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Introduction




L utilisation des plantes médicinales est trés ancienne et connait un regain d’intérét
aussi bien pour les populations que pour les scientifiques, notamment dans les pays en voie de
développement ou les systémes de santé sont peu développés et limités aux grandes villes. Les
plantes médicinales possédent diverses activités biologiques et pharmacologiques. Elles sont
des réservoirs d’une grande variété des métabolites primaires (acides organiques, les glucides,
les lipides et les acides nucléiques) et métabolites secondaires : les alcaloides, les composés

phénoliques et les terpénoides (Zerargui et al., 2015).

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs & puiser dans le monde
vegétal et particulierement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules

naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse.

De nombreuses études ont mis en évidence la présence de métabolites secondaires

doués d'activités biologiques telles que les polyphénols, alcaloides, terpénes ...etc.

Le continent africain possede une biodiversité exceptionnelle, avec une grande variété
de plantes qui sont couramment utilisées pour leurs propriétés thérapeutiques. De nombreuses
substances naturelles différentes ont été identifiees et beaucoup d’entre elles sont utilisées
dans la médecine traditionnelle pour le traitement et la prévention des maladies (Kaouane et
al., 2017).

L'Algérie posséde une flore végétale riche et diversifiee et parmi ses plantes
médicinales qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre Artemisia ; largement
distribué surtout dans les régions semi arides dont de nombreuses espéces sont utilisées en
médecine traditionnelle en raison de leur richesse en molécules bioactives douées d’activités

thérapeutiques.

L’armoise blanche ou Artemisia herba alba est I’'une des dix espéces du genre
Artemisia les plus connues en Algérie. Cette plante est largement utilisée par la population
algérienne pour traiter les troubles digestifs, les ulcéres, les brdalures, les infections

respiratoires ainsi que les infections urinaires et génitales.

Cependant, malgré des études approfondies, il reste encore beaucoup a apprendre sur
les propriétés antimicrobiennes globales de I’Artemisia herba alba. De nombreux efforts de
recherche se sont concentrés sur des composés isolés ou des techniques d'extraction

specifiques, souvent sans comparer différents extraits et leurs bioactivités (Mapoung et al.,




2023). En outre, il est nécessaire d'établir un lien entre la composition chimique de ces
extraits et leur efficacité antimicrobienne afin de mieux comprendre leurs mécanismes

d'action.

C'est dans ce contexte que s'inscrit ce travail, dont l'objectif est d'extraire les
polyphénols d'Artemisia herba alba en utilisant une méthode assistée aux ultrasons, avec des
durées d'extraction de 15 minutes et 60 minutes, ainsi qu'un témoin sans ultrasons. Les
différents extraits seront ensuite doses pour comparer les concentrations en polyphénols,
flavonoides et tanins. L'axe central de ce travail est d'évaluer les activités antibactériennes et
antifongiques des extraits obtenus par ces différentes méthodes. Cette étude vise a approfondir
notre compréhension du potentiel pharmacologique de I’Artemisia herba alba, en mettant en
lumiere ses propriétés médicinales traditionnelles et en explorant ses applications pratiques

dans le domaine de I'agroalimentaire pour améliorer la qualité et la sécurité des produits.
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Synthése bibliographique

l. Plante Armoise blanche

1.1 Généralités sur I’armoise blanche

L’armoise blanche, connue depuis des milliers d’années, a été mentionnée par
I'historien grec Xénophon au début du IVe siécle avant notre ere, dans les régions steppiques
de Mésopotamie (Francise, 2001). Elle a été officiellement identifiée en 1779 par le botaniste
espagnol Ignacio Jordan Claudio de Asso y del Rio. Cette plante, surtout appréciée comme
paturage d'hiver pour le bétail, dégage une odeur typique de thymol et a un goGt amer qui lui

conféere ses proprietés astringentes (Francise, 2001).

Figure 1. L’armoise blanche (Https://remedes.ca/larmoise-une-plante-medicinale-a-

connaitre/).

1.2 Caractéristiques Botaniques de I'Armoise

L'Artemisia Herba alba, ou armoise blanche, est une herbacée atteignant 30 a 50 cm
de hauteur (Baba Aissa, 2000). Ses tiges, trés feuillues, forment des touffes plus denses selon
les conditions de précipitation (Ozenda, 1977). Les feuilles sont courtes, alternes, trés
découpées et recouvertes d’un duvet blanc. Elles ont une structure pennatipartite et se
réduisent en taille sur les rameaux, améliorant ainsi la tolérance de la plante a la sécheresse
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(Pourrat, 1975). Les fleurs, petites, tubulaires et jaunes, sont hermaphrodites et peuvent
dégager une forte odeur. La floraison se produit généralement de juillet a octobre. Les fruits
sont des akenes ovoides (Messai, 2011). En phytothérapie, les feuilles et les sommités fleuries

sont les parties les plus utilisées (Mucciarelli et Maffei, 2002).

1.3 Classification

L’armoise herba alba est de la famille des Asteraceae et du genre Artemisia. Elle est
aussi connue sous les noms d’armoise des sables ou d’armoise blanche. La classification
classique d'Artemisia Herba alba selon Judd et al., (2002) est détaillée dans le tableau

suivant :

Tableau I : Classification de la plante Artemisia herba alba (The International Plant Name
Index, 2014).

Régne Plante — Plantae
Embranchement Spermaphytes (Phanérogames) ou « plantes a graines »
Sous-embranchement Angiospermes (Plantes a fleurs)
Classe Dicotylédones (Magnoliopsida)
Sous-classe Asteridae

Ordre Asterales

Famille " Astéracées ou composce

Tribu Anthemideae

Sous-tribu Aremisiinae

Genre Artemisia

Espéce Artemisia herba alba

1.4 Composition Chimique

L’armoise blanche est un fourrage de grande valeur, avec un taux de cellulose
inférieur a son apparence (17 a 33 %). La matiere seche (MS) contient de 6 a 11 % de
protéines brutes, dont 72 % sont des acides aminés. Le B-carotene varie de 1,3 & 7 mg/kg
selon les saisons. La valeur énergeétique est faible en hiver (0,2 a 0,4 UF/kg MS), augmente au
printemps (0,92 UF/kg MS), diminue en été (0,6 UF/kg MS) et augmente de nouveau en
automne apres les pluies de septembre (0,8 UF/kg MS). La partie aérienne de I’Artemisia
Herba alba a des propriétés antioxydantes importantes grace aux flavonoides, polyphénols et

KB
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tanins, qui inhibent la production de superoxyde, d’hydroxyle et la peroxydation lipidique

dans les microsomes (Bruneton, 1999).

Il.  Les polyphénols de I’armoise et leurs propriétés antimicrobiennes

I1.1 Présentation des polyphénols de I' Armoise

Les polyphénols ou composés phénoliques sont des produits de métabolisme
secondaire des plantes qui regroupe un ensemble varié de plus de 8000 molécules (Bruneton,
1993). lIs se caractérisent par la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique
a 6 carbones (noyau benzénique), lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions
hydroxyles (OH), libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther, méthyle, ester,
sucre..), ils peuvent étre regroupes en différentes classes selon leur configuration chimique :
les acides phénoliques (acide caféique, acide hydroxy cinnamique, acide chlorogenique), les
flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols, les tanins et les lignines
(Abbas et al., 2017).

Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs dans les
racines, les tiges, les fleurs, et les feuilles. Ce sont les antioxydants les plus abondants dans
notre alimentation qui se trouvent dans les légumes et fruits, les légumes secs et graines
oléagineuses, les céreales, les olives, le café, et les jus de fruits. Les fruits et légumes
contribuent environ pour la moitié de notre apport en polyphénols (Middleton et al., 2000).
Un role important est attribué aux phénols dans la résistance des plantes aux maladies, Ils
subissent dans les tissus végetaux d’importantes variations quantitatives et qualitatives et
interviennent dans de processus vitaux les plus divers. En effet I’accumulation des substances
phénoliques dans les tissus végétaux infectés ou dans les zones avoisinantes est également
observée a la suite de blessures causées par des facteurs mécaniques. De plus, les polyphénols
sont connus aussi pour leur réle dans la qualité alimentaire des fruits en déterminant la saveur,
pour leurs effets protecteurs contre le rayonnement UV, I’effet attracteur sur les insectes et les
oiseaux pollinisateurs, et enfin pour leurs propriétés antifongiques et antibactériennes
(Benhammou, 2012).

11.1.1 Classification

Il existe plusieurs classes des polyphénols, principalement, les acides phénoliques
simples, les phénols simples, les stilbénes, les coumarines, les tanins, les quinones, les

flavonoides, les lignanes, les lignines et xanthones.
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11.1.1.1 Phénols simples et acides phénoliques

> Phénols simples : les phénols simples tels que le catéchol, le gauiacol, et le phloroglucinol
sont plutét rare dans la nature a I’exception de I’hydroquinone qui existe dans plusieurs

familles des plantes (Rosacées) (Bruneton, 2009).

> Acides phénoliques : lls représentent tous les composés organiques possédant au moins
une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils se trouvent en abondance dans les
fruits et les légumes tels que le chou vert, le chou blanc, les haricots verts, les épinards, et la

salade pommeée, ils sont subdivisés en deux groupes :

11.1.1.2 Flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus représentatif et le plus étudié des
composés phénoliques ; ils sont considérés comme des pigments quasiment universels des
végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles. De
point de vue structurale, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, a ce
jour environ 4000 variétés flavonoiques sont connus, et ont tous la méme structure de base a
quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-
benzopyrane, les trois carbones servant de jonction entre les deux noyaux aromatiques notés

A et B forment généralement un hétérocycle oxygené C (De Rijke et al., 2006).

Les flavonoides se trouvent soit a I’état libre, dans ce cas ils sont dits aglycones, soit
sous forme de C- ou O-glycosides, et dans ce cas ils sont liés a des sucres tels que le glucose,
le rhamnose, I’arabinose, ils peuvent en outre étre des monomeéres ou des oligoméres. Le
squelette d’hydrocarbures est la base de subdivision des flavonoides en plusieurs sous-classes
. anthocyanidines, flavonoles, isoflavonoles, flavones ; isoflavones, flavanes, isoflavanes,

flavanones, isoflavanones,etaurones(Tsimogiannis et Oreopoulou, 2019).
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gure 2. Structure chimique principale de quelques flavonoides (Boutakiout et Elothmani,
2015)

11.1.1.3 Tanins

Les tanins sont un groupe des polyphénols a haut poids moléculaire tres répondu dans
le regne végétal particulierement dans certaines familles (Fagacée, Rosacées, Coniféres), et se
trouvent dans divers organes : I’écorce, les feuilles, les fruits, les racines et les graines. Ce
sont des molécules fortement hydroxylées ayant la capacité de former des complexes
insolubles lorsqu’ils sont associés aux protéines, aux glucides et aux enzymes digestives en
réduisant ainsi la digestibilité des aliments. Ils peuvent étre liés ainsi a d’autres polymeres tels

que la cellulose et les éléments minéraux (Alkurd et al., 2010).

Ils sont divisés en deux groupes : les tanins condensés, constitués d’unités de flavan-3-
ols ou flavan-3-diols, le plus souvent épicatéchine et catéchine, et les tanins hydrolysables qui
peuvent libérer par hydrolyse chimique ou enzymatique une partie non phénolique (souvent le
glucose ou I’acide quinique) et une partie phénolique qui peut étre soit de I’acide gallique (cas
des gallotannins) soit un dimere de ce méme acide, I’acide éllagique (cas des éllagitannins)
(Macheix, 1996).
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Figure 3. Structure chimique principale des tanins (Aguilar et al., 2007).

11.1.1.4 Coumarines (C6-C3)

Ce sont des héterocycles oxygénés ayant comme structure de base le benzo-2-pyrone
et toutes sont substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a I’état
libre ou bien combiné avec des sucres, et constituent un moyen de défense aux attaques
biotiques et abiotiques (Bendif, 2017).

11.1.1.5 Stilbénes

Ce sont des composés phénoliques qui possédent la structure C6-C2-C6 comme les
flavonoides. Ce sont des phytoalexines produit par les plantes en réponse aux attaques des
pathogenes (resveratrol, transresveratrol). Les principales sources sont les raisins, les vins, le

soja, et I’arachide (Ozcan et al., 2014).

11.1.1.6 Lignanes

Ils résultent de la condensation d'unités phénylpropaniques. lls sont élaborés par
dimérisation oxydante de deux unités d’alcool confrérique ; ils se trouvent essentiellement

dans les graines oléagineuses (Dacosta, 2003).




Synthése bibliographique

I11.  Méthodes d’extraction des polyphénols de I’armoise
111.1 Méthodes d’extraction traditionnelles

111.1.1 Infusion

L'infusion est un processus similaire a la préparation des tisanes, consistant a verser de
I'eau bouillante sur une quantité spécifique de matiére végétale. Ce processus permet
d'extraire efficacement les composés actifs présents dans les plantes, tels que les polyphénols,
les flavonoides et les terpénes, qui peuvent avoir divers effets sur la santé humaine. L'infusion
est particulierement adaptée pour les feuilles, les fleurs et les petites graines, car elle permet
une libération optimale des composés phytochimiques solubles dans I'eau. La durée de repos
de la mixture, généralement entre 10 et 15 minutes, est importante pour garantir une

concentration maximale de ces composés dans I'infusion finale (Lehout, 2015).

111.1.2 Décoction

C’est un procédé de préparation des extraits de plantes ou la matiére végétale est
placée dans de I'eau froide, puis portée a ébullition et maintenue a feu doux pendant environ
15 minutes ou plus. Ce processus permet une extraction efficace des composes actifs présents
dans les racines et I'écorce des plantes, tels que les alcaloides, les tanins et les saponines. La
décoction est une méthode appropriée pour extraire ces composés spécifiques en raison de
leur nature souvent insoluble dans I'eau froide mais solubles dans I'eau chaude. Une fois la
décoction terminée, l'extrait aqueux est généralement décanté ou filtré pour obtenir un liquide

clair et concentré en principes actifs végétaux (Akesbi, 2021).

111.1.3 Macération

C’est une méthode simple d'extraction des composés actifs des plantes, impliquant le
trempage des plantes dans de I'eau froide pendant plusieurs heures. Cette technique permet a
I'eau d'absorber progressivement les principes actifs des plantes, tels que les huiles
essentielles, les flavonoides et les composés phénoliques. Il convient de noter que les plantes
peuvent également étre macérées dans d'autres solvants tels que I'alcool ou la glycérine,
offrant ainsi des options d'extraction adaptées a différents besoins et applications (Allaki,
2021).
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111.2. Méthodes d’extractions modernes

111.2.1 Extraction par Soxhlet

C’est une méthode largement utilisée en chimie et en pharmacologie pour isoler
efficacement les composés actifs des plantes. Cette technique implique l'utilisation d'un
solvant organique chauffé dans un appareil Soxhlet. Le solvant s'évapore du ballon central de
I'appareil et traverse une cartouche de cellulose contenant la matiere végétale a extraire,
assurant ainsi un contact continu avec les composes a extraire. Ensuite, le solvant se condense
goutte a goutte et, lorsqu'il atteint un seuil dans le tube siphon, il est renvoyé dans le ballon,
marquant la fin d'un cycle d'extraction. Ce processus se répéte pour plusieurs cycles,
permettant une extraction exhaustive des composés souhaités (Kallela, 2020 ; Ferdjallah,
2021)

111.2.3 Extraction par ultrasons ou sonication

L'extraction par ultrasons, également connue sous le nom de sonication, est une
méthode qui s'inspire de I'hydrodistillation traditionnelle et de I'extraction par solvant
organique. Contrairement aux méthodes conventionnelles, ou la matiere premiere est
simplement immergée dans de l'eau ou du solvant, I'extraction par ultrasons implique
I'application simultanée d'ondes ultrasonores a la solution. Ces ondes agissent sur la matiere
premiere en provoquant des phénomenes de cavitation et de micro turbulences, ce qui facilite
I'extraction des composés souhaités. Cette technique est particulierement adaptée a
I'extraction des huiles essentielles, ou elle permet d'améliorer le rendement et la qualité des
extraits obtenus. Cependant, son application ne se limite pas aux huiles essentielles ; elle a
également été largement étudiée pour l'extraction de molécules présentant un intérét
thérapeutique, telles que les composés bioactifs des plantes médicinales. L'avantage principal
de I'extraction par ultrasons réside dans sa capacité a réduire les temps d'extraction et a
améliorer I'efficacité globale du processus, tout en minimisant l'utilisation de solvants et en
préservant la qualité des extraits. Cette méthode offre donc une alternative prometteuse aux
techniques conventionnelles d'extraction, en répondant aux exigences croissantes en matiére

d'efficacité, de durabilité et de qualité des produits extraits (Benzeggouta, 2014).
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Figur4. Géneration, croissance et éclatement de bulles résultante du phénomeéne de cavitation
(Mason al., 2002).
Les méthodes d'extraction modernes incluent diverses techniques innovantes qui optimisent
I'extraction de composés précieux tout en réduisant I'empreinte environnementale.
L'extraction par fluides supercritiques utilise des solvants comme le CO2 au-dessus de leur
point critique, permettant une extraction efficace et sélective sans résidus de solvant.
L'extraction par eau surchauffée ou subcritique utilise I'eau a des températures et pressions
spécifiques pour extraire des composants thermolabiles tout en préservant leur intégrité.
L'extraction assistée par micro-ondes applique une énergie électromagnétique pour chauffer
rapidement et uniformément les échantillons, accélérant ainsi I'extraction de composes
volatils. Enfin, I'extraction assistée par enzymes (EAE) utilise des enzymes spécifiques pour
catalyser la dégradation des composes cibles, offrant une méthode douce et sélective. Ces
approches témoignent de I'engagement de I'industrie a développer des techniques d'extraction
plus efficaces, respectueuses de I'environnement et adaptées aux exigences croissantes de

durabilité.

IV.  Facteurs influencant les performances de I'extraction des polyphénols

IV.1 Taille des particules

Le broyage est largement reconnu pour son impact positif sur les opérations
d'extraction. En fragmentant le solide, il accroit la surface spécifique, favorisant ainsi le
transfert du solvant et réduisant la distance de pénétration dans le matériau végétal. Cette
intensification améliore le gradient de concentration, accélérant le processus d'extraction
(Mafart et al., 2004). Cependant, une fragmentation excessive peut entrainer des problemes
tels que I'évaporation des composés volatils et la suppression des éléments actifs. Les

particules trés fines peuvent également réduire la perméabilité du lit solide au solvant, créant
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des chemins préférentiels qui entravent le processus d'extraction dans certaines zones. Ainsi,
un équilibre doit étre trouvé pour maximiser les avantages du broyage sans compromettre la

qualité de I'extrait (Leybros et al., 1990).

1VV.2 Nature du solvant

La sélection du solvant pour I'extraction est importante, nécessitant un équilibre entre
efficacite et sécurité. Idéalement, le solvant doit étre sélectif, avoir une forte capacité de
dissolution et une température de fonctionnement basse pour éviter la dégradation des
composés thermolabiles (Aguilera et al., 2003). Il doit également étre non toxique, non
inflammable et avoir une volatilité élevée pour réduire les temps d'évaporation. Les solvants
comme l'eau et I'éthanol, et leurs mélanges, sont souvent privilégiés pour leur innocuite, les

rendant adaptés a l'industrie alimentaire et pharmaceutique (Ignat et al., 2011).

1V.3 pH du milieu d’extraction

L'ajustement du pH dans le processus d'extraction est essentiel, surtout pour les
polyphénols. La solubilité des molécules varie avec le pH du solvant. Dans le cas des
polyphénols, une acidification est souvent préférée pour stabiliser ces composés, faciliter leur
dissolution et leur diffusion dans la matrice végétale. Différents pH peuvent cibler
spécifiqguement différents groupes de polyphénols, permettant ainsi d'obtenir des extraits
riches en composeés particuliers. Par exemple, une extraction a pH 6 a partir de fibres d'avoine
a donné des rendements intéressants en composés phénoliques, tandis qu'a pH 10, les acides

gras et les protéines ont eté extraits (Lehtinen et al., 1998).

IV.4 Temps et température

L'optimisation du temps et de la température est essentielle pour réduire les colts
énergétiques de l'extraction des polyphénols. La détermination du temps optimal d'extraction
demeure un sujet de débat, avec des recommandations variant de courtes durées de 5 a 30
minutes (Yilmaz et al., 2006) a des périodes plus longues allant jusqu'a 24 heures (Fischer,
2013). Un temps d'extraction excessivement prolongé peut cependant compromettre a la fois
le rendement et la qualité antioxydante des extraits (Galvan et al., 2012). En ce qui concerne
la température, les températures élevées sont généralement favorables au rendement
d'extraction. Elles réduisent la viscosité du solvant, favorisant ainsi sa pénétration dans la
matrice végetale, et augmentent la solubilité et les coefficients de diffusion des composés.

Cependant, une temperature excessive peut entrainer la dénaturation des composeés a extraire
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et affecter la stabilité des polyphénols. Ainsi, trouver un équilibre entre une température
optimale pour I'extraction efficace et une température qui préserve la qualité des composés est

essentiel dans le processus d'extraction des polyphénols (Larrauri et al., 1998).

V.5 Agitation

Elle permet la mise en suspension des particules de solide dans le solvant mais aussi
I'nomogeénéisation du milieu considéré. L'agitation permet de réduire la résistance au transfert
de solutés au niveau de l'interface solide-liquide (couche limite) et d'augmenter le coefficient
de transfert. Si I'agitation est maintenue durant une longue période, elle va favoriser les chocs
entre les différentes particules et permettre ainsi I'éclatement de certaines cellules qui vont

libérer leur contenu cellulaire dans le milieu (Dibert et al., 1989).

IV.6 Rapport solide/liquide

Un faible rapport solide/liquide favorise I'extraction des polyphénols. Ce ratio peut
étre ajusté en modulant le volume de solvant. Cependant, I'augmentation du volume de
solvant, outre les préoccupations liées a sa toxicité, peut impacter les colts économiques et
énergétiques de l'extraction. Elle risque également de diluer le soluté et de prolonger la
procédure d'extraction en rendant I'élimination du solvant plus longue. A l'inverse, des
rapports solide/liquide trop élevés peuvent saturer le soluté dans le solvant et réduire la

pénétration du solvant dans le matériau vegétal (Pradal et al., 2016).

1VV.7 Soluté

Le soluté a extraire influe sur la diffusion de par sa structure moléculaire, sa taille, sa
localisation, sa répartition et ses liaisons dans la matiere végétale avec d’autres composés. Il a
été montré que la vitesse de diffusion diminue quand la taille moléculaire augmente. Les
substances a extraire, localisées a I’intérieur des cellules, se présentent sous forme libre
lorsque celles qui participent a la structure sont liées a d’autres composés. Leurs
concentrations varient selon les conditions climatiques de croissance, les conditions de

récoltes, I’état de maturité et le conditionnement (Lalou, 1995).

1V.8 Humidité

En régle geénérale, les matieres végeétales sont séchées pour faciliter leur
conditionnement et leur stockage. Un surplus d’humidité peut donc détériorer le substrat. De
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plus, lors de [Iutilisation de solvants hydrophobes, la diffusivité est inversement

proportionnelle a la teneur en eau du solide (Leybros, 1990).

V.  Activités antimicrobiennes des polyphénols

Une des fonctions incontestées des composés phenoliques et des flavonoides est leur
réle dans la protection des plantes contre I’invasion des pathogénes (bactéries, champignons,
virus...) ; alors il n'est pas surprenant qu'ils se soient révélés étre des substances
antimicrobiennes efficaces in vitro contre un large éventail de microorganismes (Cowan,
1999).

Parmi les polyphénols, les flavan-3-ols, les flavonols et les tanins ont fait I'objet d'une
attention particuliére en raison de leur large spectre et de leur activité antimicrobienne plus
élevée que celle des autres polyphénols, et du fait que la plupart d'entre eux sont capables de
supprimer un certain nombre de facteurs de virulence microbiens (comme l'inhibition de la
formation de biofilms, la réduction de I'adhésion des ligands de I'h6te, et la neutralisation de
toxines bactériennes) ; en presentant ainsi une synergie avec les antibiotiques, ils peuvent
augmenter ou restaurer I’activité des antibiotiques en inhibant les mecanismes de résistance
(Daglia, 2012).

Il y’a lieu de mentionner quelques résultats importants publiés ces dernieres années :
les extraits méthanoliques d’écorces de grenades (Punicagranatum) contiennent des
concentrations elevées de tanins hydrolysables, d'acide ellagique et d'acide gallique qui ont
montré une activité contre Escherichia coli, Salmonella spp, Vibrio cholerae et Listeria

monocytogenes (Coppo et Marchese, 2014).

Parmi les plantes aussi contenant de différents composés phénoliques douées
d’activités  antimicrobiennes  onpeutciter :  Zingiberofficinalis,Thymus  vulgaris,
Boswelliacarterii, Momordicabalsamina, Cyperus rotundus, Nymphéa lotus, Olea europaea,
Eucalyptus globulus, Rosmarinusofficinalis, Curcuma longa, Haloxylonscoparium, Artemisia
herba-alba, et la liste est tres longue (Haida et al., 2020 ; Othman et al., 2019)
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VI. Mecanismes d’action des polyphénols contre les microorganismes

V1.1 Intercalation dans la membrane bactérienne

Les composes phénoliques, notamment les flavonols, ciblent les phospholipides de la
membrane bactérienne en raison de leur hydrophobie, ce qui leur permet d'exercer leur
activité antibactérienne a l'intérieur de la cellule. Certains flavonols ont la capacité de pénétrer
la membrane bactérienne. L'entrée de molécules telles que le carvacrol crée un grand espace
entre les chaines d'acides gras des phospholipides. Cela augmente la fluidité de la membrane
et provoque des fuites de protons et d'ions potassium, une diminution du gradient de pH a
travers la membrane cytoplasmique et un blocage de la synthése d’ATP. Ces changements
entrainent des modifications de conformation et un manque de régulation de la membrane
cellulaire, perturbant ainsi le transport membranaire des substances nutritives. Finalement, ces

perturbations conduisent & la mort des cellules bactériennes (Ultee et al., 2002).

Il a été démontré que les composés phénoliques peuvent agir en chélatant le fer,
essentiel pour la survie de nombreuses bactéries. Ils interagissent également par des forces
non spécifiques, affectant les membranes microbiennes, les adhésines, les enzymes et le
transport a travers I'enveloppe cellulaire. Les polyphénols peuvent induire des changements
irréversibles chez différentes bactéries telles qu’Escherichiacoli, Pseudomonas aeruginosa et
Staphylocoque aureus, provoquant la rupture des membranes et la formation de pores,
entrainant des fuites de constituants intracellulaires. De plus, les polyphénols inhibent la
motilité bactérienne en provoquant la perte des flagelles et peuvent empécher la formation de
biofilms (Ceruso et al., 2020). Ces effets s'appliquent également a d'autres composés tels que
les phénols simples, les flavan-3 ols, et les tannins (y compris les proanthocyanidines, les
gallotannins et les ellagitannins). Ces composés agissent directement sur le metabolisme
microbien en privant les cellules de micronutriments essentiels, notamment le fer et le zinc.
Par exemple, les flavan-3-ols ont inhibé la croissance in vitro de plusieurs espéces
bactériennes telles que Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Campylobacter jejuni,
Clostridium perfringens et Escherichia coli en réduisant certains facteurs de virulence comme
la formation de biofilms et la motilite bactérienne (Burt, 2004 ; Borges et al., 2012).
Lorsqu'ils s'incorporent dans la membrane bactérienne, les composés phenoliques peuvent
également perturber le fonctionnement des protéines membranaires par interaction directe.
Ces interactions, présentes sur la paroi cellulaire bactérienne, peuvent entrainer la
complexation irréversible de protéines, conduisant souvent a leur inactivation et a une perte

de fonction. Les protéines d'adhésines exposées en surface, les polypeptides de la paroi
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cellulaire et les enzymes membranaires telles que I'ATPase sont les principales cibles de ces
composés, ce qui perturbe le métabolisme énergétique et inhibe ainsi la croissance

microbienne (Pooja et al., 2017 ; Prescott et al., 2018).

V1.2 Pénétration des composés phénoliques jusqu’au cytoplasme

Certains composés phénoliques, en fonction de leurs propriétés physico-chimiques,
peuvent traverser les limites de la membrane jusqu'au cytoplasme. Les acides phénoliques
sont caractérisés par leur aptitude d'agir comme des acides faibles, et entrainent une altération
des fonctions enzymatiques et/ou des molécules structurelles ainsi qu’une perte d’énergie

nécessaire a l'efflux des protons et donc inhibition de la croissance microbienne.

V1.3. Perturbation du métabolisme

Les flavonoides perturbent le métabolisme bactérien en provoquant une perte
d'équilibre de la membrane. Ils inhibent la synthese des acides nucléiques et le métabolisme
énergétique en inactivant des enzymes clés nécessaires a la synthese de I'ADN, telles que la

topo-isomerase et la dihydrofolate réductase (Zhang et al., 2009).

VI1.4. Autres propriétés

Les composés phénoliques sont impliqués dans la modulation immunitaire, ou nous les
trouvons dans I'immunité innée. Leur rdle est I’amélioration de l'activité phagocytaire des
macrophages, et donc la capacité de tuer les agents pathogenes intracellulaires, aussi ils sont
impliqués dans I'immunité acquise par la stimulation cellulaire qui entraine la sécrétion
d'IFNy et améliore le fonctionnement des cellules présentant I'antigene (macrophage et cellule
dendritique) conduisant a une stimulation supplémentaire de la réponse immunitaire et enfin

la mort des cellules.
VII. Evaluation des activités antimicrobiennes des polyphénols

VI1.1 Méthodes de test utilisées pour évaluer I’activité antimicrobienne

VI1.1.1 Méthode de I’antibiogramme

Le test de sensibilité aux antibiotiques, ou antibiogramme, est un test in vitro qui
détermine la sensibilité ou la résistance des bactéries a des antibiotiques spécifiques. Il est
réalisé en exposant le micro-organisme a différents antibiotiques dans un environnement de
laboratoire contrdlé pour évaluer leur efficacité a inhiber ou a tuer les bactéries. Les résultats

des tests de sensibilité aux antibiotiques aident les cliniciens a choisir le ou les antibiotiques
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les plus efficaces pour traiter une infection bactérienne. L’antibiogramme joue également un
réle important dans la surveillance des modeles de résistance bactérienne. En évaluant la
sensibilité ou la résistance des bactéries a divers antibiotiques, il fournit des données
précieuses sur la prévalence et les tendances de la résistance aux antibiotiques dans une
population ou une zone géographique particuliere. Les principes de I'antibiogramme reposent
sur I'évaluation de la capacité des antibiotiques a inhiber la croissance des bactéries ou a les
tuer. Un inoculum standardisé de bactéries, est appliqué sur la surface d'une boite de gélose
Mueller-Hinton (MH). Des disques de papier filtre imprégnés d'agents antimicrobiens sont
ensuite placés sur la gélose. Apres une nuit d'incubation, le diamétre de la zone d'inhibition
est mesuré autour de chaque disque. En se référant aux tableaux de la norme CLSI (The
Clinical&Laboratory Standards Institute) ou EUCAST (The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing), on obtient un rapport qualitatif indiquant si les
bactéries sont sensibles, intermédiaires ou résistantes a I'agent antimicrobien teste.

(Antibiogramme : Définition, Protocole, Interprétation (microbiologie-clinique.com)

Interpretive Categories and Zone Diameter Breakpoints
@ Sensible (5) Intermédiaire (1) Résistante (R)
PIP =21 18-20 =17%
o | &2 20-22 <19

™ . PIP =R |
Zone d'inhibition = 8 mm
[ 3

| IPMa>s

- \
Zone d'inhibition =27 mm

Culture bactérienne

— Fi
gure 5. Schéma de I’antibiogramme (Antibiogramme : Définition, Protocole, Interprétation
(microbiologie-clinigue.com)

VI11.1.2 Méthode de diffusion en disque

La diffusion en disque fait reférence a la diffusion d’un agent antimicrobien a partir
d’un disque ou d’un comprimé contenant une concentration donnée de I’agent dans un milieu
de culture solide (généralement une gélose de Muller- Hinton), inoculé avec une culture pure.
Le résultat de la diffusion en disque est obtenu par la mesure du diamétre de la zone
d’inhibition autour du disque, ce diamétre étant proportionnel a la sensibilité de la bactérie a

I’agent antimicrobien présent dans le disque. La diffusion de I’agent antimicrobien dans le
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milieu de culture se traduit par un gradient de concentration de I’antimicrobien. Lorsque la
concentration de I’antimicrobien devient si faible qu’il ne parvient plus a inhiber la croissance
de la bactérie testée, la zone d’inhibition se démarque. Le diameétre de cette zone d’inhibition
autour du disque d’antimicrobien est lié a la concentration minimale inhibitrice (CMI) pour
cette combinaison spécifique bactérie/antimicrobien ; la zone d’inhibition est en corrélation
inverse avec la CMI de la bactérie testée. En régle générale, plus la zone d’inhibition est large,
plus la concentration d’antimicrobien requise pour inhiber la croissance des microorganismes
est faible. Cela dépend toutefois de la concentration d’agent antimicrobien dans le disque et
de sa diffusibilité. Les agents antimicrobiens dont la taille moléculaire est trés élevée diffusent
mal dans la gélose, ce qui rend les méthodes de diffusion en disque peu fiables pour ces
composés. C’est pourquoi les méthodes de diffusion en disque ne sont par exemple pas

recommandées pour tester la sensibilité a la colistine/polymyxine (Matuschek et al., 2018).

VI11.1.3 Méthode de dilution en bouillon

C’est une technique dans laquelle une suspension de bactéries d’une concentration
optimale préalablement définie est testée par rapport a des concentrations variables d’un agent
antimicrobien (en général, dilutions sérielles au demi) dans un milieu liquide a la formulation
prédefinie et documentée. La méthode de dilution en bouillon peut étre réalisée soit dans des
tubes contenant un volume minimal de 2 ml (macrodilution) ou en plus petits volumes au
moyen de plaques microtitres (microdilution). De nombreuses plaques microtitres contenant,
dans leurs puits échantillon, des antibiotiques prédilués lyophilisés ou déshydratés sont sur le
marché. L’utilisation de plaques microtitres issues des mémes lots peut contribuer & minimiser
les variations susceptibles d’apparaitre lors de la préparation et de la dilution des
antimicrobiens par différents laboratoires. L’utilisation de ces plaques, avec un protocole de
test documenté incluant la spécification ainsi que les organismes de référence appropriés,

facilitera la comparabilité des résultats entre laboratoires (Matuschek et al., 2018).

V11.1.4 Méthode de dilution en gélose

La dilution en gélose consiste a incorporer des concentrations variables d’agent
antimicrobien dans un milieu gelosé, traditionnellement en procédant a des dilutions sérielles
au demi, suivies de I’insémination d’un inoculum bactérien défini a la surface de la gélose.
Cette méthode peut étre considérée comme la plus fiable pour déterminer la CMI pour
certains antimicrobiens (fosfomycine, mécillinam) ainsi que pour certaines bactéries pour

lesquelles les méthodes de dilution en bouillon ne sont pas bien établies (CLSI, 2015).




Synthése bibliographique

VIII. Résultats des études sur I’activité antimicrobienne des polyphénols

Les polyphénols ont suscité un intérét croissant au cours des deux dernieres décennies
en raison de leur potentiel préventif contre les maladies chroniques telles que les maladies
cardiovasculaires, le cancer, le diabéte et les maladies neurodégénératives. Initialement
reconnus pour leurs propriétés antioxydantes et chélatrices de métaux, les polyphénols ont
également démontré leur capacité a inhiber diverses enzymes clés, comme la telomérase
(Naasani et al., 2003) la cyclooxygénase (Hussain et al., 2005) et la lipoxygénase (Sadik et
al., 2003) ainsi qu'a interagir avec les voies de signalisation cellulaires et les récepteurs
(Wiseman et al.,2001). Parallelement, leur potentiel antimicrobien contre un large éventail de
micro-organismes a €eté étudié en profondeur, mettant en lumiére les flavan-3-ols, les
flavonols et les tanins pour leur spectre étendu et leur activité antimicrobienne supérieure. Ces
composés sont capables de supprimer des facteurs de virulence bactérienne tels que la
formation de biofilms, réduire l'adhésion aux ligands hotes et neutraliser les toxines
bactériennes, souvent agissant en synergie avec les antibiotiques. Les applications potentielles
incluent le développement de nouveaux conservateurs alimentaires (Rodriguez et al., 2010)
pour répondre a la demande croissante de solutions naturelles et I'exploration de thérapies
innovantes face a la montée de la résistance microbienne aux antibiotiques traditionnels

(Jayaraman et al., 2010).

VI11.1 Utilisation des polyphénols comme nouvelle stratégie de lutte contre la résistance
microbienne en combinaison avec des médicaments anti-infectieux

Les maladies infectieuses restent parmi les principales causes de morbidité et de
mortalité tant dans les pays développés que dans les pays en développement. La pression
sélective exercee par I’utilisation, la mauvaise utilisation et la surutilisation de médicaments
anti-infectieux a soulevé le probléeme des microbes résistants aux antibiotiques (bactéries,
virus ou parasites) qui ont acquis la capacité de survivre aux médicaments existants a des
concentrations cliniquement pertinentes et sont responsables de maladies trés graves, telles
que le sida, la tuberculose, la gonorrhée, le paludisme, la grippe, la pneumonie, la diarrhée et
les infections chroniques causées par les biofilms bactériens. Les options thérapeutiques pour
ces agents pathogenes dits acquis dans la communauté (tels que S. aureus résistant a la
pénicilline, a la méthicilline et a la vancomycine ou V. cholera multirésistant) sont
extrémement limitées, de méme que les perspectives de développement de la prochaine
géneration de medicaments antimicrobiens. Récemment, en considérant que les antibiotiques

sont des composés biologiques produits par des bactéries ou d’autres micro-organismes et
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capables de tuer ou de supprimer la croissance et la reproduction d’autres bactéries
(Martinez, 2009) plusieurs recherches ont proposé que les polyphénols, métabolites
secondaires développés par les plantes comme stratégie de défense contre les insectes,
champignons ou bactéries phytophages, pourraient étre utilisés en combinaison avec des
antibiotiques afin de potentialiser leur efficacité, pour réduire la dose d’antibiotiques et, par

conséquent, pour réduire les effets indésirables des antibiotiques (Coutinho et al., 2009).

VI11.2. Réle des polyphénols dans la réduction de la formation de biofilms

Les recherches sur I'activité des composés phénoliques végetaux contre les biofilms
bactériens ont révélé qu'en plus de leur capacité a détruire les bactéries, ils peuvent également
interférer avec les mecanismes de régulation bactériens tels que la détection du quorum et
d'autres systemes régulateurs mondiaux. Cela permet de réduire la formation de biofilms sans
affecter la croissance bactérienne directement (Silva, 2016). Les bactéries les plus étudiées
pour leur capacité a former des biofilms comprennent Staphylococcus aureus et les
staphylocoques a coagulase négative, qui sont impliqués dans les infections associées aux
dispositifs médicaux (Donlan, 2001). De plus, Streptococcus mutans est reconnu comme un

agent majeur dans la formation de caries dentaires (Do, 2013).

IX. Utilisations et intéréts de I’ Artemisia herba alba

IX.1 Usages traditionnels

L’espéce Artemisia herba alba est largement utilisée en médecine traditionnelle. Elle a
été utilisée, tout d’abord, comme aromatisant dans le thé et le café, puis elle est devenue une
panacée dans la médecine traditionnelle arabo-musulmane. Traditionnellement utilisée pour
traiter les désordres gastriques ainsi que pour son activité antihelminthique, elle présente aussi
un caractére vermifuge trés prisé pour le bétail. Des études ethno pharmacologiques ont
montré I’intérét de I’armoise blanche contre le diabete grace a son activité hypoglycémiante,
ainsi que contre I’hypertension, et egalement la présence d’activité emménagogue. Les
extraits aqueux d’armoise blanche montrent des activités antileshmaniose, antigénotoxiques,
antidiabétiques, antibactériennes et antispasmodiques. L’huile essentielle présente quelques
activités : antimicrobiennes, antifongiques, spasmolytiques et hypoglycémiques (Marrif,
1995 ; Bellakhdar, 1997).
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IX.2 Usages cosmetiques

Utilisée en parfumerie et en cosmétologie grace a son pouvoir antiseptique et aromatique ;
elle sert a augmenter la durée de conservation des produits cosmétiques tout en leur assurant

une odeur agreable (Dahmani, 2004).

I1X.3 Usages alimentaires

En alimentation, I’Artemisia herba alba est utilisée comme ardme de certaines
boissons comme le thé ou le café. Néanmoins, son usage dans I’industrie alimentaire reste tres
limité a cause de la toxicité de la béta thujone dont le taux ne doit pas dépasser 5mg/kg
(Bendjilali et al., 1984).

IX.4 Intérét Médical
Depuis l'isolement de I'artémisinine en 1972, plus d'un million de malades, en Asie, en

Afrique et en Amérique du Sud, ont été traités avec cette molécule ou un de ses dérivés,
principalement l'artésunate et I'artéméther (Rawls et al., 2003). Actuellement, l'artémisinine
est disponible en Chine et au Vietnam, sous forme de capsules et de suppositoires. Elle est
moins onéreuse que ses dérivés mais également moins active ; des résultats probants ont
toutefois été obtenus avec les suppositoires chez des enfants souffrants de malaria aigué
(Bremner et Mulvaney, 1982). Par ailleurs, l'artéméther, sous forme injectable, est
aujourd'hui enregistré dans plusieurs pays d'Afrique, d’/Amérique du Sud et bien sdr d'Asie du
Sud-Est. Mais le dérivé le plus prometteur est certainement l'artésunate, que ce soit sous
forme injectable, de comprimés ou de suppositoire. Des médicaments confectionnés avec
cette molécule sont disponibles depuis quelques années déja en Chine, en Thailande, en
Birmanie et au Vietnam et au Brésil (Soltner, 1996). Artemisia herba alba est tres utilisé en
médecine traditionnelle lors d’un désordre gastrique tel que la diarrhée et les douleurs
abdominales. Elle est aussi utilisée en tant que remede de I’inflammation du tractus gastro-
intestinal (Ghrabi et Sand, 2008).
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L'objectif principal de cette étude est d’évaluer I’effet des ultrasons sur I’extraction des
polyphénols totaux de I'Artemisia herba alba et de tester I’activité antimicrobienne de ces
extraits sur différentes souches microbiennes. Cette étude a été réalisée dans les laboratoires
de physico-chimie et de microbiologie de la faculté des sciences biologiques et des sciences

agronomiques de l'université Mouloud Mammeri de TI1ZI- OUZOU.

l. Matériel
1.1 Matériel biologique
1.1.1 Armoise blanche (Artemisia herba alba)

La plante Artemisia herba alba était récoltée dans la région de Boussaada (wilaya de
Msila) commune Ben Srour en Avril 2023. Les échantillons ont été conservés dans des sacs a

température ambiante, a I’abri de la lumiere et de I’humidité jusqu’a leur utilisation.

1.1.2 Souches microbiennes utilisées

Les souches bactériennes et fongiques utilisées sont des souches de référence ATCC
(American Type Culture Collection) fournies par le laboratoire de biochimie analytique et
biotechnologie et le laboratoire de microbiologie pedagogique du département de biochimie
microbiologie de P'UMMTO. Les souches et leurs caractéristiques sont résumées dans le

tableau ci-dessous.

Tableau Il : Souches bactériennes utilisées et leurs caractéristiques.

Souches bactériennes Gram Température Durée

d’incubation d’incubation

Esherichia Coli ATCC 25922

Klebsiella Pneumoniae ATCC 700603 Gl =
37°C 18 4 24H
Staphylococcus Aureus ATCC MU50
Enterococcus Faecalis ATCC 494552
Gram+

Bacillus Subtilis ATCC 6633

o
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Tableau 111 : Souches fongiques utilisées et leurs caracteristiques.
Souches fongiques Type Température Durée
d’incubation d’incubation
Candida albicans ATCC37 Levure
Aspergilus niger Moisissure G 4-5 Jours

1.2 Matériels non biologiques

1.2.1 Milieux de cultures

Les milieux de culture utilisés pour les activités antimicrobiennes sont résumés dans le

tableau ci-dessous :

Tableau IV : Milieux de culture utilisés.

Tests Milieux de culture Microorganismes
Repiquage / revivification | Gélose Chapman Staphylococcus aureus,
des souches microbiennes | Gélose Hektoen Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae
Gelose Nutritive Bacillus subtilis,

Enterococcus faecalis
Gélose Sabouraud Candida albicans
Aspergillus niger

Antibiogramme Gélose Mueller-Hinton Bactéries, levure et Moisissure

La suite du matériel non biologique a savoir les appareils, la verrerie et les produits

utilisés dans cette étude sont résumés dans I’annexe 01.

1. Méthodes

I1.1 Préparation de la poudre végétale de I’armoise

Apres la récolte de la plante, toutes les impuretés ont été soigneusement enlevées. Les
plantes ont ensuite été sechées au soleil. Une fois séchées, les parties aériennes ont été
séparées et broyées a I’aide d’un mortier jusqu’a obtention d’une poudre tres fine. Cette

poudre a été tamisée pour éliminer les particules grossiéres, puis conservée dans des boites en

o
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verre a I’abri de la lumiére et de I’humidité, a température ambiante, jusqu’au moment de
I’utilisation.

Figure 6. Etapes de broyage et tamisage de la plante.

11.2 Préparation de I’extrait assisté aux ultrasons

Le solvant éthanol & 70% a été choisi en raison de sa capacité a extraire un large
éventail de polyphénols, de sa faible toxicité et de sa disponibilité. Ce solvant est optimal en
raison de ses propriétés combinées, alliant a la fois des caractéristiques polaires et non
polaires qui facilitent la solubilisation des biomolécules. Comparé a d'autres solvants
organiques, I'éthanol a 70% présente une toxicité moindre, ce qui le rend plus sir a manipuler
et plus respectueux de I'environnement. Chaque essai a débuté par I'ajout de 40 ml d'éthanol a
70% a 2 g de poudre végétale, suivi d'une homogénéisation sur une table d'agitation a 200
tr/min pendant 24 heures. Ensuite, le macérat a été soumis a un bain a ultrasons a une
fréquence constante de 35 kHz et & une température de 5°C, pour des durées de 15 et 60
minutes respectivement. Deux échantillons de contréle ont été maintenus au réfrigérateur sans
exposition au bain a ultrasons. Une filtration minutieuse a été réalisée a I'aide d'une passoire et
de papier filtre (type Whatman N°1). Par la suite, I'extrait obtenu a été évaporé par le rota
vapeur afin de récupérer les residus secs. Les résidus secs ont été reconstitués avec 10 ml
d'éthanol et conservés au froid. Cette procédure expérimentale a été répétée deux fois pour
assurer la fiabilité des résultats obtenus. Les évaluations chimiques, incluant le dosage des
polyphénols, des tanins et des flavonoides, ont été menées sur ces résidus secs tout au long de
I'étude.

11.3 Préparation et utilisation des Disques

Pour préparer les disques sans antibiotiques, le papier Whatman N°01 a été découpé en
disques de 6 mm de diamétre. Ces disques ont ensuite été placés dans un flacon en verre et

j
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stérilisés a l'autoclave a 120°C pendant 20 minutes pour éliminer tout risque de contamination
par des germes exogenes (Goumni et al., 2013). En paralléle, des disques témoins positifs ont
été utilisés pour leurs propriétés antimicrobiennes spécifiques. Deux disques antibiotiques,
contenant de la Gentamicine (CN10) et de la Tétracycline (TE30), ont été utilisés pour
I'antibiogramme, tandis qu'un troisieme disque antifongique, contenant du Kétoconazole
(KET50), a été employé pour I'antifongigramme. Le choix de ces disques est justifié par leur
capacité a inhiber spécifiquement la croissance de certains micro-organismes, ce qui est

essentiel pour évaluer la sensibilité des agents antimicrobiens.

I11.  Analyses physico-chimiques de la poudre d’armoise blanche

111.1 Détermination du taux d’humidité (Audigie et al., 1982)
» Principe
L'échantillon & analyser est séché dans I’étuve a 105°C pendant 24h, a pression

atmosphérique, jusqu'a ce qu'il atteigne une masse constante.

» Mode opératoire
Peser les creusets en aluminium vide sur une balance de précision ensuite introduire
dedans 1g de poudre végétale et les placer dans I’étuve réglée a 105°c pendant 24 h. Les

creusets avec poudre sont repesés apres refroidissement.

Figure 7. Etapes de séchage de la poudre.

» Expression des résultats
La teneur en eau (%) est donnée par la formule suivante :

Taux d’humidité (%) = P1- P2/ P1 x 100

j
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Dont :
P1 : Poids initial en (g) de la prise d’essai avant séchage.
P2 : Poids final en (g) de la prise d’essai aprés séchage.

A partir de la teneur en eau, on détermine le taux de la matiere seche qui est donné par la
formule suivante :

Taux de matiere seche (%) = 100 — teneur en eau (%) J

111.2 Détermination du taux de cendres
» Principe

Le procédé implique l'incinération de la poudre végétale dans un four a moufle, utilisant des
creusets en terre cuite, a une température de 500°C pendant cing heures, suivie d'un refroidissement de
quatre heures. L'opération est considérée achevée lorsque les résidus prennent une teinte blanche
grisatre.

» Mode opératoire

Peser avec précision trois creusets en terre cuite a I'aide d'une balance de précision, puis y
introduire 1 gramme de poudre végétale dans chacun. Placer ces creusets dans un four a
moufle réglé a 500°C pendant quatre heures. Aprés dessiccation, reprendre le poids des trois

creusets contenant les cendres.

Figure 8. Etapes de détermination du taux de cendres.

» Expression des résultats
Le pourcentage de cendres est calculé par la formule suivante :

Dont : Tc % = m2- m0 /m1 — mOx 100 J

Tc : Taux de cendres en %.

j
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mO : La masse du creuset vide en (Q).
m1 : La masse du creuset et I’échantillon avant séchage en (g).

m2 : La masse de creuset et I’échantillon aprés séchage en (g)

111.3 Détermination de la teneur des extractibles
» Principe

Les extractibles ont été extraits par une combinaison de deux solvant organiques (le
toluene et I’éthanol), avec un appareil de type Soxhlet, le solvant est évaporé, I’échantillon est
séché puis pesé.

» Mode opératoire

Le ballon est d'abord pesé a l'aide d'une balance, puis 2 grammes de poudre végétale
sont soigneusement pesés et placés dans une cartouche cellulosique de I’appareil
d’extraction. Dans le ballon, 200 ml de toluene et 100 ml d’éthanol sont ajoutés. Une fois
I’extracteur monteé sur le ballon et positionné sous le réfrigérant, I’appareil est allumé et le
chauffe-ballon est activé jusqu'a ce que le niveau du solvant dépasse la cartouche. A ce
stade, I’ébullition est stoppée et le solvant contenu dans I’extracteur est vidé. Par la suite,
I'ensemble des solvants est porté a ébullition dans le chauffe-ballon pendant une durée de
5 heures. Aprés évaporation maximale du solvant, le ballon est seché a I’étuve pendant
quelques minutes avant d'étre transféré dans un dessiccateur. Une fois refroidi, le ballon
est repesé pour évaluer précisément la masse des résidus restants.

Figure 9. Etapes d’extraction des extractibles.

j
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> Expression des résultats
Le taux d’extractibles est exprimé par un pourcentage obtenu comme suit :

% EX= (P2-P1) / PE) x100

P1 : Poids du ballon vide (g) ;
P2 : Poids du ballon apreés séchage (g) ;

PE : Prise d’essai (Q).

IV.  Analyse phytochimiques des extraits
1.1 Détermination du rendement

» Principe

Le rendement représente la quantité d'extrait obtenue aprés évaporation du solvant
(éthanol), exprimé en pourcentage par rapport a la masse initiale de la plante utilisée pour
I'extraction. Ce calcul suit I'équation décrite par (Mahmoudi et al., 2013).

> Mode opératoire

Le filtrat obtenu a été évaporé jusqu'a ce que tout le solvant soit éliminé, laissant un résidu

sec. Ensuite, ce résidu est gratté avec une lame pour obtenir une poudre finement divisée.

Figure 10. Etapes de séchage de I’extrait.

» Expression des résultats
Le rendement qui est exprimé en pourcentage, il est calculé par la formule suivante :

j
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R (%) = (M ext / M éch) x 100

R : Rendement en pourcentage
M ext : Masse de I’extrait aprés évaporation en mg

M éch : Masse de poudre vegétale en mg de matiére seche.

IVV.2 Dosage des polyphénols totaux (Méthodes de Folin- Ciocalteu)
» Principe

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin
Cioclateu (Singleton et al., 1999). Le reactif de Folin-Ciocalteu est constitué d’un mélange
d’acide phosphotugustique et d.’acide phosphomolibdique. Ce dernier est réduit par des
phenols, en mélange d’oxydes bleu de tungstene et de molybdéne. Cette coloration bleue dont
I’intensité est proportionnelle aux taux de composes phénoliques présents dans le milieu

donne un maximum d’absorption a 765 nm (Moualek, 2018).

» Mode opératoire

Pour chaque extrait, 5 ml de réactif de Folin-Ciocalteu (dilué 10 fois) sont ajoutés a 1 ml dans
des tubes a essais. Apres une incubation de 5 minutes, 4 ml de carbonate de sodium a 7,5%
(Na,CO3) sont ensuite ajoutés. Les tubes sont laissés a incuber pendant 2 heures a température
ambiante et a I'abri de la lumiére. Apres incubation, I'absorbance est mesurée a 765 nm a
l'aide d'un spectrophotometre UV-visible. Les concentrations en polyphénols totaux des
extraits sont calculées en se référant a une courbe d'étalonnage établie avec de I'acide gallique
a différentes concentrations (0-320 pg/ml).

Tableau V : Préparation des dilutions de I’acide gallique.

Concentration (ug/ml) 0 20 40 80 160 320
Volume SM (ml) 0 0,625 1,250 2,5 5 10
Volume éthanol 70%
10 9,375 8,750 7,5 5 0
(ml)

> Expression des résultats
La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique (AG). Elle est exprimée en mg
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équivalent d’acide gallique par gramme de matiere seche (mg EAG/g de matiére seche « MS

») selon I’equation suivante :

Tpt=C.V/M

Tpt : Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/g de matiere séche)

C : Concentration de I’extrait équivalente a I’acide gallique, 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).

IV.3 Dosage des flavonoides (Méthode de dosage avec AICl3)
La détermination de la teneur en flavonoides des extraits est effectuée par la méthode

colorimétrique en utilisant des solutions de chlorure d’aluminium (AICI;) adaptée par
(Bahorun et al., 1996).

» Principe

La methode repose sur I’aptitude des flavonoides a chélater les metaux (fer et
aluminium), cette propriété est propre aux groupements hydroxyles des phénols flavonoides
capables de donner un complexe en présence d’aluminium (chlorure d’aluminium)
(Ribéreau-Gayon, 1968).

» Mode opératoire

Introduire 1,5ml de solution méthanolique de chlorure d’aluminium 2 % dans 1,5ml
d’extrait dans un tube a essai. Aprés une incubation de 15 min & température ambiante. La
lecture est faite dans un spectrophotomeétre UV-visible a 430 nm. Les concentrations des
flavonoides contenus dans les extraits sont calculées en se référant a la courbe d’étalonnage

obtenue en utilisant la quercétine comme standard a différentes concentrations (0-10mg/ml).

Tableau VI : Préparation des dilutions de la quercétine.

Concentration (mg/ml) 0 0,625 1,25 2,5 5 10
Volume SM (ul) 0 31,25 62,5 125 250 500
Volume éthanol 70%(ul) | 2000 1968,75 | 1937,5 | 1875 1750 1500
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» Expression des résultats

La concentration des flavonoides est calculée a partir de I’équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec la quercétine. Elle est exprimée en mg équivalent de
quercétine par gramme de matiere séche (mg EQ/g de matiére seche « MS ») selon I’équation

suivante :

Tf=C.V/M

Tf : Teneur en flavonoides (mg EQ/g d’extrait sec de la plante)

C : Concentration de I’extrait équivalente a la quercétine, 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).

IV.4 Dosage des tanins condensés (Raja et al., 2017)
» Principe

La méthode adoptée est celle de la vanilline avec I'acide sulfurique. Cette méthode est
basée sur l'interaction de la vanilline avec le groupe flavonoide terminal des tanins condensés
et la formation de complexes rouges, ce qui s'explique par la propriété des tanins a se

convertir en anthocyanidines rouges par interaction avec la vanilline (Schofield et al., 2001).

» Mode opératoire

Une prise de 1 ml de chaque extrait a été ajoutée a 2 ml de vanilline préparée a 2 gde
vanilline dans 78 ml d’acide sulfurique (H,SO,) a 70%. L’absorbance est mesurée a 500 nm
apres 15 min d’incubation dans un bain marin a 25°c. La courbe d’étalonnage a été réalisée en
parallele dans les mémes conditions opératoires en utilisant de la catéchine avec des

concentrations comprises entre 0-3 mg/ml.

Tableau VII : Préparation des dilutions de la catéchine.

Concentration (mg/ml) 0 0,162 0,325 0,750 15
Volume SM (ml) 0 0,162 0,325 0,75 1,5
Volume éthanol 70%
3 2,838 2,675 2,25 1,5
(ml)
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» Expression des résultats

La concentration des tanins condensés est calculée a partir de I’équation de régression de
la gamme d’étalonnage établie avec la catéchine. Elle est exprimée en mg équivalent
catéchine par gramme de matiere seche (mg EC/g de matiére séche « MS ») selon I’égquation

suivante :
Tt=C.V/M

Tt: Teneur en tanins (mg EC/g d’extrait sec de la plante)

C : Concentration de I’extrait équivalente a la catéchine, 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)

V. Analyses microbiologiques

V.1 Vérification de souches de références et purification des souches

Afin de vérifier la pureté des souches, des examens microscopiques et

macroscopiques, une coloration simple et une coloration de gram ont été realises

V.1.1 Observation macroscopique

Cette observation repose sur des criteres morphologiques tels que I’aspect, la forme et
la taille des colonies.

V.1.2 Observation microscopique

L'observation des microorganismes vivants permet de faire une approche de leur
morphologie, de mettre en évidence leur mobilité ainsi que leur mode de groupement. Pour
cela, on depose une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame, on préléve une fraction
de culture en grattant une colonie isolée avec une pipette Pasteur stérile et on I’incorpore dans
la goutte d’eau. La lame est ensuite séchée sans brdler la colonie au-dessus de la flamme du
bec Bunsen jusqu’a évaporation totale de I’eau physiologique. On recouvre la préparation
d’une lamelle sans enfermer de bulles d’air ni faire déborder la suspension et on observe a

I’objectif (G10 x 40) du microscope.
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V.1.3. Coloration simple

En plus d’observer la mobilité et la forme des bactéries, une coloration permet de
mieux observer leurs structures ainsi que leurs modes de regroupement. Sur une lame, une
goutte d’eau physiologique stérile est deposee, puis une fraction de culture est prélevée
stérilement et incorporée a la goutte d’eau pour obtenir une suspension homogeéne. Une goutte
de bleu de méthyléne (BM) est ajoutée au centre de la lame et mélangée avec la suspension.
Aprés 5 minutes, la préparation est rincée avec de I’eau physiologique stérile, séchée et fixée
a la chaleur au-dessus de la flamme du bec Bunsen. Une goutte d’huile a immersion est

ensuite ajoutée et I’observation se fait avec un objectif x100.

V.1.4 Coloration de Gram

Cette méthode est basée sur la différence de perméabilité des bactéries a I’alcool, ce
qui affecte leur capacité a retenir un colorant primaire, le violet de gentiane. La préparation du
frottis consiste a déposer une goutte d’eau physiologique stérile sur une lame, a y ajouter une
fraction de culture, puis a sécher et fixer ce frottis a la chaleur au-dessus de la flamme du bec
Bunsen. La lame contenant le frottis est recouverte pendant 30 secondes a 1 minute par le
violet de gentiane, puis rincée avec de I’eau physiologique. La préparation est ensuite
décolorée avec de I’éthanol a 96% pendant 30 secondes, rincée et colorée avec de la fuchsine
pendant 30 secondes. Aprés un dernier rincage, la lame est séchée, fixée a la chaleur, une
goutte d’huile a immersion est ajoutée et I’observation se fait au microscope avec un objectif
x100. Les bactéries colorées en violet sont des Gram positives (+), et celles colorées en rose
sont des Gram négatives (-).

V.2 Conservation des souches et repiquage /Revivification

Les différentes souches bactériennes sont entretenues par repiquage sur des milieux de
culture sélectifs favorables a leur croissance, puis incubées a 37°C pendant 24 heures pour les
bactéries, et a 25°C pendant 4 a 5 jours pour les levures et les moisissures. Cette méthode
permet d'obtenir des colonies bactériennes jeunes et isolées, nécessaires pour préparer

I’inoculum.

Dans des conditions stériles, une colonie isolée et représentative de la souche est
prélevée a I’aide d’une pipette Pasteur stérile ou d’une anse, puis étalée en stries sur une

nouvelle boite de milieu de culture sélectif pour chacune des souches. Les boites sont ensuite
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incubées dans une étuve a 37°C pour les bactéries et a 25°C pour les levures et les

moisissures.

V.3 Evaluation de I’activité antimicrobienne

V.3.1 Préparation des prés cultures et des suspensions microbiennes

A partir d’une culture jeune et pure, des colonies bien isolées sont prélevées a I’aide
d’une anse ou d’une pipette Pasteur, puis déchargées dans 9 ml d’eau physiologique stérile.
La suspension est homogénéisée a I’aide d’un vortex (Rahal et al., 2005). Pour garantir des

résultats fiables lors de la préparation de I’inoculum, une standardisation est essentielle.

Les souches conservées a 4°C sont ensemencees sur des milieux de culture sélectifs
spécifiques a chaque type de bactérie, puis incubées a 37°C pendant 18 heures pour les
bactéries, et & 25°C pendant 48 heures pour les levures et les moisissures. A I’aide d’une anse,
une a deux colonies bien isolées sont prélevées et introduites dans des tubes contenant 9 ml
d’eau physiologique stérile. Aprés agitation de la suspension au vortex, la standardisation est
effectuée a l'aide d'un spectrophotomeétre a une longueur d'onde de 625 nm pour obtenir une
absorbance comprise entre 0,08 et 0,1 pour les bactéries et 0,04 pour les levures et les
moisissures, en ajoutant une colonie ou en diluant avec de I’eau physiologique stérile. Cela

correspond & une concentration de 10°-10" UFC/ml.

V.3.2 Antibiogramme

Pour évaluer les activités antimicrobiennes des extraits éthanoliques d'Artemisia herba

alba a une concentration de 1 g/ml, un antibiogramme a éte réalisé selon les étapes suivantes :

V.3.2.1 Ensemencement

La gélose Muller Hinton (MH) stérile a été coulée dans des boites de Pétri stériles, puis
laissée a refroidir et a solidifier a température ambiante avant utilisation. L'ensemencement a
éte effectué par écouvillonnage. Un écouvillon stérile a été trempé dans la suspension
microbienne des souches testées : Escherichia. coli, Klebsiella. pneumoniae, Staphylococcus.
aureus, Bacillus. subtilis, Enterococcus. feacalis, Aspergillus. niger, et Candida. albicans.
Aprés avoir égoutté I'écouvillon a I'intérieur du tube, il a été frotté sur toute la surface de la

gélose de maniere a obtenir des stries serrées. Cette opération a été répétée trois fois en
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tournant la boite de 60° a chaque application pour assurer une distribution homogéne de

I'inoculum.

V.3.2.2 Dépot des Disques

Des disques de papier Whatman (6 mm de diamétre) stérilisés ainsi que des disques
d'antibiotiques (pour les bactéries) et des disques antifongiques (pour les levures et
moisissures) ont eté disposés a égale distance les uns des autres sur les boites ensemencées, de
maniere a eviter le chevauchement des zones d'inhibition. Chaque disque a recu 20 pL des
extraits purs d'Artemisia herba alba & une concentration de 1g/ml a I'aide d'une micropipette.
Un disque imprégne de DMSO a éte utilise comme témoin négatif.

Les boites ont été placées au réfrigérateur a 4°C pendant une heure pour permettre une
diffusion des extraits. Elles ont ensuite été incubées dans une étuve a 37°C pendant 24 heures.

V.3.2.3 Lecture

Aprés l'incubation, I'effet des extraits se manifeste par I'apparition autour des disques de
zones d'inhibition circulaires transparentes, indiquant I'absence de croissance microbienne. Le
diamétre de ces zones d'inhibition est mesuré. La sensibilité des bactéries envers les différents
extraits est classée selon les diameétres des halos d’inhibition mentionnée dans le tableau
suivant :

Tableau VIII : Sensibilité des souches microbiennes en fonction des zones d’inhibition
(Mouas et al., 2017).

Sensibilité Symbole Zone d’inhibition
Non sensible ou résistante - Diameétre < 8mm
Sensible + Diameétre compris entre 9 a 14 mm
Tres sensible ++ Diameétre compris entre 15a 19 mm
Extrémement sensible +++ Diamétre > 20 mm
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V.3.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices CMI et bactéricides
CMB

V.3.3.1 Détermination des CMI en milieu liquide
» Principe

La détermination des CMI a été réalisée par la méthode de micro dilution en milieu
liquide, couramment effectuée dans des plaques a 96 puits a fond arrondi. Les suspensions
bactériennes ont été diluées dans du bouillon et distribuées dans ces plagues (Kahlmeter et
Turnidge, 2012).

» Mode opératoire

L'inoculum bactérien a été standardisé afin de préparer une suspension adequate. 100 pl
de cette suspension standardisée ont été introduits dans 10 ml de bouillon Mueller-Hinton.
Tous les puits des plaques de microdilution ont été remplis avec 50 ul de bouillon Mueller-
Hinton. Une solution mere des extraits purs a été préparée et 100 pl de cette solution ont été
ajoutés au premier puits. Des dilutions en série au demi (1/2) ont été realisees dans la plaque
de 96 puits. Ensuite, 50 pl de chaque dilution ont été transférés dans 50 ul de bouillon
Mueller-Hinton dans chaque puits. Chaque puits a ensuite été ensemencé avec 50 ul de
I'inoculum bactérien standardisé, portant le volume final de chaque puits a 150 ul. Les
concentrations finales obtenues étaient de 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, et
1/512 de la concentration initiale. Chaque essai a été répété trois fois pour chaque souche
bactérienne. Un contrdle positif, contenant 50 ul d'inoculum et 50 pl de bouillon Mueller-
Hinton, ainsi qu'un témoin négatif, contenant 50 ul d'extrait pur et 50 ul de bouillon Mueller-

Hinton sans inoculum, ont été inclus dans chaque série.

Les microplaques ont été recouvertes et incubees a 37°C pendant 18 & 24 heures. Ensuite,
30 pl de résazurine a 0,015 % ont été ajoutés a tous les puits comme indicateur de viabilité
bactérienne, et les plaques ont été réincubées pendant 1 a 2 heures. La CMI a été définie
comme la plus faible concentration d'extrait pour laguelle aucune modification visible de la

couleur, indicative de la croissance bactérienne, n'a été observée.

> Lecture des résultats

- Une coloration bleu-violette indique I'absence de croissance bactérienne.

- Une coloration rose indique la présence de croissance bactérienne.
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V.3.3.2 Détermination des CMB
» Principe

La concentration minimale bactéricide (CMB) est définie comme la plus faible
concentration d'un agent antimicrobien capable de tuer 99,9 % de la population bactérienne
initiale. Apres la détermination de la CMI, les puits de la microplaque contenant des
concentrations d'agent antimicrobien strictement supeérieures a la CMI sont utilises pour la
détermination de la CMB (Khobzaoui, 2014).

» Mode opératoire

La CMB a été déterminée en prélevant 10 pl des dilutions correspondant a la CMI et des
deux dilutions immédiatement supérieures, qui ne montrent pas de croissance visible, et en les
ensemencent sur des boites de gélose Mueller-Hinton (MH). Les boites ont été incubées a
37°C pendant 24 heures. Cette technique permet de verifier la viabilité et la capacité de
culture des cellules. La CMB est définie comme la concentration pour laquelle aucune

croissance bactérienne n'est observee sur la gélose.

Cette methode permet de confirmer l'efficacité bactéricide des agents antimicrobiens

testés, offrant ainsi des données cruciales pour I'évaluation de leur potentiel thérapeutique.

V. Etude statistique
Les résultats des analyses phytochimiques et microbiologiques ont été comparés par I’analyse
de la variance (ANOVA) avec un seuil de signification o = 0,05 a I’aide du logiciel

STATBOX Version 6.
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Résultats des analyses physico-chimiques de la poudre d’armoise
Les résultats des analyses physico-chimiques de I’armoise blanche sont résumés dans la

figure ci-dessous :

20,00%

18,00% a B 7,%
16,00% % /
14,00% /
12,00% @ Humidité
10,00% o H Cendres
8,00%
6,00% 5P Extractibles
4,00% = X
2,00%
0,00%
Humidité Cendres Extractibles

Figure 11. Résultats de la teneur en humidite, des cendres et des extractibles.

Les analyses physicochimiques de la poudre d'Artemisia herba alba ont révélé des
résultats intéressants et des variations par rapport a d'autres études. Le taux d'humidité de la
poudre est de 5% =+ 0,82, correspondant a une teneur en matiere séche de 95%. Ce taux est
inférieur a celui rapporté par Kulbanu (2022), qui a trouvé une teneur en humidité entre
8,55% et 8,77%. Une faible teneur en humidité, comme celle observée, est bénéfique car elle
réduit les risques de décomposition des substances actives par des micro-organismes,

garantissant ainsi une meilleure qualité de conservation de la plante (Pharmacopee

europeenne, 2005).

En ce qui concerne la teneur en minéraux, les résultats indiquent une teneur de 9% + 1,
ce qui est supérieur aux valeurs trouvées par Sango et Matilebou (2021) et Eoukili (2013),
qui ont rapporté des taux de cendres de 6% et de 3,1% a 3,4% respectivement. Les cendres
totales représentent la partie inorganique de la plante, contenant des éléments essentiels tels
que le calcium, le phosphore, le sodium, le potassium, le magnésium et le manganese. La
teneur en minéraux dépend de plusieurs facteurs, notamment les réserves du sol, la
disponibilité des eléments pour la plante et I'efficacité de la captation racinaire (Riviere, 1978
; Jarrige et al., 1995). La relation entre la quantité d'eau et d'éléments minéraux absorbés par

la plante est importante pour la nutrition végetale (Bruch et Jones, 1978).

Enfin, la teneur en extractibles de la poudre d'armoise blanche est de 17,5% =+ 2,5,
déterminée par extraction avec de I'éthanol et le toluéne. Les extractibles, constitués de
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composés de faible poids moléculaire, peuvent étre extraits aisement sans traitements severes.
Ces composés varient selon l'essence, le site géographique, la génétique et la saison
(Amusant, 2003). Une teneur en extractibles de 5% a 20% est courante et leur nature varie

considérablement.

Ces résultats montrent que la poudre d'Artemisia herba alba possede une faible teneur
en humidité, une teneur élevée en minéraux et une teneur significative en extractibles, faisant

delle une plante potentiellement utile pour diverses applications thérapeutiques et
médicinales.

I1.  Résultats des analyses phytochimique des extraits
Les résultats des analyses phytochimiques et I’analyse des différentes variables étudiées
sont présentees dans les tableaux ci-dessous :

Tableau IX : Résultats des analyses phytochimiques.

Extraits RDT PPT Flavonoides Tannins
(%0) (mg EAG/g MS) | (mg EQ/g MS) | (mg EC/g MS)
sans US 17,02 19.15 2,85 0,76
US 15 min 21,4 19,5 35 0,78
US 60 min 15,4 16,55 3,25 0.9

Tableau X : Résultats de I’analyse de la variance des différentes variables étudiées.

S.C.E

Variables DDL TESTF p
RDT 38,43 2 1,321 0,3882
PPT 8,402 2 18,794 0,0169

Flavonoides 0,178 2 0,519 0,62294

Tannins 0.002 2 0,057 0,94459
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Les résultats de l'analyse des rendements d'extraction ont montré un rendement de
17,02% pour I'extrait témoin, et des rendements de 21,4% et 15,4% pour les extraits assistés
par ultrasons (US) a 15 minutes et 60 minutes respectivement. Ces résultats suggérent que
I'extrait avec une durée d'exposition aux ultrasons de 15 minutes a le rendement le plus élevé,
compare a celui de 60 minutes. Cela indique que la durée d'exposition aux ultrasons est un
paramétre qui influence l'efficacité de I'extraction par ultrasons. Une exposition prolongée aux
ultrasons peut entrainer une dénaturation de certains composes sensibles. La cavitation
excessive, lI'augmentation de la température, ou la destruction partielle des composants de
I'échantillon peuvent également affecter negativement le rendement global. Cependant
L'analyse statistique n'a pas révélé de différence significative, avec une valeur de probabilité
de (P> 0,05). Selon Quy et al., (2014), les variations de rendement au sein d'une méme plante
peuvent étre attribuées a divers facteurs, tels que les propriétés génetiques de la plante, son
origine géographique, ainsi que les conditions d'extraction, incluant le type de solvant, le pH,
la température et la composition de I'échantillon. De plus, la durée de stockage et les

conditions de récolte peuvent également jouer un réle important.

Le rendement enregistré pour I'extrait éthanolique sans US (17,02%) est nettement
supérieur a ceux obtenus par Bezza et al., (2010) et Nia (2018), qui ont rapporté des
rendements de 6,72% et 3,04% respectivement. Ces différences peuvent étre attribuées aux
variations dans les méthodes d'extraction, les conditions expérimentales, et les caractéristiques

spécifiques des échantillons utilisés dans les différentes études.

Les résultats obtenus pour le taux des polyphénols totaux montrent que la valeur la plus
élevée est enregistrée dans I’extrait assisté par ultrasons (US) pendant 15 minutes (19,5 mg
EAG/g MS), suivie par le témoin sans US (19,15 mg EAG/g MS), et la plus basse dans
I’extrait assisté par US pendant 60 minutes (18,85 mg EAG/g MS). L'analyse statistique
indique que I'extraction par ultrasons influence significativement le taux de polyphénols dans

les extraits, avec une valeur de probabilité de 0,0169 (Tableau XI)

Tableau XI : Effet de I’extraction par ultrasons sur les PPT.
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Ces observations démontrent que la durée d'exposition aux ultrasons joue un role
important dans I'efficacité de I'extraction des polyphénols, une exposition plus longue
n'entrainant pas nécessairement un meilleur rendement. Une exposition prolongée aux
ultrasons pourrait provoquer des changements structurels ou chimiques dans les polyphénols,
réduisant ainsi leur concentration mesurable dans l'extrait. Le traitement par ultrasons
implique une sonication, une fragmentation, un cisaillement local et une détexturation,
réduisant les résistances de transfert de masse a travers les membranes cellulaires et favorisant
la libération des constituants des cellules (Chemat et al., 2017). Cela souligne I'importance de
choisir judicieusement les parametres d'extraction, tels que la durée et I'intensité des ultrasons,
pour maximiser le rendement tout en préservant la qualité des composés phytochimiques

recherchés.

La quantité de polyphénols totaux peut varier en fonction de plusieurs facteurs : les
conditions expérimentales, environnementales et climatiques, ainsi que les conditions de
stockage, la période de collecte, la maturité et les facteurs génétiques (Falleh et al., 2008). De
plus, la teneur en composés phénoliques peut étre influencée par la nature du solvant utilisé et
la méthode d’extraction. Par exemple, Muthanna et al., (2021) ont obtenu une valeur de 88
mg EAG/g MS, nettement supérieure a celle de cette étude. En revanche, une teneur en
polyphénols totaux proche de celle que nous avons enregistrée (20,38 mg EAG/g MS) a été

obtenue dans I’extrait éthanolique 70% d’Artemisia campestris (Djeridane et al., 2006).

Bien que l'extraction par ultrasons puisse ameliorer le rendement en polyphénols, il est
essentiel d'optimiser les paramétres d'extraction pour éviter la dégradation des composés
actifs. Les résultats de cette étude montrent que I'exposition aux ultrasons pendant 15 minutes

Variables UAE Moyennes Groupes homogénes
US15 min 19,5 A
PPT Témoin sans US 19,15 B
US 60 min 18,85 B

offre le meilleur compromis entre rendement et préservation de la qualité des polyphénols.

Les résultats de l'analyse des flavonoides montrent des variations dans les
concentrations des trois extraits. La concentration de flavonoides dans le témoin est de 2,85

mg EQ/g MS, tandis que pour les extraits soumis a une sonication de 15 minutes, elle est de
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3,5 mg EQ/g MS, et pour ceux soumis a une sonication de 60 minutes, elle est de 3,25 mg
EQ/g MS. L'analyse statistique n'a révélé aucune différence significative entre ces valeurs,
avec une probabilité de 0,623. Ces variations dans les teneurs en flavonoides peuvent étre
attribuées a divers facteurs experimentaux, environnementaux et biologiques. Les conditions
climatiques, la période de récolte, le degré de maturation de la plante, ainsi que les méthodes
de traitement et de stockage peuvent tous influencer la biosynthése et la concentration des
flavonoides dans les extraits (Falleh et al., 2008). Par exemple, des conditions de stress
environnemental comme la sécheresse ou une forte exposition au soleil peuvent stimuler la

production de flavonoides, qui agissent comme des antioxydants protecteurs pour la plante.

En comparaison avec d'autres études, nos résultats sont en accord avec ceux de
Boudjouref et al., (2018), qui ont trouvé une teneur de 2,85 mg EQ/g MS dans Il'extrait
méthanolique d'Artemisia campestris. Cependant, ils sont inférieurs aux valeurs obtenues par
Khennouf et al., (2010), qui ont rapporté une concentration de 17,80 mg EQ/g MS dans
I'extrait aqueux d'Artemisia herba-alba. Cette différence peut s'expliquer par les variations
dans les méthodes d'extraction et les solvants utilisés. Contrairement a nos résultats,
Djeridane et al., (2006) ont enregistré une teneur tres faible en flavonoides (0,32 mg EQ/g
MS) dans I'extrait éthanolique d’Artemisia arborescens. Cette divergence peut étre due a des
différences dans les espéces, les conditions de culture des plantes, ou encore la présence de

differents composés phénoliques spécifiques a chaque espéce d'Artemisia.

Les concentrations en tanins dans les trois extraits analysés, soit 0,76 mg EC/g MS pour
le témoin, 0,78 mg EC/g MS pour I'extrait assisté par ultrasons pendant 15 minutes, et 0,9 mg
EC/g MS pour I'extrait assisté par ultrasons pendant 60 minutes, montrent des valeurs tres

similaires et ne révelent aucune différence significative.

L'absence de différence notable peut étre expliquée par la stabilité relative des tanins
face aux conditions d'extraction utilisées, qui sont moins sensibles aux variations de
parametres que d'autres composés plus volatils ou sensibles aux changements de solvant ou de
traitement. Les tanins, connus pour leur capacité a former des complexes avec les protéines et
d'autres macromolécules, peuvent étre extraits de maniére efficace sans subir de dégradation
significative lors de I'exposition aux ultrasons, contrairement a d'autres composes plus
délicats.

Comparativement a d'autres études, ces résultats pour les tanins sont inférieurs a ceux

rapportés par El Hajli et al., (2024), qui ont enregistré une teneur de 20,99 mg EC/g MS dans
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I'extrait éthanolique d'Artemisia herba-alba, et par Benmammar et Lazizi (2021), qui ont
rapporté une concentration de 22,77 mg EC/g MS. Ces écarts pourraient étre dus a des
différences dans les méthodes d'extraction, les conditions environnementales, et les variations
naturelles entre les plantes récoltées a différentes périodes et dans des régions géographiques
distinctes.

Bien que ces résultats montrent une similarité dans les concentrations de tanins entre les
différents extraits étudiés, il est essentiel de continuer a explorer et a optimiser les conditions
d'extraction pour garantir une récuperation maximale des composés phytochimiques tout en

préservant leur intégrité et leur activité biologique.

I11.  Reésultats des analyses microbiologiques
111.1 Résultats de vérification des souches de références

111.1.1 Résultats de I’observation macroscopique

« Escherichia coli : Colonies rondes, de contour régulier et lisse, avec un diametre de 2
a4 mm. Sur milieu Hektoen, elles sont de couleur rouge.

o Kiebsiella pneumoniae : Colonies lisses, brillantes a surface rugueuse, de couleur
rouge sur milieu Hektoen.

« Staphylococcus aureus : Petites colonies rondes, lisses et brillantes, d’un diametre de 1
a 3 mm sur milieu Chapman.

o Enterococcus faecalis : Petites colonies opaques et blanchétres, d’un diamétre de 0,5 a
2 mm sur gélose nutritive.

o Bacillus subtilis : Colonies rondes, blanchatres avec un aspect en forme de batonnet
(bombées), d’un diametre de 2 a 5 mm sur milieu nutritif.

o Candida albicans : Colonies arrondies a ovales, de 2 a 3 mm de diameétre, de couleur
blanche crémeuse sur milieu Sabouraud.

o Aspergillus niger : Mycéliums de couleur noire et sombre, d’un diamétre de 4 a 6 mm.

111.1.2 Résultats de I’observation microscopique

Les résultats de I’observation microscopique des souches microbiennes étudiées sont

présentés dans le tableau suivant :

Tableau XI1 : Les différentes propriétés microscopiques des souches etudiées.
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Aspect microscopique de la coloration de Gram
Souches microbiennes

Apparence des colonies Gram
Escherichia coli ATCC 25922 Coccobacilles, contour régulier .
Négatif
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 | Colonies rondes et lisses o
Négatif
Coques a gram positif, groupés en amas sous
Staphylococcus aureus ATCC MU50 o
forme de grappe de raisin .
Positif
Enterococcus faecalis ATCC 49452 Colonies opaque et blanchatres Positif
Bacillus subtilis ATCC 6633 Colonies rondes, bombées Positif
Candida albicans ATCC 37 Colonies arrondies et ovales blastoconidie -
Aspergillus niger Mycéliums a téte de conidies -

Les observations macroscopiques ont initialement confirmé I'identification et la pureté
des souches microbiennes utilisées en mettant en évidence leurs caractéristiques sur milieu
solide, telles que leur forme, leur contour et leur taille. A travers ces observations, il a été
possible de Vérifier la conformité des colonies avec les descriptions attendues. Les
observations microscopiques ont ensuite renforcé cette confirmation en permettant une

visualisation détaillée de la forme, de la couleur et de la taille spécifiques des bactéries.

111.2 Résultats d’évaluation de I’activité antimicrobienne

111.2.1 Résultats de I'antibiogramme et du test de diffusion sur gélose

Pour évaluer les résultats, on a mesuré les diametres des zones d'inhibition (ZIs) autour
des disques, en tenant compte également du diametre du disque lui-méme (6mm). Les
tableaux ci-dessous montrent les résultats de I’antibiogramme et du test de diffusion sur

gélose.
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Tableau XI11 : Résultats de I’ Antibiogramme et du test de diffusion (moyenne de trois
répétitions).

Souches Zone d'inhibition des Zone d'inhibition des disques témoins (mm)
microbiennes | disques avec les extraits de
1g/ml en (mm)

Extrait | Extrait Extrait CN TE KET DMSO
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us 15min 60min
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Aspergillus
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Sensibilité

L'étude évalue I'activité antimicrobienne des extraits d'Artemisia herba-alba sur sept
souches microbiennes, compareée a celle des antibiotiques standards, la gentamicine (CN10) et

la tétracycline (TE30), ainsi qu’a I’antifongique kétoconazole (KET50).

Les résultats du tableau X111 montrent que Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et
Enterococcus faecalis sont résistants aux trois extraits (sans ultrason, US 15, et US 60
minutes), indiquant que les ultrasons n‘ont pas amélioré I'efficacité antimicrobienne de ces
extraits. Cependant, Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis ont montré une sensibilité
notable aux trois extraits testés. Cette absence de différence statistique entre les extraits avec
ou sans traitement ultrasonore, malgré les observations visuelles, suggere que l'effet des

ultrasons sur l'activité antimicrobienne est limité dans ces conditions spécifiques.

Ces résultats concordent avec ceux de Seddik et al., (2010), qui ont démontré que les
composés phénoliques d’Artemisia ont un effet inhibiteur sur Staphylococcus aureus. De
méme, Naili et al., (2010) ont observé un effet inhibiteur des extraits phénoliques d’Artemisia
sur Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis. Les extraits éthanoliques d’Artemisia herba-
alba ont montré une efficacité comparable a celle de la gentamicine (CN10) contre

Staphylococcus aureus, tandis que la tétracycline (TE30) n’a montré aucun effet.

Concernant Aspergillus niger et Candida albicans, les trois extraits n'ont montré
aucune activité antifongique, contrairement au kétoconazole (KET50) qui a présenté une forte
activité avec une zone d'inhibition de 60 mm, démontrant une sensibilité extréme des souches
fongiques a cet antifongique. Ces résultats contrastent avec ceux de Djouhri, (2018), qui a
rapporté que I'extrait aqueux d'Artemisia herba-alba inhibe la croissance d’Aspergillus niger.
De plus, Benouar, (2015) a identifié des alcaloides, stéroides, flavonoides et saponines

comme bioactifs responsables de I'activité antifongique dans I’extrait aqueux d’Artemisia.

Les extraits testés montrent une activité antimicrobienne contre les bactéries Gram

positives, sauf Enterococcus faecalis, et aucune activité contre les bactéries Gram négatives.

N 6 6 6 / / 60 6
b5
5
o a
)
= Résistante / / Extrémement Résistante
sensible
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Cette tendance est cohérente avec la littérature, qui rapporte une efficacité accrue des
composés phénoliques contre les bactéries Gram positives (Toda et al., 1989 ; Ikigai et
al., 1993 ; Arakkwa et al., 2004). Cela pourrait s'expliquer par la structure de la paroi
cellulaire des bactéries Gram positives, qui, avec un peptidoglycane épais, est moins
imperméable, facilitant I'accés des molécules antimicrobiennes (Scherrer et Gerhardt,
1971). En revanche, la membrane externe des bactéries Gram négatives limite I'interaction

avec les composés, réduisant ainsi leur efficacité (Nisa et al., 2016).

L'utilisation des ultrasons (US) dans l'extraction des composes bioactifs peut
potentiellement modifier [l'efficacité antimicrobienne en augmentant la libération des
composés phénoliques et autres métabolites secondaires. Cependant, dans cette étude, les
traitements aux ultrasons de 15 et 60 minutes n‘ont pas montré d'amélioration significative de
I'activité antimicrobienne par rapport aux extraits sans ultrason. Cela peut étre di a plusieurs
facteurs, tels que la dégradation thermique des composés sensibles ou une concentration
suboptimale des bioactifs apres traitement ultrasonore.

Les extraits d'Artemisia herba-alba montrent une activité antimicrobienne notable
contre certaines bactéries Gram positives, mais I'absence d'effet antifongique et I'inefficacité
contre les bactéries Gram négatives limitent leur utilisation. Les traitements ultrasonores, bien
gu'intéressants pour I'extraction, n'ont pas significativement ameliore [l'activite

antimicrobienne dans cette étude.

111.2.2 Résultats de détermination des concentrations minimales inhibitrices CMI et
bactéricides CMB

111.2.2.1 Résultats de la CMI

Les reésultats des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des trois extraits sur les
deux souches Staphylococcus aureus et de Bacillus subtilis sont présentés dans le tableau et
les figures ci-dessous :
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Tableau X1V : Résultats de la CMI.

Extraits

1g/ml

0,59/ml
dilution 1/2

0,250g/ml
Dilution 1/4

0,125¢g/ml
dilution 1/8

0,062g/ml
dilution 1/16

0,032g/ml
dilution 1/32

0,015g/ml
dilution 1/64

0,007g/ml
dilution 1/128

0,0039g/mi
dilution 1/256

0,0019g/mi
dilution 1/512

0,0009g/mi

dilution 1/1024

Staphylococcus aureus

Sans US

US 15min

US 60min

Sans US

Bacillus subtilis

US 15min | US 60min
CMI
- +
- +
- +
CMI
+ +
+ +
+ +
+ +

(-)Absence de croissance bactériennes ; (+) il y a une croissance bactérienne
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Dilufions t2moins
Staphviococcus
aureus
A
S 1 12 14 158 1716 1/32 1/i64 1/128 17256 1/512 171024 T+
Staphliviococcus
aureus

Staphyviococcus
aurens

Figure 12. Résultats des CMI sur microplaque. (A) : CMI de I’extrait sans US ; (B) : CMI
de I’extrait soumis aux US 15min ; (C) : CMI de I’extrait soumis aux US 60min.
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La concentration minimale inhibitrice (CMI), définie comme la plus faible
concentration d'un agent antimicrobien qui inhibe complétement la croissance des micro-
organismes aprés 24 a 48 heures d'incubation (Wan et al., 1998 ; Canillac et Mourey, 2001),
est un indicateur décisif de l'efficacité des extraits étudiés. Dans notre étude, seules
Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis ont montré une réponse significative aux extraits

d'Artemisia herba-alba, justifiant ainsi la focalisation de nos analyses sur ces deux souches.

Les plantes telles gu'Artemisia herba-alba contiennent une diversité de composes
biologiquement actifs tels que les composés phénoliques, les flavonoides, les huiles
essentielles et les triterpénoides, connus pour leur potentiel antimicrobien (Rojas et al., 1992).
L'activité antimicrobienne de ces extraits dépend étroitement de leur composition chimique

spécifique.

Les résultats de la CMI ont été interprétés a partir des tests réalisés avec la résazurine,
ou le changement de couleur des micropuits indique la réduction de la résazurine par les
micro-organismes en croissance (rose) ou l'absence de croissance (violet). Pour l'extrait
témoin (sans ultrasons), une CMI de 0,062 g/ml a été observée pour Staphylococcus aureus et
Bacillus subtilis, correspondant & une dilution de 1/16 de I'extrait pur. Cette concentration n'a

montré aucune différence significative entre les deux souches.

En revanche, pour I'extrait traité aux ultrasons pendant 15 minutes, la CMI était de
0,0039 g/ml (dilution de 1/256) pour Staphylococcus aureus et de 0,015 g/ml (dilution de
1/64) pour Bacillus subtilis, indiquant une différence notable dans la concentration efficace
entre les deux souches. L'extrait soumis a 60 minutes d'ultrasonication a montré une CMI de
0,062 g/ml pour Staphylococcus aureus et de 0,125 g/ml pour Bacillus subtilis, soit deux fois

plus élevée que pour la premiére souche.

Selon Chemat et al., (2017), l'utilisation des ultrasons peut améliorer l'activité
antimicrobienne des composés phénoliques en augmentant leur diffusion et leur interaction
avec les micro-organismes. Cette méthode est particulierement efficace contre les biofilms
microbiens, ou les ultrasons peuvent perturber la structure du biofilm, augmentant ainsi

I'efficacité des agents antimicrobiens.
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111.2.3 Résultats de la CMB

Les concentrations testées pour les CMB correspondent aux concentrations minimales

inhibitrices identifiées précédemment, augmentées de deux niveaux supplémentaires.

Les résultats de la concentration minimale bactéricide CMB des trois extraits étudiés

sont exprimés dans le tableau suivant :

Tableau XV : Résultats de la CMB

Staphylococcus aureus

Extraits Sans US US 15min US 60min
Concentrations testées 0,062 | 0,125 | 0,250 | 0,0039 | 0,007 | 0,015 | 0,062 | 0,125 | 0,250
(g/ml)
Dilutions 1/16 1/8 1/4 1/256 | 1/128 | 1/64 1/16 1/8 1/4
Croissance bactérienne + + + + + + + + +

Bacillus subtilis

Extraits Sans US US 15min US 60min
Concentrations testées 0,062 | 0,125 | 0,250 | 0,015 | 0,032 | 0,062 | 0,125 | 0,250 0,5
(g/ml)
Dilutions 1/16 1/8 1/4 1/64 1/32 1/16 1/8 1/4 1/2
Croissance bactérienne T+ + + + T + + + +

Les résultats de la CMB (concentration minimale bactéricide) completent ceux de la
CMI en montrant que les extraits d'Artemisia herba-alba ne sont pas bactéricides contre
Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, mais plutdt bactériostatiques. Cela signifie qu'ils

inhibent la croissance bactérienne sans induire la mort cellulaire a ces concentrations.

L'examen de la littérature révele une variabilité significative dans les effets des
ultrasons sur l'activité antimicrobienne des extraits végétaux, y compris ceux d'Artemisia
herba-alba. Alors que certains travaux soulignent une augmentation substantielle de I'activité
antimicrobienne aprés ultrasonication, comme observé dans notre étude pour Staphylococcus
aureus, d'autres études indiquent des résultats mitigés ou non significatifs selon les conditions
spécifiques d'application des ultrasons. Cette diversité de résultats peut étre attribuée a des
facteurs tels que la composition chimique des extraits, la durée et [lintensite de
I'ultrasonication, ainsi que la sensibilité spécifique des micro-organismes testés. Dans le cas
de Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis, notre étude confirme que l'ultrasonication
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pendant 15 minutes a considérablement réduit la CMI, suggerant un potentiel d'amélioration
de [l'activité antimicrobienne de I'Artemisia herba-alba. Cependant, des recherches
complémentaires sont nécessaires pour élucider pleinement les mécanismes sous-jacents a

cette amelioration et pour optimiser les conditions d'application des ultrasons dans le contexte
de la lutte contre les infections microbiennes.
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Conclusion

Cette étude a évalué le potentiel phytochimique et l'activité antimicrobienne des

composés polyphénoliques d'Artemisia herba-alba, extraits par ultrasons.

Les analyses physicochimiques ont révélé que la poudre d'Artemisia herba-alba est
riche en minéraux (9 %) et en composés extractibles (17,5 %). L'analyse phytochimique a
démontré que la durée d'extraction assistée par ultrasons est un parameétre essentiel pour
augmenter le rendement en polyphénols, bien qu'elle n‘ait pas eu d'effet significatif sur les
flavonoides et les tanins. Concernant I'activité antimicrobienne, les extraits polyphénoliques
ont montré des zones d'inhibition variables selon I'espece microbienne, avec une efficacité
notable contre Staphylococcus aureus et Bacillus subtilis. Toutefois, les traitements aux
ultrasons de 15 et 60 minutes n'ont pas significativement amélioré I'activité antimicrobienne
par rapport aux extraits sans ultrasons. Les tests de concentration minimale inhibitrice (CMI)
ont révelé qu'un extrait sans ultrasons avait une CMI de 0,062 g/ml pour Staphylococcus
aureus et Bacillus subtilis. Avec 15 minutes d'ultrasonication, la CMI a diminué a 0,0039
g/ml pour Staphylococcus aureus et a 0,015 g/ml pour Bacillus subtilis, tandis qu'un
traitement de 60 minutes a donné des valeurs de 0,062 g/ml et 0,125 g/ml, respectivement.
Les résultats de la concentration minimale bactéricide (CMB) indiquent que les extraits

d'Artemisia herba-alba ont un effet bactériostatique contre ces deux souches.

Ces résultats confirment l'utilisation traditionnelle d'Artemisia herba-alba dans le
traitement des infections causées par les souches sensibles, et soulignent le potentiel de ces
extraits dans l'industrie pharmaceutique. Ces découvertes justifient I'intérét croissant pour
cette plante comme source prometteuse de composés antimicrobiens, offrant des perspectives

importantes pour le développement de nouveaux traitements contre les maladies infectieuses.

Cette étude constitue une premiére étape dans la valorisation d'Artemisia herba-alba. Pour

approfondir, il serait intéressant de :

« Evaluer d'autres effets biologiques in vitro.
« Explorer le potentiel des polyphénols comme agents conservateurs naturels.
« Intégrer ces composes dans des emballages alimentaires actifs pour prolonger la durée

de conservation des aliments sans recours aux conservateurs chimiques.
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Annexe 01 : Matériel non biologique utilisées : les appareils, la verrerie et les produits.

Matériel et appareillage Produits Verreries
-Etuve “Toluéne - Verre a montre.,
-Spectrophotométre UV Visible _ Méthanol - Bécher.
. - Tubes a essai stériles.
-Four a moufle - Acide sulfurique & 96%.
- Boites de Pétri en verre.
-Soxhlet - Folin-Ciocalteu & 7.5%
70 - Burette graduée 100ml.
- Agitateur magnétique. - Ethanol 96%. - Entonnoir.
- Balance de précision. - Acide gallique. - Pipettes pasteurs.
. . - Flacons stériles.
- Bain marie. - Catéchine
- Lame et lamelles.
- Plague chauffante. - Quércitine
- Autoclave. - Eau distillée.
- Bec bunsen. -DMSO.

- Dessiccateur.

- Boites de Pétri.
-Creusets en terre cuite
- Creusets en aluminium
- Papier filtre.

- Portoir.

- Spatule.

- Broyeur.

- Barreau magnétique.
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Annexe 02
Courbe d'etalonnage de l'acide gallique
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Résumé

L’effet des ultrasons sur I’activité antibactérienne des extraits éthanoliques d’Artemisia
herba-alba a été examiné pour évaluer son potentiel antimicrobien. Bien que les ultrasons
n‘aient pas entrainé d’amelioration significative sur I’extraction des composants phénoliques
(a I’exception des polyphénols) et I'activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus et
Bacillus subtilis, les tests de CMI ont montré des réductions de 0,062 g/ml a 0,0039 g/ml pour
Staphylococcus aureus et de 0,015 g/ml pour Bacillus subtilis avec une exposition de 15
minutes. Les résultats de la CMB ont confirmé un effet bactériostatique. Ces résultats
soutiennent l'utilisation traditionnelle d'Artemisia herba-alba dans le traitement des
infections, soulignant son potentiel pour l'industrie pharmaceutique. Pour approfondir, des
recherches futures pourraient explorer d'autres effets biologiques in vitro, évaluer les
polyphénols comme conservateurs naturels, et intégrer ces composés dans des emballages
alimentaires actifs pour prolonger la durée de conservation sans recours aux conservateurs

chimiques.
Mots clés : Artemisia herba-alba, ultrasons, activité antimicrobienne, CMI, CMB.
Abstract

The effect of ultrasound on the antibacterial activity of Artemisia herba-alba was examined to
assess its antimicrobial potential. Although ultrasound did not result in any significant
improvement in the extraction of phenolic components (except the polyphenols) and
antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis, MIC tests showed
reductions from 0.062 g/mL to 0.0039 g/mL for Staphylococcus aureus and 0.015 g/mL for
Bacillus subtilis with a 15-minute exposure. MBC results confirmed a bacteriostatic effect.
These findings support the traditional use of Artemisia herba-alba in treating infections,
highlighting its potential for the pharmaceutical industry. Future research could explore other
in vitro biological effects, evaluate polyphenols as natural preservatives, and integrate these

compounds into active food packaging to extends half-life without chemical preservatives.

Keywords: Artemisia herba-alba, ultrasound, antimicrobial activity, MIC, MBC.
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