités biologiques
intéressantes, malgré ca, ils sont délaisses par la communauté scientifique a l'instar des HE

qui, elles sont beaucoup plus étudiées a travers le monde.

4.3.2. Evaluation de I’effet par inhalation de ’HE d’A. herba alba sur

T. confusum

Les résultats obtenus montrent que le taux de mortalité des adultes de T. confusum

évolue proportionnellement avec la durée d’exposition et les doses de I’HE par inhalation soit

10 et 20 pL (Figure 34).
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Figure 34 : taux moyen de mortalité en (%) des adultes de T. confusum traités par I’'HE
d’A. herba alba en fonction des doses et de la durée d’exposition.
La mortalité moyenne des adultes de T. confusum augmente en fonction de la dose de
I’HE et de la durée d’exposition. La mortalit¢é moyenne dans le lot t¢émoin est nulle tout le
long de I’expérience. Des la plus faible dose 10 uL, 'HE montre un effet toxique qui
s’exprime avec une mortalit¢ de 2.5 % apres 72 H d’exposition. La mortalité subit une légere
augmentation (15 %) a 96 H. A la dose 20 pL, une mortalité de 17.5 % est enregistrée au bout

de 24 H d’exposition, elle augmente jusqu’a un taux maximal de 50 % a 48 H d’exposition

pour se stabiliser.

Les résultats du test statistique d’indépendance de Kruskall Wallis, au seuil de 5 %,

montre qu’il y a une différence significative pour le facteur dose (P=0.003), mais pas pour le
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facteur temps d’exposition (P=0.679) et ’interaction entre les deux facteurs : dose et temps
d’exposition (P=0.208) [Annexe 25 et 27].

Nos résultats a la dose de 20 pL sont similaires & ceux obtenus par Boukra et al.(2019)
pour la méme plante sur T. castaneum, cet auteur a enregistré 50% de mortalité a la dose de
14 £ 0.02 pL.

Bouchikhi-Tani et al. (2018) signale qu’a la dose de 5.92 pL, ’'HE d’A. herba alba
exerce une toxicité de 50 % vis-a-vis des larves de Tineolabis selliella. A la dose 1.25 pL,
cette HE tue 50 % des adultes et a la dose 5 pL, elle inhibe complétement la ponte des
femelles (Bouchikhi-Tani, 2011).

Selon Ngamo et Hance (2007); Bouchikhi-Tani (2011), une HE n’exerce pas
forcément la méme activité aux différents stades du cycle biologique d’un insecte, comme il

existe une grande variation dans la sensibilité des espéces d’insectes pour une méme HE.

Plusieurs études ont montrées que l'efficacité insecticide des substances naturelles
appliquées dans les tests de toxicité par fumigation (inhalation) contre les ravageurs des
denrées stockées serait due a leur richesse en composés monoterpeniques (Regnault-Roger et
Hamraoui, 1995; Lee et al., 2001; Tapondjou et al., 2002; Kellouche, 2005; Hedjal-Chebheb,
2014; Khelfane-Goucem, 2014; Taleb-Toudert, 2015).

La toxicit¢ des HE sur les insectes est induite par 1’action de leurs composés
majoritaires (Seri-Kouassi et al., 2004). Les composés majoritaires des HE ont des efficacités
insecticides soit singulieére ou lorsqu’elles sont mises ensemble (Ngamo et Hance, 2007).
Selon Asawalam et al. (2008), I’action toxique combinée des composants majoritaires d’une
HE est plus remarquable que ’action individuelle de ses composants. D’apres Ojimelukwe et
Adler (1999), a-pinéne a révélé un effet insecticide intéressant contre le ténébrion brun de la

farine, des effets similaires ont été également notés avec monéne (Prates et al., 1998).

Les mécanismes d’action des HE sont méconnus (Isman, 2000). D’apres Bostanian et
al. (2005), les HE agissent directement sur la cuticule des insectes et acariens a corps mou,
elles sont moins efficace avec des insectes a carapace dure tels que les coléopteres et les

hyménoptéres adultes.

Les travaux de Ngamo et Hance (2007) et ceux d’Isman et Machial (2016) ont montré

que les monoterpénes agissent au niveau des récepteurs de 1’acéthyl-cholinestérase des
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jonctions neuromusculaires. En effet, d'aprés les travaux d’Obeng-Ofori et al. (1997), le 1,8-
cinéole au contact des insectes blogue la synthése de I'normone juvénile, il inhibe I'acétyl-
chlolin estérase en occupant le site hydrophobique de cet enzyme qui est trés actif. En général,

les HE sont connues comme des neurotoxines (Ngamo et Hance, 2007).



CONCLUSION

Les plantes médicinales restent toujours la source des principes actifs qui sont dotés de
propriétés thérapeutiques. Avec 1’apparition des microorganismes pathogenes résistants aux
antibiotiques, des insectes résistants aux insecticides et la toxicité des antioxydants
synthétiques, le recours aux molécules naturelles comme moyen alternatif s’aveére nécessaire.
C’est dans ce contexte que s’inscrit notre travail qui vise, la valorisation d’une plante
largement distribuée en Algérie appartenant a la famille des astéracées : A. herba alba. Le
choix de cette plante est base sur la frequence de son utilisation par la population locale.

Plusieurs aspects de cette plante sont étudiés : les rendements des extraits (aqueux et
¢thanolique) et de I’HE, ’analyse qualitative (par screening phytochimique et RP-HPLC) et
quantitative des extraits, I’activité antioxydante et antibactérienne de I’HE et des extraits,

I’évaluation de I’activité insecticide de I’hydrolat et de I’HE sur tribolium brun de la farine.

Les résultats ont montré que les rendements des extraits different en fonction du
solvant utilisé : avec un rendement estimé de 30.03 + 2.07 % pour 1’éthanol 96 % et 15.68 +
0.40 % pour I’eau distillée. Néanmoins, ils sont élevés par rapport a ceux de certaines plantes.

Par contre, le rendement en HE obtenu a partir d’une distillation a la vapeur saturée est faible

(0.18 %).

Le screening phytochimique des extraits a révélé la présence de plusieurs groupements
actifs a I’instar des phénols, des flavonoides, des terpénoides, des composés réducteurs, des
tanins totaux ainsi que des tanins galliques et condensés. Ces composants jouent un role
important dans la défense de la plante contre les agressions qui engendrent des maladies. La
technique de RP-HPLC confirme la présence des phénols et des flavonoides révélés par le

screening phytochimique.

D’un point de vue quantitatif, nos résultats montrent clairement que 1’extrait aqueux
présente les meilleures teneurs en polyphénols, en flavonoides et en tanins condensés avec
97.17 mg EAG/g de MS, 35.61 = 0.39 mg EQ/g de MS et 46.58 £ 0.91 mg EAT/g de MS

respectivement, par rapport a I’extrait éthanolique.

L’¢évaluation de I’activité antioxydante par la méthode du pouvoir de piégeage des
radicaux libres (DPPH) a montré que les extraits et I'HE ont un faible pouvoir par rapport au
standard (1’acide ascorbique). Pour le pouvoir réducteur du fer (FRAP), les résultats indiquent
que les extraits ont un faible pouvoir par rapport au standard, contrairement a I’HE qui

posseéde quasiment la méme activité que le standard : 0.03 et 0.029 mg/mL respectivement.
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Le test de I’activité antibactérienne par la méthode des puits, sur les quatre souches
utilisées : E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC 14579 et
E. feacalis WDCM 009, indique que I’HE a une faible activité vis-a-vis de ces quatre
souches, contrairement aux extraits qui montrent une activité variable selon I’extrait et la
souche bactérienne utilisée, signalant que la souche la plus sensible vis-a-vis de LEA est

B. cereus et la souche la plus sensible a LEE est E. faecalis.

L’évaluation de I’activité insecticide de I’hydrolat et de I’HE d’A. herba alba sur
T. confusum par la méthode d’inhalation, a présenté un taux de mortalité de I'ordre de 20 % a

la dose 100 pL pour I'hydrolat contre 50 % de mortalité a la dose de 20 pL pour I'HE.

A la lumiére de ces résultats, on peut conclure qu’A. herba alba présente une source
naturelle et prometteuse de molécules chimiques qui possédent des activités biologiques
importantes, de substances antioxydantes, antibactériennes et insecticide non négligeable.

Ce travail peut-étre considéré comme un point de départ pour d’autres travaux de
recherches sur les bienfaits d’A. herba alba, il serait intéressant de pousser cette étude, et
comme perspectives :

» optimiser les méthodes d’extraction pour les extraits et I’HE ;

» tester I’activité biologiques de la partie racinaire ;

« identifier les principes actifs, responsables des différentes activités, par une étude
quantitative des extraits (HPLC) et la caractérisation de I’HE par CG /MS;

« étudier I’activité biologique des composés majoritaires fractionnés ainsi que la
synergie entre eux;

« exploiter I’hydrolat dans d’autres activités biologiques tel que I’activité
antibactérienne et antioxydante ;

» valoriser I’hydrolat a 1’échelle industrielle comme moyen de lutte naturel contre les
insectes ravageurs ;

» érifier la toxicité de la plante sur I’Homme, par des essais sur un modele animal.

+ étudier d’autres propriétés biologiques de cette plante, a savoir les propriétés anti-
inflammatoires, antivirales, antimitotique et antipaludique ;

+ eétudier I’activité antibactérienne de nos échantillons sur d’autres souches comme les
bactéries multi-résistantes.

+ ¢tudier le mécanisme d’action des extraits et de I’HE sur les différentes bactéries.

« utiliser les extraits et I’HE dans la bio conservation des aliments a titre préventif.
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Annexe 1: carte d’Algérie, région d’Assekrem a Tamanrasset.
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Annexe 4: lyophilisateur (a gauche) et rotavopor (a droite) .

Annexe 5: hydrodistillateur de type alambic.

<«—— Potence

Réfrigérant

Tuyau entraineur de

vapeur
Alambic contenant le

matériel végétal
Ampoule & décantation

Source de chaleur
(bec bunsen)

Annexe 6: aspects des extraits et de ’'HE.

HE Extrait aqueux Extrait éthanolique



Annexe 7: verreries et appareillage

Appareillage

Verrerie et autres matériel

- Agitateur ;

- Autoclave (PB INTERNATIONAL);
- Balance analytique ;

- Balance de précision 0.01 mg ;

- Etuve (MEMMERT));

- Broyeur électrique ;

- Bain Marie (MEMMERT));

- Centrifugeuse ;

- pH métre ;

- Spectrophotométre UV visible(SCHIMADZU) ;
- Réfrigérateur (ENIEM) ;

- Rotavapor.

- Anse a boucle ;

- Boites de Pétri en plastique de
90 mm de diametre ;

- Coton ;

- Ecouvillons ;

- Entonnoir ;

- Erlenmeyer ;

- Eprouvettes graduées ;

- Flacons stériles ;

- Micropipettes de 5 a 1000 uL ;
- Tubes a essais stériles ;

- Tubes ECBU ;

- Béchers ;

- Cuve;

- Papier aluminium ;

- Papier filtre Whatman ;

- Passoire ;

- Pipette Pasteur ;

- Barreau magnétique

Annexe 8: composition des milieux de culture (pour 1 litre d'eau distillée)

Gélose Mueller-Hinton (MH)

e Extrait de viande de beeuf déshydratée ......
e Hydrolysat acide de caséine ...................
¢ AmIdon ......ooiiiiiii
®  AGAr i

e pH7,4

Bouillon ceeur-cervelle (BHIB)

e Extrait ceeur-cervelle.........ccoovvveiviieiienns
e Peptone pancréatique de gélatine .................
e Chlorure de sodium.........cccccvvvieiieiieevieene,
e Phosphate disodique ...........ccccoovririiiiniiennenn
®  GlUCOSE......oeiieciee e

e pH du milieu prét a ’emploi a 25°C : 7,4 +0,2.

Annexe 9: composition des solutions utilisées
» Diluant (Eau physiologique stérile)

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




Eaudistillée ... 1L
pH7,3+0,2

> Préparation de la solution de carbonate de sodium (Na,COs3)
Dissoudre 7 g dans un volume de 100 mL d’eau distillée.

» Préparation de la solution de chlorure d’aluminium (AICI;) a 10%
Dissoudre 10 g dans un volume de 100mL d’eau distillée.

> Préparation de la solution de chlorure de fer (FeCl3) 0.1%
Dissoudre 1 g dans un volume de 100mL d’eau distillée.

> Préparation de I’acide trichloracétique (TCA) a 10 %
Dissoudre 10 g dans un volume de 100 mL d’eau distillée.

> Préparation de ferrocyanure Kz;Fe(CN)s a 1 %
Dissoudre 1 g dans un volume de 100 mL d’eau distillée.

> Préparation de la solution saturée de CO3Na,

Dissoudre 43.75 g dans un volume de 100 mL d’eau distillée chaude (70 °C a 80 °C),
apres refroidissement, la solution est filtrée puis ajustée a 100 mL d’eau distillée.

> Préparation de la solution de Dimethylsulfoxyde DMSO C,HOS a 10%

Mélanger 10mL de DMSO avec 90 mL d’eau distillée, la solution est stockeée a
I’obscurité.

» Préparation de la solution du DPPH

Dissoudre 2.5 g de DPPH dans un volume de 100 mL de méthanol, la solution est
stockée dans le réfrigérateur et a I’obscurité.

» Préparation du tampon phosphate pH = 6.6

Préparé par un mélange de (65 mL +300 pL) de solution A + (34 mL+ 700 uL) de
solution B ou la solution A (0.9.73 g de Kh,PO, dans 100mL d’cau distillée) et la
solution B (0.5935 g de Na,HPO, dans 50 mL d’eau distillée)



Annexe 10: screening phytochimique.

Screening

Composés recherchés

Avant révélation

Apreés révélation

Anthocyanes (A)

Tanins catéchiques

(B)

Tanins (C)

Tanins galliques (D)

Flavonoides (E)




Saponines (F)

Composés réducteurs

(G)

Phénols (H)

Terpénoides (1)

Alcaloides (J)




Glucosides (K)

Quinones libres (L)

Annexe 11: dosage des flavonoides.

Annexe 12: courbe d’étalonnage de I’acide ascorbique.

Concentration (mg/mL) 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
DO 0.824 0.763 0.687 0.622 0.548
Pourcentage d’inhibition % 6.77 10.04 16.7 25 32.1

Annexe 13: test du pouvoir anti radicalaire DPPH du standard d’acide ascorbique.




Annexe 14: courbe d’étalonnage de lyophilisat d’extrait aqueux pour le DPPH.

Concentration (mg/mL) 0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
DO 0.874 0.867 0.866 0.879 0.856 1.07
Pourcentage d’inhibition % 0 0.8 0.92 1.436 2.06 2.4

Annexe 15: courbe d’étalonnage de lyophilisat d’extrait éthanolique pour le DPPH.

Concentration (mg/mL) 0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
DO 1.835 1.836 1.878 1.834 1.829 1.796
Pourcentage d’inhibition % 0 1.07 2.76 4.12 4.98 7.2

Annexe 16: courbe d’étalonnage de I’HE pour le DPPH.

Concentration (mg/mL) 0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
DO 0.664 0.651 0.649 0.639 0.634 0.792
Pourcentage d’inhibition % 0 0.93 1.96 2.67 3.77 4.52

Annexe 17: courbe d’étalonnage du pouvoir réducteur du fer de la vitamine C.

concentration (mg/mL) 0 0.01 0.025 0.05 0.075 0.1
DO de lavitC 0 0.218 0.538 0.911 1.35 1.57

Annexe 18: courbe d’étalonnage du pouvoir réducteur du fer de lyophilisat de
I’extrait aqueux.

Concentration (mg/mL) 0 0.01 0.025 0.05 0.075 0.1
DO 0 0.008 0.0248 0.054 0.066 0.102

Annexe 19: courbe d’étalonnage du pouvoir réducteur du fer de lyophilisat de
I’extrait éthanolique.

Concentration 0 0.01 0.025 0.05 0.075 0.1
DO LEE 0 0.018 0.033 0.073 0.08 0.12

Annexe 20: courbe d’étalonnage du pouvoir réducteur du fer de lyophilisat de I’'HE.

Concentration (mg/mL) 0 0.01 0.025 0.05 0.075 0.1
DO de I'HE 0 0.239 0.472 0.89 1.221 1.59




Annexe 21: test du pouvoir réducteur du fer.

Annexe 22: résultats de coloration de Gram.

B. cereus E. feacalis



Annexe 23: résultats de I’aromatogramme des différents extraits et de ’'HE

o

E. feacalis WDCM 009 .cereus ATCC 14579

E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 25923

Annexe 24: Tribolium confusum dans son substrat




Annexe 25: résultats du test de la normalité pour 1’hydrolat et ’'HE

> kz.test (mortali,pnorm,mean(mortali) , sd (mortali)
Cne-sample Kolmogorov-Smirnow test
data: mortali

b= O.SISSJ p-value = 1.258e-11
alternative hypothesis: two-sided

Résultats de la normalité pour I’hydrolat

> ks.test (morta,pnorm,mean (morta) , sd (morta) )
Cne-sample Kolmogorov-Smirnov test
data: morta

D = 0.4832,[ p—value = 3.674e-10 |
alternative hypothesis: two-sided

Résultats de la normalité pour ’'HE

Annexe 26: analyse de la variance a deux critéres de classification pour 1’effet de

I’hydrolat par inhalation sur T. confusum.

> kruskal.test (mortali~dose)
Eruskal-Wallis rank sum test
datca: mortali by dose
Kruskal-Wallis chi-sguared = 8.5253,
> kruskal.test (mortali~temps)
Eruskal-Wallis rank sum test
daca: mortali by temps
FKruskal-Wallis chi-=sguared = 2.1322,
> kruskal.test (mortali~inter)
Eruskal-Wallis rank sum test
datca: mortali by inter
Kruskal-Wallis chi-sguared = 14.922,

df = 2,|p—-wvalue = 0.01409
df = 3,|p—-wvalue = 0.5454
df = 111 p-value = 0.1861

Annexe 27: analyse de la variance a deux criteres de classification pour I’effet de

I’hydrolat par inhalation sur T. confusum.

> kruskal.test (morta~dos)

Eruskal-Wallis rank sum test

data: morta by dos
Eruskal-Wallis chi-sgquared =

11.5677,
» kruskal.test (morta~temp)

Eruskal-Wallis rank sum test

data: morta by temp
Eruskal-Wallis chi-sguared = 1.5153,

» kruskal.test (morta~inter)

Eruskal-Wallis rank sum test

data: morta by inter

Eruskal-Wallis chi-sgquared = 14.4717,

df = 2, p-value = 0.003077
df = 3, |p—value = 0.67T87
df = 11, p—value = 0,208
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