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Résumé

Artemisia herba alba est une plante médicinale appartenant a la famille des Astéracée,
cette espéce connue sous le nom de « chih », est trés répandue dans le sud algérien. Plante trés
utilisée en médecine traditionnelle pour ses nombreuses vertus.

L’ extrait agueux a été obtenu par macération en utilisant I’ eau distillée. Le rendement
a éte estimé de 18.8 + 0.80%.

Lateneur totale en composés phénolique a été déterminée en utilisant le réactif de
Folin-Ciocalteu, elle est de 0.821 + 0.061 mg EAG/g Ps. Les flavonoides ont été évalués en
utilisant la méthode AlICls, lateneur est de 0.055 + 0.0053 mg EQ/g Psmg. Lamise en
évidence des tanins a été réalisee par deux méthodes : |e screening phytochimique en utilisant
le réactif de Stiasny et le FeCl3, qui arévélé la présence des tanins galliques et catéchiques et
lateneur en tanins qui est de 7.99 x 10° + 1.96 x 10°® mg EAT/g Ps, a été déterminéen
utilisant le réactif de Folin Denis.

L’ activité antioxydante a été évaluée en utilisant deux méthodes différentes:. la
technique delaréduction du fer FRAP et la méthode de réduction de radical libre DPPH.
Pour le premier test le PRos a été estimée a0.024mg/ml pour |’ extrait aqueux , alors que
celui du contrdle positif est de 0.048mg/ml . Pour le second test, un pourcentage d’inhibition
de 4.34% a été obtenu a une concentration de 0.8mg/ml de I’ extrait aqueux, alors que celle du
contréle positif est de 0.66mg/ml.

L’activité antibactérienne a été déterminée sur huit souches bactériennes, selon la
méthode de diffusion de disque. La concentration minimale inhibitrice (CMI) manifestée par
I’ extrait aqueux sur Bacillus cereus ATCC 10876, Klebesiella pneumoniae 825, Salmonella,
Escherichia coli, Escherichia coli ATCC 25922 est de 0.4g/ml et de 0,8g/ml pour Klebesiella
pneumoniae 1766, Klebesiella pneumoniae ATCC 4352, Staphylococcus aureus ATCC 2592.
L’ extrait agueux a un effet sur les souches bactériennes testées, ce qui confirme que la plante

Artemisia herba alba est doué de propriétés antimicrobiennes.

Mots clés: Asteraceae, Artemisia herba alba, extrait agueux, activité antioxydante, activité

antimicrobienne



Abstract

Artemisia herba alba is a medicinal plant belonging to the Asteraceae family, this
species known as « chih » is very widespread in the south of Algeria. Plant widely used in
folk medicine for its many virtues.

Aqueous extract was obtained by maceration with distilled water. The yield was: 18.8
+ 0.80%.

Total phenolic contents were determined using Folin-Ciocalteu reagent, it was. 0.821
+ 0.061 mg AGE/g Ps. The flavonoid contents was determined using a method AICI3, it was:
0.055 + 0.0053 mg QE/g. Highlighting tannins was carried out by two methods. the
phytochemical screening using Stiasny reagent and FeCls, which revealed the presence of
gallic tannins and catechin and tannin content which is 7.99 x 10° + 1.96 x 10®mg EAT/g Ps
was determined using the Folin Denis reagent.

The antioxidant activity was evaluated using two different methods: the technique of
reducing the iron FRAP and DPPH free radical reduction method. For the first test the PRos
was estimated at 0.024mg/ml for the agueous extract, whereas the positive control is of
0.048mg/ml. For the second test, a percentage of inhibition of 4.34% was obtained at a
concentration of 0.8mg/ml of aqueous extract, whereas the positive control is 0.66mg/ml.

Antimicrobia activity was determined using eight bacteria strains according to the
disk diffusion assay; the minimal inhibitory concentration (MIC) was 0.4g/ml for aqueous
extract when tested on Bacillus cereus ATCC 10876, Klebesiella pneumoniae 825,
Salmonella, Escherichia coli, Escherichia coli ATCC 25922 , Bacillus cereus ATCC 10876,
Klebesiella pneumoniae 825, Salmonella, Escherichia coli, Escherichia coli ATCC 25922,
and was 0,8g/ml against Klebesiella pneumoniae 1766, Klebesiella pneumoniae ATCC 4352,
Staphylococcus aureus ATCC 2592.

All the microorganisms tested were sensitive to the agueous extract, confirming that

the Artemisia herba alba plant is endowed with antimicrobial properties.

Key words: Asteraceae, Artemisia herba alba, aqueous extrac, antioxidant activity,

antimicrobial activity.
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| ntroduction

Les plantes médicinales sont utilisées depuis I'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de
centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés. les métabolites
secondaires. Ces derniers sont par la suite accumulés dans différents organes et parfois dans
des cellules spécialisées de la plante.

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde
végétal et particulierement les plantes médicinales en quéte de molécules naturelles efficaces
et dénuées de tout effet adverse.

De nombreuses éudes ont mis en évidence la présence de métabolites secondaires
doués d'activités biologiques telles gue les polyphénols, acaloides, terpenes, ... €etc.

L'Algérie possede une flore végétale riche et diversifiée. Parmi les plantes médicinales
qui constituent le couvert végétal, se trouve le genre Artemisia, ce dernier est largement
distribué, surtout dans les régions semi arides. De nombreuses espéces de ce genre sont
utilisées en médecine traditionnelle parce qu’ elles renferment plusieurs molécules douées
d’ activités thérapeutiques, parmi les especes les plus connues se trouve Artemisia herba alba.
Cette plante largement utilisée pour traiter les troubles digestives, les crampes abdominales, la
diarrhée, les brulures, le diabéte (Bouraoui, 2003),....€tc.

Dans ce contexte s'inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est
d’ étudier les activités antioxydantes et antibactérienne de I’ extrait aqueux d’Artemisia herba
alba.

La majorité des recherches ont éudié les huiles essentielles, alors que, a notre
connaissance, |’ extrait agueux lyophilisé n’ajamaisfait |’ objet d' éude.

Notre travail a pour objectif d extraire les molécules bioactives, avec la détermination
de la concentration de certains groupes (polyphénols totaux, tanins, flavonoides), comme il
vise a tester les activités biologiques: I'activité antioxydante et I’ activité antibactérienne

d Artemisia herba alba.



Synthese
bibliographigue



Chapitre |

Présentation de la plante d’ Artemisia

herba alba



Synthése bibliographique

- GENERALITES

Connue depuis des millénaires, I'armoise blanche a été décrite par I'historien grec
Xénophon au début du IV siécle avant J-C, dans les steppes de la mésopotamie (Francis
joannes, 2001). Elle a été ensuite répertoriée en 1779 par le botaniste espagnol Ignacio
Claudio de Asso y del Rio (IPNI).C'est une plante essentiellement fourragere, trés appréciee
par le bétail, ele présente une odeur caractéristique d'huile de thymol et un go(t amer d'ou
son caractere astringent (Nabli, 1989).

Figure 01: Artemisia herba alba (Bouldjadj, 2009)

[-1- Origine

L'Artemisia est le nom de guerre des armoises, il provient de celui de la déesse
grecque de la chasse Artémis, la diane des romains, patronne des vierges a cause des bienfaits
de cette herbe. Herba alba signifie herbe blanche (Euro plus Med).

Plusieurs noms sont attribués a I'armoise blanche tels le thym des steppes, absinthe du

désert. En Afrique du nord et en moyen orient, on I'appelle communément " Shih" ou "Chih".

[-2- Taxonomie et classification
L'espéce Artemisia herba-alba a été répertoriée en 1779 par le botaniste Ignacio

Jordan Claudio de Assoy del Rio (INPI, 2014) comme il le montre |e tableau suivant :



Synthése bibliographique

Tableau I: Classification de la plante d’ Artemisia herba alba (INPI, 2014).

Régne Plante
Embranchement Angiospermes
Ordre Astrerales
Famille Asteraceae
Sous-famille asteroideae
Tribu Anthemideae
Sous-tribu Artemisiinae
Genre Artemisia

Nom binominal: Artemisia herba-alba.
Nom vernaculaires: Chih en arabe ; armoise blanche en francais; Wormwood en anglais.

[-3- Description botanique

Artemisia herba-alba est une plante herbacée, vivace, de couleur verdétre-argenté, de
30-50 cm de hauteur avec des tiges ramifiées, rigides et dressées. Les feuilles sont petites,
sessiles, pubescentes et & aspect argenté (Quezel et Santa, 1962), divisées en languettes fines,
blanches et laineuses. Les fleurs sont groupées en grappes, a capitules trés petites et ovoides
de 1,5 a 3 mm de diamétre, de couleur jaune arougeétre (Bezzaet al., 2010). (Figure 02)

La croissance végétative de la plante alieu al’ automne (feuilles de grande taille), puis
deslafindel hiver et au printemps (feuilles plus petites) (Akrout, 2004).

Les racines se présentent sous forme d’ une racine principale, ligneuse et épaisse, bien
distincte des racines secondaires et qui s enfonce dans le sol comme un pivote. La racine
pénetre profondément jusgu’a 40 a 50 cm et ne se ramifie qu'a cette profondeur (Aidoud,
1983).

Figure 02: L’ Artemisia herba alba de larégion de Biskra (Bezza et al., 2010).
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[-4- Composition chimique

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés et identifiés de I’ Artemisia herba alba
dont les plus importants sont les sesquiterpenes lactones tels que les eudesmanolides et les
germacranolides (Marco, 1989).

Les flavonoides détectés dans |’ armoise montrent aussi une diversité structurale allant
des flavonoides communs (flavones glycosides et flavonols) jusgu’ aux flavonoides méthylés
qui sont trés inhabituel. Les flavonoides glycosides comprennent les O-glycosides tels que
guercitine-3-glucoside et des flavones C-glycosides qui sont rares dans le genre Artemisia,
ainsi que dans I'ensemble des Astéracée (Saleh et al., 1987 ; Salah et Jager., 2005).

En plus des sesquiterpénes lactones et des flavonoides I'analyse phytochimique a
montré que la composition des huiles essentielles de I’ Artemisia herba alba est riche en mono
terpenes, tri terpenes pentacycliques, santonines, coumarines et tanins (Mohamed et al.,
2010).

[-5- Répartition géographique

L'Artemisia herba alba est une plante spontanée trés répandue en Afrique du nord et
au moyen orient, elle affectionne les climats secs et chauds, et existe sous forme de
peuplements importants dans les zones désertiques (Hurabielle et al., 1981). C'est une plante
steppique des régions irano-touraniennes, prédominante dans les steppes d'Espagne ainsi que
dans le désert de Sinai (Segal et al., 1987).

Au Maroc, I'Artemisia herba alba se rencontre a I'éat spontané, il n'est pas rare de
trouver des zones de plusieurs dizaines de kilométres de rayon ou seule I'armoise blanche
regne dans un paysage quasi-désertique. Le Maroc attache beaucoup dimportance a cette
plante qui constitue un excellent moyen naturel de lutte contre I'érosion et |a désertification
(Bendjilal et al., 1980).

En Algérie, I'Artemisia herba alba, connue sous le nom de « Chih » ou encore appelé
semen-contra de barbarie, couvre prés de six millions d'hectares dans les steppes, €elle se

présente sous forme de buissons blancs, laineux et espacés (Boutekjenet, 1987).

I-6- Ecologie dela plante

L'Artemisia herba alba existe dans les bioclimats alant du semi-aride jusqu’ a
saharien. Elle semble indifférente aux altitudes et peut vivre dans les régions d'hiver chaud a
frais. Dans le sud, cette plante pousse sur les sols bruns steppiques de texture moyenne et en
extréme sud sur les sols sableux. Elle résiste ala sécheresse, supporte le gypse et des niveaux
de salinité modérément élevés (Nabli, 1989).
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Elle se développe dans les steppes argileuses ou les précipitations sont de |'ordre de
200mm/an. Son développement est lié a la nature du sol. En effet, il faut qu'il soit peu
perméable, tassé et colmaté (Celles, 1980).

Accompagnée de I'alfa « stippa tenassisima », elle couvre souvent de tres grandes
superficies dans les hauts plateaux. Sa présence est plus fréquente en bordure des oueds et
dans les dayas (dépression de la steppe a sol imperméable qui sont des secteurs plus ou moins
humides) (Pouget, 1989).

[-7- Usage dela plante

[-7-1- Usage phyto-thérapeutique

Depuis longtemps, I’Artemisia herba halba a éé reconnue par les populations
pastorales et nomades pour ses vertus purgatives. On I'utilise notamment comme vermifuge
chez les ovins (Nabli, 1989). Elle est employée par |a population de Naguef pour soulager les
maux gastro-intestinaux (Friedman et al., 1986). En Tunisie, elle est utilisée pour les maladies
digestives et pour le traitement antidiabétique (Bouraoui, 2003). Artemisia herba alba est
utilisée comme anti diarrhée, contre les crampes abdominales, et pour curatif des blessures
externes (Feuerstein et al., 1986) .Elle est utilisée contre le diabéete et I'ictére (Marrif et al.,
1995).Elle est recommandée pour des désordres neurologiques (Salah et al., 2005).

[-7-2- Usage alimentaire

En aimentation, I’ Artemisia herba halba est considérée comme I'arébme de certaines
boissons comme le thé ou le café (Bendjilali et al., 1984). Néanmoins, son usage dans
I'industrie alimentaire reste trés limité a cause de la toxicité de la béta thujone dont le taux ne
doit pas dépasser 5Smg/kg (Bendijilali et al., 1984) .
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Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées par
les plantes autotrophe, qui sont divisés principalement en trois familles: les polyphénaols, les
terpenes, les alcaloides (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joél., 2007) .

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolé a partir d’ Artemisia herba alba Asso,
dont les sesquiterpénes lactones (Mohamed et al., 2010), les flavonoides (Kundan et
Anupam ,2011), les tanins (Mohamed et al., 2010) e en monoterpéne, triterpénes
pentacycliques , santonines, coumarines que |’analyse phytochimique de son I'huile
essentielles arévél é (Kundan et Anupam ,2011) et tanins (Mohamed et al., 2010).

I1-1 Composés phénoliques

L'acide chlorogénique a été isolé a partie d’ Artemisia herba-alba, au cours d’'une
enquéte réalisée sur 49 especes de plantes meédicinales marocaines (Mouhgjir et al., 2001).
Dans une autre enquéte sur les principes actifs antiulcérogenes d’ Artemisia herba-alba, huit

polyphénols et composants connexes ont été isolés (Kim et al., 2004).
[1-1-1 Polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des veégeétaux,
caractérisés par la présence d’ au moins d un noyau benzénique auquel est directement lié au
moins un groupement hydroxyle libre, ou engagé dans une autre fonction tels que : éther,
ester, hétéroside...etc. (Bruneton, 1999 ; Lugas et al., 2003).

En effet les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus
largement distribué dans e royaume des végétaux, avec plus de 8000 structures phénoliques
connus (Lugasi et al., 2003).

Les principales classes de composants phénoliques sont: les acides phénoliques (acide
caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogénique), les flavonoides qui représentent
plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (King et Y oung., 1999 ;
Tapiero et al., 2002). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux
supérieurs: racine, tiges, fedilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier., 2006).

[1-1-1-1 Acides phénoliques

lls appartiennent a deux groupes, acides hydroxybenzoiques ou acides

hydroxycinnamiques (Bernal et al., 2010).
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e Acides hydroxybenzoiques

Dérivés de I'acide benzoique avec une formule de base de type (C6-C1), existent
fréquemment sous forme d’ esters ou de glucosides et peuvent également étre intégrés dans

des structure complexes comme certains tanins (Bernal et al., 2010).

O OH
/ 0
&
N\ OH
OH
Acide benzoique Acide p-hydroxybenzoique

Figure 03: Exemples des dérives d’ acides hydroxybenzoiques.

e Acides hydroxycinnamiques

Dérive de I’ acide cinnamique dont la structure de base (C6-C3). Les molécules de bas
de la série hydroxycinnamiques sont |’acide p-coumarique et ses isomeres (acides o-et
mcoumarique) et les acides caféque, férrulique et sinapique. Ces acides sont rarement présent
al’état libre et existent généralement sous forme d' ester (avec le glucose, |’ acide quinique,

I”acide tartrique ...) ou de glycosides (Pascale et Veronique, 2006).

MeO 0
HO N
OH
OH OH .
MeO I
Acide sinapique Acide caféique
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0

CHs ™ OH

Acidesférrulique

Figure 04: Exemples des dérives d’ acides hydroxycinnamiques.

I1-1-2 L es flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques naturels (Seyoum et al., 2006), ils
contribuent a la pigmentation des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs,
desfruits et parfois des feuilles (Ghestem et al.,2001 ; Bruneton ,19991). Certains d’ entre eux
sont synthétisés par la plante afin de lutter contre divers parasitoses (Messai, 2011). On en
dénombre pres de 6400 structures identifiées (Harborne et Wiliams., 2000).

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

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

OH

Figure 05: Structure de base des flavonoides.
[1-1-2-1 Classification

Les flavonoides sont subdivisés en classes dont les plus important sont : flavones,

isoflavandiols, flavonols, flavondiols, aurones, chalcones, anthocyanins .
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Tableau I1: Principales classes des flavonoides (Narayana et al., 2001).

Claszes Structure:s chimiques Ry R4’ RS Exemples
Flavones H OH H Apigenine
' l OH OH H Luteolme
EED T s OH | ocH3 H Dic=metine
()
[
Flavonols " | H OH H Kaempferol
e TR OH OH H Quercetne
(@) : OH oH OH | Myrecétine
I i
Flavanols l OH OH H Catechine
o s AT
IS2L =1 ol
£ '
Flavanones l H OH H Nanngenine
. OH oH H | Enodicool
(@) .
l.-
Anthocyanidines . | H OH H Pelargomdine
i ST OH OH H Cramidine
[;’_}?:)—L"": | OH OH OH | Delphemdine
Isoflavones - S— Q o+ RS R7 R4
() p OH oH OH | Gemstemne
L. 3 10 = H OGm | OH Daidezine

Les flavonoides détectés dans I’armoise blanche montrent une diversité structurale,

allant des flavonoides communs: flavones glycosides et flavonols jusqu’aux flavonoides

méthylés qui sont tres inhabituel. Les flavonoides glycosides comprennent les O-glycosides

tels que quercitines-3-glucoside et des flavones C-glycosides qui sont rares dans le genre
Artemisia et |’ensemble des astéracée (Saleh et al., 1985 ; Saleh et al., 1987). En Egypte, un
total de huit flavonoides O- et C-glycosides ont été isolé et identifié a partir d’ Artemisia herba
-alba (Saleh et al., 1987; Saeh et al., 1985). Au Liban I'éude des parties aériennes
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d Artemisia herba alba a conduit a I'isolement de deux flavonoides: I'hispidulin et le
cirsilineol (Salah et jager, 2005).

Figure 06: Structure de base des flavanones Figure 07: structure de base des flavonols.

I1-1-3 Lestanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structure variée, de saveur
astringente ayant en commun la propriété de tanner la peau, cette aptitude est lié a leur
propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000
Da (Paris et Hurabielle., 1981).

Les tanins sont tres répandus dans le regne végétal, mais ils sont particulierement
abondants dans certaines familles comme les coniféres, les Fagacée, les rosacée (Ghesterm et
al., 2001).1ls peuvent exister dans divers organes: I'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et
les graines (Khanbabae et Ree., 2001).

I1-1-3-1 Classification

On distingue habituellement chez les végétaux supérieurs, deux groupes de tanins
différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénétiques. Les tanins
hydrolysables et |es tanins condensés (Bruneton, 1999).

[1-1-3-1-1 Tanins hydrolysables

10
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Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénals, ils sont
facilement scindés par les enzymes de tannases en 0ses et en acide phénol, selon la nature de
celui-ci on distingue: les tanins galliques, et les tanins ellagiques (Paris et Hurabielle,, 1981).

» Taninsgalliques (Gallo tanins)
Lestanins galliques donnent par I'hydrolyse des oses et de I'acide gallique.
» Taninsellagiques (Ellagitanins)
Les tanins ellagiques sont scindés par les enzymes en o0ses et en acide elagique (Paris
et Hurabielle., 1981).
[1-1-3-1-2 Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymeres flavanolique constitués d'unités flavan-3-ols,
le plus souvent épicatéchine et catéchine (Khanbabaea et Ree., 2001).Les tanins condensés
sont des molécules hydrolysables, leur structure voisine de celle des flavonoides est

caractérisée par |’ absence de sucre (Paris et Hurabielle., 1981).

HO,_ .0

Ho  0=(

1o 0 @ OH

HO 0H bl O

H 0

Aclde eliaglque Tannins condensas

Acide Galhque

Figure 08: Exemples des quelques tanins.
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TANNINS

condensed tannins complex tannins hydrolyzable tannins

gallotannins || ellagitannins

o

group A group B

Figure 09: Classification des tanins (Wilfred et Ralph., 2006).

[1-1-3-2 Les activités biologiques des tanins

Les activités biologiques des tanins sont principalement liées a leur capacité a former
des complexes avec les macromolécules, en particulier les protéines. C'est pourquoi ils sont
utilisés dans le traitement des aliments et la clarification des vins, des bieres et des jus de
fruits. lls font également partie des formulations des agents de conservation du bois (Rira,
2006).

Plusieurs études suggérent que la présence des tanins condensés a un seuil inférieur a
6% est avantageuse et induit une améioration des performances animales : croissance et
rendement en viande et en lait (Barry et al., 1986).

La précipitation des protéines par les tanins participe également a l'activité
antidiarrhéque, en protégeant les organes digestifs des attaques nuisibles. Elle contribue aussi
al’ action antihémorragique (Makkar, 2003). En concentrations relativement faibles, les tanins
stimulent |’ activité des enzymes digestives et inhibent la mutagénicité de plusieurs agents
cancérogenes. Cette action est en partie, attribuée a leur capacité a former des liaisons avec
ces composes, ce meécanisme dinhibition dépend du type de mutagenes. Une forte inhibition
de la progression des tumeurs a été démontrée expé&imentalement pour plusieurs types de
tanins sur deux étapes de la cancérogenese (Perchellet et al., 1996).

12
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[1-2 L es sesquiter péneslactones

Les sesquiterpénes lactones sont parmi les composées communément rencontrés dans
les espéces Artemisia (Sanz et al., 1990). Ils sont largement responsables de |'importance
meédicinale de ces plantes. Plusieurs sesquiterpénes lactones ont été identifiés dans les parties
aériennes d Artemisia herba-alba : les eudesmanolides et les germacranolides semblent étre
les types de lactones les plus abondants (Marco, 1989).

Au cours d une enquéte réalisée en Israél, plusieurs chémotypes différents d’ Artemisia
herba-alba ont été identifiés sur la base des différences dans leur constitution en
sesquiterpenes lactones (Segdl et al., 1987). . D’ autres études réalisees au Maroc (Marco et
al., 1994), Algérie (Vernin et al., 1995) ont montré que le genre Artemisia est riche en

sesquiterpenes.

I1-3 L huile essentielle

Au cours des derniéres décennies, I'huile d’ Artemisia herba-alba, appelée huile de
shih, a été beaucoup étudiée, et une grande diversité dans la composition de I'huile extraite de
plantes poussant dans des pays différents, et méme dans des localités différentes du méme
pays a été mise en évidence (Salido et al., 2004 ; Paolini et al., 2010).

Dans la plupart des cas, il a é&é rapporté que I'huile d’ Artemisia herba-alba contient
principalement des monoterpénoides, principa ement oxygénés, tels que le 1,8-cinéole
(Feuerstein et al., 1986), le chrysanthenone, le chrysanthenol (et son acétate), a et f-thuyone
et le camphre (Feuerstein et al., 1988).

En Algérie, des études sur lacomposition de I’ huile essentielle d’ Artemisia herba alba
ont montré que le camphre, 1’a / B-thujone, le 1,8-cinéole et les dérivés du chrysanthenyl sont
les principaux composant (Vernin et Parkanyi, 2001 ; Vernin et al., 1995 ; Vernin et Merad,
1994).

Dans d'autres études, le camphene (3%), le bornéol (3.6%), I'éther davana (8.8%), le
davanone (36.1%) ont été les principaux composants (Dahmani-Hamzani et Baaliouamer,
2005). L'huile essentielle obtenue a partir des parties aériennes d Artemisia herba- alba
sauvage recoltées de M'sila-Algérie, contient principalement le camphre (19.4%), le trans-
pinocarveol (16.9%), le chrysanthenone (15.8%). Selon Dob et Benabdelkader (2006), les
monoterpénoides sont les principaux composants (86.1%), suivis par les monoterpenes
irréguliers (3.1%).

13
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[1-3-1 LesActivités biologiques des huiles essentielles
[1-3-1-1 les activités antimicrobiennes

L’ activité antimicrobienne des HE est principalement due a leur composition
chimique et en particulier a la nature de leur composé majoritaire. En effet, il est admis que
I activité antimicrobienne des HE se classe dans |’ ordre décroissant suivant la nature de leur
composes magjoritaires (Franchomme ,1981 ; Lec et al.,1971) : Phénols > Alcools > aldéhydes
> Cétones > oxyde > esters> hydrocarbure . L’effet des composés quantitativement

minoritaires n’ est parfois pas négligeable (Rhayour, 2002).

[1-3-1-2 Activité antivirale

Plus d'une dizaine d’ huiles essentielles possedent des propriétés antivirales. Les virus
sont sensibles aux huiles essentielles surtout au phénol et au monoterpénol (Girard, 2010 ;
Mayer, 2012). Une étude in vitro amontré |’ effet antiviral de I’HE d’ origan et du girofle sur
le virus Type 1 de I'herpés simplex ainsi que sur le virus de la maladie de Newcastle
(Siddiqui et al., 1996).

[1-3-1-3 activité antioxydante

Plusieurs publications ont rapporté que certaines I’ huile essentielles ont une activités
antioxydante plus importante que quelques antioxydants synthétiques (Hussain et al., 2008,
2010). Cette efficacité antioxydante est due principalement a la présence des groupes
hydroxyles dans leurs structures chimiques (Hussain, 2009).

Des études issues du Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées a
I’Alimentation (RESALA) de I'INRS-IAF, ont montré que I'incorporation des huiles
essentielles dans les aiments (viandes hachées, purées de fruits, yaourt ...) contribue a
préserver ces aiments des phénoménes d' oxydation (Caillet et Lacroix, 2007).

[1-3-1-4 activité anti-inflammatoire

Plusieurs maladies inflammatoires comme le rhumatisme, les allergies et I arthrite sont

soignées en milieu clinique en utilisant des huiles essentielles (Mebarki, 2010).
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[11-1 Les activités antimicrobiennes

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la trés grande mgorité des cas a la
sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due a des mutations
chromosomiques ou a |’ acquisition de genes de résistance portés par des éléments génétiques
mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces résistances ont conduits a chercher
de nouveau agents antimicrobiens possédant une efficacité plus importante que les drogues
synthétiques d’une part et bien accepté par |’organisme d’autre part (sans exercer des effets
délétéres sur la santé humaine) (Garcia-Ruiz et al., 2008 ; Kempf et Zeitouni., 2009).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié I’ activité antimicrobienne des extraits
de plantes médicinaes telles que fennel (Foeniculum vulgare), peppermint (Mentha piperita),
thyme (Thymus vulgaris), ils ont trouvé que ces extraits sont actifs non seulement contre les

bactéries mais aussi contre les champignons, les levures et les virus (Jurgen et al., 2009)

D’ autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plusloin, ils ont isolé et identifié
les métabolites responsables de |’ activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape
constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant I’ industrie pharmaceutique, la
médecine aternative, et lathérapie naturelle (Huang et al., 2008).

[11-1-1 Activités antibactériennes

Il a été prouvé par des chercheurs israéliens en 1979 que I'huile essentielle de
I’ Artemisia herba alba est active contre quatre souches bactériennes : Gram+ (staphylocoques
et streptocoques) et Gram- (E.coli et Salmonella typhosa) et ceci en inhibant leur croissance
(activité bactériostatique).

Lors d’une étude menée par Khebri. (2011), Artemisia herba alba s est montrée trés
active vis-avis de: E.coli, Serratia.sp,  Saphyloccocus aureus, Enterobacter et

Haemophillus....

[11-1-2 Activités antifongiques

L'huile essentielle d'Artemisia herba alba agit de fagon active sur Fusarium
oxysporum et Rhizopus stolonfer, le pourcentage dinhibition dépasse 75 % ceci est dl a la
présence de composés majoritaires tel a et -thujone dont I'activité antifongique confirmé par
une étude réalisée par Pitarokili et al, (2003).
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Tantaoui et al, 1993 ; rapportent que I'huile essentielle d'Artemisia heba alba inhibe la
reproduction asexuée du Aspergillus niger, Penicilliumitalicum, et Zygorhynchus.

[11-2 Les activités antioxydantes
[11-2-1 L e stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des
especes réactives de |’ oxygene et la capacité du corps aneutraliser et aréparer les dommages
oxydatifs (Boyd et al., 2003).

[11-2-2 Lesradicaux libres

Un radical libre est définies comme toute molécul e possédant un ou plusieurs électrons
non appariés (Jacques et André., 2004), cette molécule est tres instable et réagie rapidement
avec d autres composants, essayant de capturer I’ éectron nécessaire pour acquérir la stabilité,
une réaction en chaine débute lorsqu’ un radical libre attague la molécule stable la plus proche
en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995).

[11-2-3 Les especesréactives del’ oxygene

Parmi les especes radicalaires les plus intéressantes se trouvent les espéeces réactives
de I’ oxygéne (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d oxygene, par
addition d'un éectron. les principales espéces réactives de |’oxygene sont: le radical
superoxyde (O2*), le radical hydroxyle (* OH), le monoxyde d’ azote (NO*), et aussi certains
dérivés oxygénés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde
d  hydrogene (H20,) et le peroxynitrite (ONOO-) (Jacques et André., 2004 ; Gutteridge,

1993).
[11-2-3-1 Leradical superoxyde

L’origine principale du radical superoxyde est sans conteste la chaine respiratoire
mitochondriale. En effet, ce systéme permet la production du radical superoxyde par
I’addition d'un éectron a I'oxygéne moléculaire, cette réaction est catalysée par le

cytochrome oxydase mitochondrial:

Cytochrome
oxydase
O+€—— > 0Oy
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Le radica superoxyde peut également se former lors de la phagocytose gréce a la

NADPH oxydase présente dans |a membrane plasmique des phagocytes :
NADPH
oxydase
202+ NADPH ————> 20y + NADP" + H*
Une autre source possible est la xanthine oxydase. Cette enzyme catalyse |’ oxydation

de la xanthine en acide urique.

Xanthine oxydase
Xanthine + 202+ HO ———— Acide urique + 20> + 2H+
Le radical superoxyde est peu réactif, maisil entre comme agent oxydant dans la mgjorité des

réactions

[11-2-3-2 Leradical hydroxyle

Le radica hydroxyle (-OH) est une espéce radicalaire hautement réactive. Il est
principalement formé lors de réactions d’ions métalliques avec le peroxyde d' hydrogéne, ces
réactions sont décrites sous le nom de réactions de Fenton:

M™+H,0, —> M®D*+OH +OH

Le fer peut également catalyser la transformation de I’ anion superoxyde en présence
de peroxyde d’ hydrogene avec production de radical hydroxyle selon laréaction dite
Haber-Weiss. Cette réaction est relativement lente et moins courante que la précédente dans

les tissus vivants (Jacques et André., 2004).

Fe
Oz + H202 O2+ OH+ OH"  (Réaction de Haber-Weiss).

[11-2-3-3 Le peroxyde d’ hydrogene
Il se forme par une réaction de dismutation du radical superoxyde, catalysée par la
superoxyde dismutase (SOD).
202+ 2H" ————— > H0.+0;

Le peroxyde d hydrogéne est moins réactif que I’anion superoxyde, mais il possede

une capacité de diffusion importante (Jacques et André., 2004).
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[11-2-4 Les antioxydants

Les antioxydants sont I'ensemble des molécules susceptibles dinhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les espéces réactives de I'oxygene. lls
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces espéces, en les piégeant pour former un
compose stable, en séquestrant le fer libre ou en générant du glutathion (Favier, 2003).

On distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour

détoxifier lacdlule:

[11-2-4-1 L es antioxydants endogenes

L’ organisme humain posséde un systeme enzymatique, constitué principalement de
trois enzymes: la superoxyde dismutase (SOD), |la catalase et la glutathion peroxydase (GPx)
(Avissar et al., 1989). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire
au niveau du superoxyde et du peroxyde d hydrogene, conduisant finalement a la formation

d eau et d’ oxygene moléculaire (Marfak, 2003).

» Lasuperoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD), est une enzyme qui élimine |’ anion superoxyde par
une réaction de dismutation, elle produit de I’ oxygene et du peroxyde d’ hydrogene.Cette
enzyme existe sous deux formes : une cytoplasmique nécessite comme cofacteur lesions
de cuivre et de zinc (CuZnSOD) et | autre mitochondrial e utilise |e manganese comme
cofacteur (MnSOD) (Jacques et André., 2004).

20, + 2H* —> H0+ 0O
» Lacatalase

Le peroxyde d hydrogéne produit par la réaction de dismutation peut subir une
réaction de Fenton. Il ne faut pas donc qu’il s accumule, ¢’ est le rOle de la cataase, elle
transforme deux molécules de peroxyde d’ hydrogene en eau et en oxygene qui sont des

composés stables (Jacques et André., 2004).

Catalase
2H O —— > HO+ 0O

> Laglutathion peroxydase
La glutathion peroxydase est une enzyme qui constitue I'un des plus importants

systemes enzymatiques de protection car elle est capable non seulement de détoxifier le
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peroxyde d hydrogéne, mais aussi d autres hydroperoxydes résultant de I’ oxydation du
cholestérol ou des acides gras (Ganther, 1999).

La glutathion peroxydase se trouve dans le cytoplasme et dans les mitochondries, elle
nécessite la présence de deux cofacteurs importants: le glutathion réduit et |e sélénium.

En présence de deux molécules de glutathion sous forme réduites, la glutathion
peroxydase catal yse la transformation de peroxyde d' hydrogéne en deux molécules d’ eau.

Au fur et a mesure de sa consommation par la glutathion peroxydase, |e glutathion doit
étre régénéré, cela est rendu possible par une glutathion réductase qui consomme une
molécule de NADPH fourni par la voie des pentoses phosphates (Jacques et André.,
2004).

> Leschéateursde métaux

Plusieurs protéines qui circulent dans le sérum peuvent prendre en charge des ions
métalliques libres qui sont potentiellement toxiques, il s agit de la transferrine et de la
lactoferrine pour le fer et la céruléoplasmine pour le cuivre. Elles agissent comme des
chélateurs et maintiennent les ions métalliques sous forme inactive par rapport a la

combinaison possible avec le peroxyde d’ hydrogene (Jacques et André., 2004).

[11-2-4-2 L es antioxydants exogenes

De nombreuses molécules issues de notre aimentation : vitamines, nutriments,
COMpOSES naturels, ... etc. sont considérés comme des antioxydants. Notons atitre d’ exemples,
les plus courants:

[11-2-4-2-1 L esvitamines

» LavitamineE

La vitamine E ou a-tocophérol, est un antioxydant liposoluble, elle se localise entre les
chaines dacides gras des phospholipides qui constituent les membranes et les
lipoprotéines. Le role essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux peroxyles
lipidiques RO- qui propagent |les chaines de peroxydation. La partie active de la molécule
étant la fonction phénol réductrice. Celle-ci perd facilement un atome d'hydrogene et se
transforme en radical a-tocophéryle, tandis que le radical peroxyle est réduit en une
molécule d'hydroperoxyde. De plus, 1'a-tocophérol capte les radicaux superoxydes (sous

leur forme protonée HO), les radicaux hydroxyles -OH, ainsi que I'oxygéne singulet O,.
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Bien que la concentration d'a-tocophérol soit relativement faible in vivo, le recyclage
de ce dernier par des systémes réducteurs dont le plus important est I'ascorbate, lui permet

de jouer son réle d'antioxydant a plusieurs reprises (Gardes-Albert et al., 2003).

» LavitamineC

La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble. L'ascorbate est un
tres bon capteur de radicaux libres oxygeénés puisgu'il réagit non seulement avec les
radicaux hydroxyles -OH, mais aussi avec les radicaux superoxydes O.". En outre,
I'ascorbate capte les radicaux peroxyles RO»-.En réagissant avec ces diversoxyradicaux,
I'ascorbate est oxydé en radical ascorbyle (Asc--) qui est relativement inerte vis-a-vis des
matériaux biologiques.

L’ ascorbate posséde une propriété importante qui est la réparation possible de deux
autres antioxydants, le glutathion et I'a-tocophérol a partir de leurs formes radicalaires. Il
est recyclé, tout au moins en partie, par dismutation du radical ascorbyle (Gardes-Albert et
al., 2003).

[11-2-4-2-2 Antioxydants d’ origine végétale

Les caroténoides et les polyphénols constituent de vastes familles de composés
(plusieurs centaines) parmi lesquels se trouvent le B-caroteéne, I'acide caféique et la quercétine.
Les caroténoides et les polyphénols sont généralement de bons capteurs de radicaux
hydroxyles -OH et peroxyles RO2". Ils sont donc susceptibles dinhiber les chaines de
peroxydation lipidique, mais d'une manieére moins efficace que celle de 1'a-tocophérol. En
outre, les caroténoides ont un réle spécifique de capteur d'oxygene singulet O., ce qui leur
permet d'exercer une protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de
lalumiére solaire (Gardés-Albert et al., 2003).

[11-2-5 Les maladies liées au stress oxydatif

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant certains
genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maadies. cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, ccdéme
pulmonaire, vieillissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales,
rhumatisme, |’ athéroscl érose, le diabéte (Atawodi, 2005 ; Georgetti et al., 2003).

20



Synthése bibliographique

[11-2-6 Autres activités
Des effets hypoglycémiants, semblables a ceux d'Artemisia scoparia, avec une

réduction consistante du niveau du glucose sanguin et présentant un minimum d'effets
secondaires indésirables ont été démontrés aprés administration orales des extraits agqueux

d'Artemisia herba alba (Alkhazrgi et al., 1993).

21



Matériel et méthodes



Matériel et méthodes

Cetravail est une contribution al’ éude phytochimique de I’ extrait aqueux d’ Artemisia
herba alba, suivie d’'une évaluation de I’ activité antioxydante et antibactérienne contre huit
souches bactériennes dont deux sont pathogénes multi résistantes qui est réalisé au niveau de
laboratoire de recherche de microbiologie appliqué de I’ Université MOULOUD MAMMERI

de Tizi-Ouzou.

I- Matériel et méthodes
-1 Matériel
I-1-1 Matériel végétal

La plante Artemisia herba alba a été récoltée le matin le: 22/12/2015, dans un climat
hyper aride de la région d’ Assekrem de la wilaya de Tamanrasset (Algérie) (voir annexe 1),
Située 22710 m d’ atitude.

Figure 10: Photos de la partie aérienne d’ Artemisia herba alba récoltée (A ssekrem,
Tamanrasset) (3264x 1836).
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Matériel et méthodes

[-1-2-1 Les different produits chimiques et milieux de culture utilisés

Tableaux I11 : Produits chimiques et milieux de culture utilisés.
Utilisations
Solvants M éthanol Dosage des flavonoides

1-1-diphenyl-2- Activité antioxydante
picrylhydrazyl (DPPH:)
Folin-Ciocalteu Dosage des polyphénols
totaux

Trichlorure d’' aluminium
(AlCl3)

Dosage des flavonoides

Folin-Denis

Dosage des tanins

Acide ascorbique

Antioxydant standard

Acide gdllique Polyphénol standard

Quercétine Polyphénol standard

Reactifs Acide tannique Polyphénol standard
Réactif de stiasny Screening phytochimique

Sels Chlorure de Sodium (NaCl) Préparation de |’ eau

physiologique

Gélose Désoxycholate

Gélose chapman

Milieux de culture

VRBL

VRBG

Géosea ADN

Milieu SS

Identification et purification
des souches bactériennes

Milieu Mueller- Hinton
(MH)

Antibiogramme

Bouillon Nutitif/Gélose PCA

Repiguage des souches
bactériennes
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e Autre produits
v H0O2
v Disgues d oxydase
v' Plasma
v Gderie APl 20E

[-1-2-2 Souches bactériennes utilisées

Les souches bactériennes utilisées sont des souches de référence appartenant a
I’ AmericanType Culture Collection (ATCC) et des souches pathogeénes et virulentes dont
deux sont multi résistantes du laboratoire de microbiologie (tableau V). Elles sont réactiveées

a 37 °C par repiquage sur milieux : gélose PCA et bouillons nutritif pendant 18h.

Tableau 'V: Les souches bactériennes utilisées et |eurs provenances.

Souches bactériennes Provenance Gram
Escherichia coli ATCC 25922 | Laboratoire de microbiologie de Gramr
laFSBSA de Tizi Ouzou
Escherichia coli Laboratoire de microbiologie Gramr
du CHU de Tizi Ouzou
Staphylococcus aureus ATCC | Laboratoire de microbiologie de Gram*
25923 laFSBSA de Tizi Ouzou
Salmonella Laboratoire de microbiologie du Gramr
CHU de Tizi Ouzou
Klebesiella pneumoniae Laboratoire de microbiologie de Gramr
ATCC 4352 laFSBSA de Tizi Ouzou
Klebesiella pneumoniae 825 Laboratoire de microbiologie du Gramr
(multi résistante) CHU de Tizi Ouzou
Klebesiella pneumoniae 1766 | Laboratoire de microbiologie du Gramr
(multi résistante) CHU de Tizi Ouzou
Bacilluscereus ATCC 10876 | Laboratoire de microbiologie de Gram*
laFSBSA de Tizi Ouzou
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|-1-2-3 Antibiotiques utilisés

Tableau V: Les antibiotiques utilisés comme témoins positifs (anonyme, 2011).

Nom Abréviation | Dose
Antibiotiques Cefazoline Ccz 30ug/disque
Amoxycilline AMX-AX- 25ug/disgue
AM
Trimethoprim+Sulfamethoxazole | SXT 25ug/disque
-2 Méthodes

|-2-1 Préparation del’extrait aqueux d’Artemisia herba alba

Apres lareécolte, le matériel végétal est débarrasseé des débris. Les feuilles de la plante
sont ensuite isolées et séchées al’air libre et al’ abri de lalumiére pendant trois semaines, puis
broyées et conservées dans un flacon en verre et maintenus a I’abri de la lumiére et de

I humidité pour des analyses ultérieures.

Un extrait agueux est préparé par maceration dans de I’ eau distillé a raison 10 % (10g
de poudre des feuilles dissous dans 100ml d'eau distillée) (Salhi, 2012), a une température
ambiante et a |’abri de la lumiére sous agitation douce pendant 24 heures. Le mélange est
ensuite filtré & I’ aide de papier wattman pour avoir un filtrat (voir annexe 3), puis ce dernier
va étre congelé pendant une nuit. Ensuite une lyophilisation est réalisée pour avoir I’ extrait

sec qui va étre conserveé dans des tubes ECBU au réfrigérateur pour des analyses ultérieurs

comme le montre lafigure ci-apres :
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10g du matériel végétal sec broyés

|

100ml d’ eau distillée

L [ Macérati
; LMacerafuon ]

Filtration avec du papier wattman

Congéation a-80°C/24h
L.

[ [ Lyophilisation ]

Extrait sec lyophilise

Figure 11: Schémadu protocole d’ extraction de |’ Artemisia herba alba selon le protocole de
Sahi (2012) modifié.

[-2-2 Déter mination du rendement d’ extraction

Le rendement désigne la masse de I’ extrait déterminée apres évaporation du solvant, il
est exprimé en pourcentage par rapport alamasse initiale de la plante soumise al’ extraction

selon I’ équation suivante décrite par (Mahmoudi et al., 2013) :

R (%) = (M ext / M éch) x 100

R est lerendement en % ;
M ext est lamasse de I’ extrait aprés évaporation en mg ;
M éch est |la masse de la matiére seche végétale en mg.

|-2-3 Déter mination de la concentration maximale de I’ extrait aqueux

C'est le seuil de saturation de I’ extrait dans de I’ eau distillé stérile qui est obtenus a
partir d’ une concentration de 0.2g/ml jusqu’a avoir un extrait qui ne peut plus étre pipeté par

la micropipette (aspect pateux). Ce dernier a une concentration de 0.8g/ml.
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|-2-4 Analyses quantitatives de |’ extrait aqueux

|-2-4-1 Dosage des polyphénols totaux

» Principe

La méthode de dosage des polyphénols totaux repose sur |’ oxydation des cycles
phénoliques (Lhuillery, 2006). Le réactif utilisé est un mélange de phosphomolybdate et
tungstate de sodium de couleur jaune, qui est réduit lors de I’ oxydation de ces composes
phénolique en milieu alcalin en un chromogéne de couleur bleu.

La coloration produite est proportionnelle ala quantité des polyphénols totaux, qui est
estimé par spectrophotométrie UV a une longueur d’ onde de 760 nm. (Ghazi et Sahraoui,
2005).

» Mode opératoire

La teneur en polyphénols totaux de notre extrait agueux a été déterminée par la
méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1965). Des dilutions convenables de I’ extrait
agueux sont, ainsi qu’ une gamme d’ étalon.

e Préparation des solutions
- Lereéactif de Folin (10 fois dilué) ;
- Solution de carbonate de sodium 7,5%.
e Préparation delagamme éalon
La gamme étalon est obtenue en utilisant I’ acide gallique comme standard. A
partir de la solution mére (SM) 0,01g /ml, on prépare des dilutions allant de 10 a
100mg/ml selon le tableau suivant :

Tableau VI: Préparation des dilutions d’ acide gallique

Concentration | 0 10 | 20 | 30 | 40 50 60 70 80 | 90 | 100
mg/ml

VolumeSM | O | 100 | 200 | 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000
(ul)

VolumeE.D | 1000 | 900 | 800 | 700 | 600 | 500 | 400 | 300 | 200 | 100 | O
(1)

Ensuite chaque dilution (dilution d’acide gallique et de I’ extrait aqueux) est traitée
selon |e protocole décrit par lafigure ci-dessous :
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200 ul del’échantillon
+ 1000 pl du reéactif de Folin (dilué 10 fois)
+ 800 pl de NaxCO37,5%

Incubation a T ambiante et I’ obscurité pendant 60min

Lecture des DO a 760 nm

Figure 12: Protocole de dosage des polyphénols totaux (Singleton et al., 1965).

» Expression desreésultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de I’équation de
régression de la gamme d’ é&alonnage établie avec I’ acide gallique (AG). Elle est exprimée
en mg équivaent d'acide gallique par gramme de matiére seche (mg EAG/g de matiére

seche « MS ») selon I’ équation suivante :

Tpt:C.V/M

Tyt : Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/g d extrait sec de laplante) ;

C : Concentration de I’extrait équivalente a I’ acide gallique, obtenue a partir de la courbe
d'étalonnage (mg/ml) ;

V : Volumedel’ extrait (ml) ;

M : Poids sec de |'extrait de la plante (Q).
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|-2-4-2 Dosage des flavonoides

> Principe

Les flavonoides donnent avec le chlorure d’aluminium des complexes de couleur
jaune, coloration dont I'intensité est mesurable a un spectrophotométre a UV (Mbye
Dieng, 2007).

» Mode opératoire
La teneur en flavonoide de notre extrait aqueux a été déterminée en utilisant la
méthode colorimétrique au trichlorure d’auminium (Yun et al., 2009). Des dilutions

convenables de |’ extrait aqueux sont préparées, ainsi qu’ une gamme d’ étalon.

e Préparation dela gamme étalon
La gamme étalon est obtenue en utilisant la quercetine comme standard de
caibration. A partir de la solution mére (SM) 0,2mg/ml de méthanol, on

prépare des dilutions allant de 0,02 a 0,12mg/ml selon le tableau suivant :

Tableau VII: Préparation des dilutions de la quercetine.

Concentration 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
mg/ml

Volume SM 0 200 400 600 800 1000 1200
(1)

Volume 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
méthanol

(ul)

Chaque dilution (dilution de la quercitine et |'extrait aqueux) est traitée selon le

protocole décrit par lafigure ci-dessous :
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1ml del’ échantillon
+ 3ml de méthanol
+ 0,2 ml delasolution AlClza 10%
+ 0,2 ml d’ acétate de potassium 1M
+ 5,6 ml d’eau distillée

Incubation & T  ambiante et I’ obscurité pendant 30min

Lecture des DO a420 nm

Figure 13 : Protocole de dosage des flavonoides (Y un et al., 2009).

» Expression desreésultats

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

I’ éguation suivante :

Ti=C.V/M

T+ : Teneur en flavonoides (mg EQ/g d' extrait sec de la plante) ;

C : Concentration de I’extrait équivalente a la quercitine, obtenue a partir de la courbe
d'étalonnage (mg/ml) ;

V : Volumedel’ extrait (ml) ;

M : Poids sec de |'extrait de la plante (Q).
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|-2-5- Mise en évidence et dosage destanins

[-2-5-1 Screening phytochimique destanins

La caractérisation de tanin présente dans notre extrait a été déterminée par la
technique décrite par békro et al, (2007).

La recherche des tannins catéchique s est réalisee a partir du réactif de Stiasny. Cing
(5) ml de notre extrait a été évaporés a sec. Aprés gout de 15ml du réactif de Stiasny au
résidu, le mélange a été maintenu au bain-marie & 80°C pendant 30min. L’ observation d’un
précipité en gros flocons a caractérisé les tanins catéchiques.

Pour les tanins galliques, nous avons filtré la solution précédente. Le filtrat est
recueilli et saturé d'acétate de sodium. L’addition de 3 gouttes de FeCls provoquerait

I" apparition d’ une coloration bleu-noir intense, signe de la présence des tanins galliques.

|-2-5-2 Dosage des tanins
> Principe
La technique de dosage des tanins condensés est basé sur la réduction de I’acide
phosphomolybdique et tungstique en milieu alcalin, en présence de tanins pour donner une

coloration bleue dont I’ intensité est mesurée a 760 nm.

» Modeopératoire
Les tanins sont dosés selon la méthode colorimétrique de Folin Denis décrite par
Joslyn, 1970 modifiée. Des dilutions convenables de I’ extrait agueux sont préparées, ainsi

gu’ une gamme d’ étalon.

e Préparation desdifférentes solutions

- Lasolution saturée de COsNa.

e Préparation delagamme éalon
La gamme étalon est obtenue en utilisant |’ acide tannique comme standard de
caibration. A partir de la solution mére (SM) 1mg/ml d'eau distillée, on

prépare des dilutions allant de 0,5 a Img/ml selon le tableau suivant :
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Tableau VIII: Préparation des dilutions de I’ acide tannique

Concentration 0 1 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5
mg/ml
Volume SM 0 2000 1800 1600 1400 1200 1000
(ul)
Volume E.D 2000 0 200 400 600 800 1000
(ul)

Chaque dilution (dilution d'acide tannique et I’ extrait aqueux) est traitée selon le

protocol e décrit par la figure ci-dessous :

1ml del’ échantillon
+ 75ml d'eau distillée
+ 10ml de réactif de Folin Denis
+ 20ml de la solution saturée de COsNa,

Agitation mécanique

Incubation a T ambiante et I’ obscurité pendant 30min

Lecture des DO a 760 nm

Figure 14: Protocol e de dosage des tannins (Joslyn, 1970) modifié.

> Expression desrésultats
La concentration des tanins condensés est calculée a partir de I’ équation de régression
de la gamme d’ é&alonnage établie avec I’ acide tannique (AT). Elle est exprimée en mg
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équivaent d’ acide tannique par gramme de matiere seche (mg EAT/g de matiére seche

«MS ») selon I’ équation suivante :

Ti=C.V/M

Tt Teneur en tanins (mg EAT/g d extrait sec de la plante) ;

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

V : Volume del’ extrait (ml) ;

M : Poids sec de |'extrait de la plante (Q).

|-2-6 Tests des activités biologiques
|-2-6-1 Test del’activité antioxydante

e Mise en évidence de ’activité antioxydante
Le pouvoir antioxydant de notre extrait aqueux a été testé en employant deux méthodes :
% Test de piégeage du radical libre DPPH. (C1sH12NsOs) qui est fréquemment utilisée
pour mesurer le pouvoir antioxydant des produits naturels et synthétiques (Obame et
al., 2007).
% Test de laréduction du fer FRAP qui est souvent employée pour éudier la capacité
d’'une substance a donner des éectrons. Cette propriété constitue un important

mécanisme de |’ action antioxydante (Ebrahimzadeh et al., 2008).

|-2-6-1-1 Test de piégeage du radical libre DPPH

» principe

Le principe est fondé sur le pouvoir des antioxydants qui jouent le réle des piégeurs de
radicaux libres. En présence de ces antioxydants : soit synthétique ou naturels (dans notre
cas |’extrait agueux de notre plante), le radica libre DPPH (2,2 diphényl 1 picryl
hydrazyl), qui est caractérisé par sa couleur violette, se réduit en 2,2diphényl 1 picryl
hydrazine de couleur jaune (Maataoui et al., 2006). On peut résumer la réaction par le

schéma représenté dans lafigure suivante :
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Absorption
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Figure 15: Schéma de transformation du DPPH de sa forme active
acelleinactive (Matkowski et al., 2008).

» Modeopératoire
Le test antioxydant a été réaise selon la méthode décrite par Sanchez-Moreno et al.

(1998). Des dilutions convenables de |’ extrait agueux sont préparées, ainsi qu’un contréle

positif. Un contréle négatif a été préparé a partir d’ une solution méthanolique du DPPH, |a

lecture de I’ absorbance se fait a 515 nm contre un blanc.

Le contréle positif est présenté par une solution d'acide ascorbiqgue comme un

antioxydant standard. A partir de la solution mére de la vitamine C 5mg/ml, on prépare

des dilutions allant de 0,125 a 5mg/ml comme le montre |e tableau suivant:

Tableau | X : Préparation des dilutions de |’ acide ascorbique.

Concentrations | 0,125 0,5 0,75 1 2 4 5
mg/ml
Quantitéen 25 100 150 200 400 800 1000
vitamine C
()
Quantitéen 975 900 850 800 600 200 0
méthanol (pl)

Ensuite chague dilution (du contr6le positif et de I’ extrait aqueux) est traitée selon un

protocole décrit par lafigure ci-dessous :
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50 pl de chaque dilution
+

1,95 ml de solution DPPH

Incubation AT ambiante et &

I’ obscurité pendant 30min

lecture des DO a515 nm

Figure 16: Protocole de piégeage du radical libre DPPH (Sanchez-Moreno et al., 1998).

» Expressionsdesreésultats

Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition (1%) en utilisant la formule

suivante:

1% = [(AbScontréIe —Abs échantillon) / Abs contréle] x 100

Abscontrale : Absorbance du contrdle négatif a 515 nm.

ADS échantilion : Absorbance de I’ échantillon 2515 nm.

|-2-6-1-2 Test delaréduction du fer FRAP
» Principe
Le pouvoir réducteur est basé sur la transformation de Fe®* présent dans le complexe
KsFe(CN) s en Fe?* en présence d’un antioxydant qui a le pouvoir de céder des éectrons.
Une augmentation de |’ absorbance correspond a une augmentation du pouvoir réducteur

des composeés testé.

36



Matériel et méthodes

» Modeopératoire
L’ activité réductrice du fer de notre extrait agueux est déterminée selon la méthode
décrite par Oyaizu (1986).
Des dilutions convenables de I’extrait aqueux sont préparées, ains qu’une gamme
d étalon.
e Préparation desdifférentes solutions du protocole
Les différentes solutions préparées :
- Tampon phosphate (Ph 6,6) ;
- Ferrocyanure de potassium (K3Fe(CN) 6) 2a1% ;
- Acidetrichloracétique (10%) ;
- Chlorure defer (FeCls) a0,1%.
e Préparation delagamme éalon
L’ acide ascorbique est utilisé comme un antioxydant standard. A partir de la
solution meére d’ acide ascorbique 0,1mg/ml, on prépare des dilutions allant de
0,01 a0,1mg/ml selon le tableau ci-dessous :

Tableau X: Préparation des dilutions de |’ acide ascorbique.

0 0,01 0,025 0,05 0,075 0,1
Concentrations

(mg/ml)

Quantitéen 0 100 250 500 750 1000
vitamine C

(ul)

Quantité en 1000 900 750 500 250 0
eau distillee

(ul)

Ensuite chaque dilution (d’acide ascorbique et d extrait agueux) est traitée selon le

protocole décrit par lafigure ci-dessous :
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1ml del’ échantillon
+ 1ml de tampon phosphate

+ 1ml de (K3Fe(CN) ¢) 2 1%

Incubation au bain-marie a50°C pendant 20min

On rgjoute 1ml d’ acide trichloracétique (10%) avec
centrifugation & une vitesse de 3000 rpm pendant 10 min

Iml du surnageant + 1ml d’ED + 0,2 ml de (FeCls) a0,1%

Incubation pendant 10 min alatempérature ambiante

Lecture des DO a 700nm

Figure 17: Protocole du test de laréduction de fer (Oyaizu, 1986).
» Lecturedesrésultats

L’ augmentation de |’ absorbance dans e milieu réactionnel indique I’ augmentation de

laréduction de fer. L’ acide ascorbique est utilisé comme contréle positif.
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|-2-6-2 Test del’activité antibactérienne

1/ Les souches bactériennes utilisees

L’ activité antibactérienne a été évaluée contre des souches de référence et des souches
pathogénes dont deux sont multi résistantes. Ces bactéries sont conservées et maintenues en
vie par des repiquages continus, sur divers milieux de culture solides et liquides, selon les
especes.

Les milieux de culture utilisés sont: des milieux disolement, sélectifs ou

d'enrichissement pour chague groupe bactérien.

1-1/ Vérification dela pureté des souches testées
Pour la vérification de la pureté des souches testées, plusieurs tests sont réalisés

comme le montre le tableau suivant :

Tableau XI: Lestests réalisés pour la confirmation de |a pureté de chaque souche

bactérienne.
Tests Morphologie | Coloration API Test Test du Test de Test
Souches des colonies de Gram 20E d'oxydase | catalase | coagulase o' ADN
Escherichia coli % % % X X
ATCC 25922
Escherichia coli % % % % %
Staphylococcus % % X % X %
aureusATCC
25923
Salmonella % % %
Klebesiella % % % X %
pneumoniae
ATCC 4352
Klebesiella % % % X X
pneumoniae 825
Klebesiella % % % % %
pneumoniae 1766
Bacillus cereus % % % %
ATCC 10876
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e Caractére morphologique

» Lamorphologie des colonies bactériennes

C’est une étude macroscopique. On peut distinguer les caractéristiques d'une colonie :
la forme (ronde, entiere, ondulée, zonée, filamenteuse...), la taille, la couleur, |'aspect
(collant, filamenteux...), L'odeur.

Un repiquage des souches bactériennes, sur des milieux non sélectifs et sélectifs, a été
réalisé afin d' éudié |les caractéristiques des colonies.
» Lacoloration de Gram

Les bactéries peuvent étre groupées en 2 catégories selon la méthode de coloration de
Gram. Cette technique a été mise au point en 1884 par Hans Christian Gram, un
bactériologiste danois. Apres coloration, les bactéries Gram+ deviennent violettes aors
gue les bactéries Gram- apparaissent en rose. La répartition des bactéries en Gram+ ou
Gram- est un critére systématique important pour la classification des bactéries. Elle
permet de visualiser facilement les bactéries et de donner des indications sur leurs formes

et leurstailles.

Le colorant utilisé est le violet de gentiane qui colore I'intérieur des bactéries. Celles-ci
sont ensuite décolorées al’ alcool-acétone. En raison de leur paroi de structure plus épaisse
et de composition chimique particuliére, les bactéries Gram+ garde la coloration violette.
Les bactéries Gram-, avec une paroi plus fine et plus perméable ala décoloration, perdent
la couleur violette. De maniére a visualiser les bactéries Gram-, on recolore avec de la

fuschine (rose).
e Criteresbiochimiques

> GaleriesAPI 20E

APl 20 E est un systéme standardisé pour l'identification des enterobacteriaceae et
autres bacilles a Gram neégatif non fastidieux, comprenant 21 tests biochimiques

miniaturiseés, ainsi qu'une base de données.

Lagalerie APl 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés (voir

la figure18). Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui

40



Matériel et méthodes

reconstitue les tests. Les réactions produites pendant |a période d'incubation se traduisent

par des virages colorés spontanés ou révélés par |'addition de réactifs.

Cupule

Microtube contenant le milieu déshydraté

Figure 18: Photos représentant la galerie API 20E.

o Autre tests

Ces tests présomptifs ont été réalisés pour confirmer la pureté des souches
bactériennes testées.

> Test d’oxydase

La recherche de I' oxydase est un des criteres le plus discriminatif et le plus employé
pour |’identification des bactéries, surtout celles des bactéries a Gram négatif.

Cette recherche consiste a mettre en évidence la capacité de |a bactérie testée, a oxyder
laforme réduite incol ore de dérivés N-méthylé du paraphényléne diamine, en leurs formes
oxydées semi-quinoniques rose-viol acées.

Des disques d’ oxydases ont été utilisés pour se test.

» Test decatalase

Certaines réactions métaboliques aboutissent, dans les conditions de |’ aérobiose, a la
production de peroxyde d’ hydrogene (eau oxygénée ou H20,). Mais ce composé peut étre
le produit de la chaine respiratoire.

La catalase est une enzyme importante. Elle joue un réle magjeur dans I’ @imination du

peroxyde d’ hydrogéne selon laréaction suivante :

2HO0p ——— 5 Oz + 2H0
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A partir d'un milieu solide, prélever une quantité suffisante de culture et la mettre en
suspension dans une goutte d’ eau oxygenée déposée sur une lame::

- Bactérie possédant une catalase : Apparition d’ effervescence.

- Bactérie ne possede pas de catalase : Pas d’ apparition d’ effervescence.
» Test du coagulase

La coagulase ou staphylocoagul ase est une enzyme capable de faire coaguler le plasma
sanguin. La mise en évidence dune activité coagulase libre chez une souche
de Saphylococcusest un des critéres didentification de Staphylococcus aureusen
meédecine humaine.

Si le plasma coagule en moins de 24h, le germe possede une coagul ase.
» Test d ADNase

La gélose aADN au bleu de toluidine est utilisée pour déterminer la présence d'une
activité nucléase chez un micro-organisme. En routine, on I'utilise pour identifier
I'expression d'une DNAse thermorésistante (ou thermonucléase TNase) caractéristique de
I'espece Staphylococcus aureus.

L'observation d'un éventuel halo rose de métachromasiesigne la présence d'une

DNAse autour des trous percés sur le fond bleu de la gélose

1-2/ Conservation des souches
L es souches ont été conservées au réfrigérateur dans des tubes stériles contenant 10 ml

du bouillon nutritif.

2/ Evaluation del’ activité antibactérienne

L’ activité antibactérienne de |’ extrait aqueux a été évaluée par la méthode de Migheri et
al., (2010) qui est basée sur la diffusion en milieu gélosé, celle-ci nous a permis d’ évaluer la
sensibilité des souches envers I’ extrait agueux et de déterminer la concentration minimale

inhibitrice (CMI) a partir d’ une gamme de concentrations de ce dernier.

% Préparation des différentes concentrations del’ extrait

A partir de la solution mére de notre extrait aqueux 0,8g/ml, des dilutions de demi en
demi ont été préparées dans une gamme de concentration allant de 0.025 a 0,8g/ml.
% préparation del’inoculum

L’inoculum est obtenu a partir d’une culture jeune de 18 a 24 heures sur gélose PCA,

guelques colonies bien isolées de la souche a étudier ont é&é prélevées de maniere a
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réaliser une suspension dans de |’ eau physiologique stérile. L’ inoculum est ensuite gjusté

aune densité optique entre [0,08-0,1] &625nm, équivalent & 10° UFC/ml.

% Ensemencement et incubation

Coulez aseptiquement le milieu de culture (gélose de Mudler-Hinton) en surfusion
dans des boites de pétri, On laisse refroidir et solidifier.

L’ ensemencement est effectué par écouvillonnage, il consiste atromper un écouvillon
stérile dans la suspension bactérienne, |’essorer a I'intérieur du tube puis le frotter sur
toute la surface gélosée de facon a avoir des stries serrées. Cette opération est effectuée a
trios reprise en tournant la boite a environ 60° apres chaque application pour obtenir une
distribution homogene de I’ inoculum.

A l'aide d'une pince stérile, prédlever un disque de papier wattman de 6mm de
diamétre, et I’imbiber avec 10ul de chaque dilution a tester, puis déposer sur la gélose.
Les boites Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser a température ambiante pendant
30 mn, et mises al’ étuve a une température de 37C°.

Apres|’incubation I’ effet de I’ extrait se traduit par I’ apparition autour de disque d’une
zone circulaire transparente correspondant a I’ absence de la croissance. Plus le diamétre
de cette zone est grand plus la souche est sensible (Choi et al., 2006).

Les tests ont été répétés trois fois, des disques imprégnés d'eau distillée stérile
(témoins négatifs) et des antibiotiques (témoins positif) aussi utilisés. Toutes les

déterminations sont faites en triplicata.

« EXxpressionsdesrésultats

Les résultats expérimentaux sont exprimés par une CMI qui détermine la
concentration minimale inhibitrice (absence de la croissance bactérienne), obtenus par la
mesure du diamétre de la zone d'inhibition autour des disques a I’aide d’une regle et
exprimeés selon la moyenne des valeurs obtenues + |’ écart type (SD).

La sensibilité des bactéries envers les différents composés est classée selon les

diameétres des halos d’ inhibition comme le montre | e tableau ci-dessous.
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Tableau XI1: Sensibilité des bactéries envers les différents composes (Moreira et al.,2005).

Lediamétre d<8 9<@d<14 15<@<19 @ >20
(mm)
Sensibilitédes | bactérie non bactérie bactérie trés bactérie
bactéries sensible sensible sensible extrémement
sensible

|-2-6 Analyse statistique
Pour chague test ou méthode, les moyennes plus ou moins I’ écart type (n=4) ou (n=3),

ainsi que les représentations graphiques ont été réalisees par lelogiciel Excel 2010.
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1- Rendement d’ extrait

Le rendement de I’ extraction (en moyenne + écart type) obtenus en pourcentage (%),

ainsi que lacouleur, I’ aspect de I’ extrait sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau XI111: Aspect, couleur et rendement d’ extrait agueux d’ Artemisia herba alba (n=4)

Aspect Couleur Rendement%

Poudre Brune 18.8 £ 0.80

Ce rendement (18.8%) est considéré comme tres important par rapport aux rendements
de I’ huile essentielle de |la méme espéce. Lateneur en huile essentielle d'Artemisia herba alba
de larégion de Msila (Algérie) est de 1,02% (Daob et Benabdelkader, 2006). Le rendement de
cette méme espéce dans la région de Matmata (Tunisie) est de 0.41% (Akrout, 2004) et de
0.68% a 1.93% (Haouari, 2009) par contre dans e sud de I'Espagne, le rendement varie de 0,4
1% a2,3% (Sofiaet al., 2004).

Les variations des rendements au sein d’ une plante, semblent étre liées aux différents
facteurs, propriétés génétiques de la plante ainsi gu’a I’ origine géographique, aux conditions
et aladurée de stockage et de larécolte et aussi aux méthodes d’ extraction appliqueées.

2- Résultatsde I’ étude quantitative

2-1 Dosage des polyphénolstotaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’ acide
galique a été utilisé comme standard. L’ absorbance a été lue dans une longueur d onde de

760 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans la courbe d’ étal onnage ci-dessous :
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Figure 19: Courbe d’ éalonnage de |’ acide gallique.

L’ évaluation quantitative des polyphénols montre une corrélation positive entre la
variation de ses polyphénols totaux (10 a 100mg/ml) et | absorbance avec un coefficient de
corrélation R?= 0.99.

La quantité des polyphénols a été rapportée en milligramme d’ équivalent de I’ acide

galique par gramme de poids sec de |’ extrait (mg EAG/g Ps).

A partir de la courbe d étalonnage, la teneur en polyphénols totaux est :

Tpt=0.821 £ 0.061 mg EAG/g Ps

Tyt : Teneur en polyphénols totaux (EAG/g Ps)

Le résultat du dosage des polyphénols totaux montre que |’ extrait agueux d’ Artemisia
herba alba est de: 0.821 mg EAG/g Ps, une concentration tres faible en la comparant a celle
obtenues par Khennouun et al. (2010) qui est de 133,43mg EAG/g Ps.

Alors que dans une autre étude, Djeridane et al. (2005), ont dosé les polyphénols
totaux dans I’huile essentielle d’ Artemisia herba alba, la teneur trouvée était 0.01306 g
EAG/g d' extrait brut, ce résultat est relativement inférieur acelui de notre extrait.

Trés peu de travaux sont réalisés sur notre plante, nous comparons nos résultats a
guelques plantes de la méme famille (astéracées).
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Les composés phénoliques totaux d'Artemisia arvensis, Artemisia campestris sont
respectivement 0.0323 g, 0.02038 g équivalent d'acide gallique/g d'extrait brut
(Djeridane et al., 2005).

La quantité de PPT trouvée peut varier selon un certain nombre de facteurs. Les
facteurs contribuant a la variabilité dans la teneur en PP pourraient étre liée au cultivar, au
stade de maturation, des conditions climatiques (température, précipitation), de la période de
récolte (Criado et al, 2004 ; Ben Ahmed et al., 2007 ; Gomez-Rico et al., 2008).

2-2 Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium
(AICI3), la quercétine a été utilise comme étalon. L’ absorbance a été lue dans une longueur

d onde de 420 nm. Les résultats obtenus sont représentés dans une courbe d’ éalonnage ci-

dessous :

0,6 -
£ y =4,0407x
c 0,5 - R?=0,971
8
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T
o 0,3 -
c
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8
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Figure 20: Courbe d’ étalonnage de la quercétine.

L’ évaluation quantitative des flavonoides montre une corrélation positive entre la
variation de ses flavonoides (0.02 a 0.12mg/ml) et |’absorbance avec un coefficient de
corrélation R?= 0.97.

La quantité des flavonoides a été rapportée en milligramme d' équivalent de la

guercétine par gramme de poids sec de I extrait (mg EQ/mg Ps).
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A partir de la courbe d étalonnage, la concentration des flavonoides est :

T =0.055 + 0.0053 mg EQ/g Ps

T+ : Teneur en flavonoides (mg EQ/mg Ps).

Ce résultat (0.055mg EQ/g Ps) est considéré comme inférieur par rapport au taux
obtenu par khannouuf et al. (2010) qui est de 17,80mg EQ/g Ps.

Alors gue dans une autre étude sur |" huile essentielle de |la méme espéce rapporté par
Djeridane et al. (2010), la teneur trouvee était 0.0113g EAG/g d’ extrait brut, ce résultat est
relativement inférieur a celui de notre extrait.

Trés peu de travaux sont réalisés sur notre plante, nous comparons nos résultats a
guelques plantes de la méme famille (astéracées). La quantité de flavonoides d' Artemisia
arvensis, Artemisia campestris est respectivement 0.0131g, 0,0074g équivalent de catéchine/g
d’extrait brut (Djeridane et al., 2005). Nous remarquons que nos résultats sont supérieurs a
celles de ces plantes.

Alors que Saoudi et al., (2010) ont trouve une teneur de 131,89 mg EQ/g d'extrait de
feuilles aqueux d’ Artemisia campestris qui est trés importante comparant a notre résultat.

2-3 Mise en évidence de la présence destanins

2-3-1 Screening phytochimique
L’ observation d'un précipité en gros flocons a caractérisé les tanins catéchiques et
I” apparition d une coloration bleu-noir intense par I’ addition de FeCls singe de la présence de

tanins gallique comme lamontre la figure ci-dessous :
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Avant Apparition des flocons (Tanins catéchique)

Avant Apparition de la couleur bleu-noir intense

(Tanins gallique)

Figure 21: Révéation des tanins catéchiques et des tanins gallique.

Le screening phytochimique de I’extrait agueux révéle la présence des tanins, ce
résultat est confirmé par Gurudeeban et al., (2010) et Brahmi-Boudjlida. (2014), qui ont
marqué la présence de plusieurs métabolites secondaires tels que les tanins dans I’ extrait
aqueux de la plante d’ Artemisia herba alba.

La caractérisation chimique des extraits aqueux des plantes a démontré la présence des
polyphénols sous forme de tanins (la quantité dans I’ Asphodel us tenuifol uis trés abondant que

I’ Artemisia herba alba et Cotula cinerea) (Brahmi-Boudjlida, 2014).
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2-3-2 Dosage des tanins
Le dosage des tanins a été réalisé selon la méthode colorimétrique de Folin Denis.
L’ absorbance a éé lue dans une longueur d’onde de 760 nm. Les résultats obtenus sont

représentés dans la courbe d’ étal onnage ci-dessous :

1,8 -

1,6 1 y = 1514,3x
2 _

14 - R2=0,99

Absorbance a 760 nm

0 v T T T T T 1
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012

concentration d'AT (mg/ml)

Figure 22: Courbe d’ étalonnage de I’ acide tannique.

L’ évaluation quantitative des tanins montre une corréation positive entre la variation

de se tanin (0 & Img/ml) et I absorbance avec un coefficient de corrélation R?= 0.99.

La quantité des tanins a été rapportée en milligramme d’ équivaent d’ acide tannique
par gramme de poids sec de |’ extrait (mg EAT/g Ps).

A partir de la courbe d étalonnage, la concentration des tanins est

Tt=7.99 x 10°+ 1.96 x 10° mg EAT/g Ps

Tt: Teneur en tanins (mg EAT/g Ps).

D’aprées nos résultats, on remargque que la teneur en tanins de notre extrait agueux
d’Artemisia herba alba est tres faible avec une concentration de 0.0000799 mg EAT/g Ps.

Alors gue, une concentration de 0.175 mg EC/g d’extrait est obtenue de la méme
espece par khirddine. (2013).
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L’ éude quantitative de I’ extrait aqueux d’ Artemisia herba alba, au moyen des dosages
spectrophotométriques, avait pour objectif la détermination de la teneur des polyphénols

totaux, des flavonoides et des tanins.

Laraison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la mgjorité

des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes des plantes leur sont attribueés.

3- Résultats destests des activités biologiques

3-1 Test del’activité antioxydante

e Test depiégeagedu radical libre DPPH

La méthode de piégeage du radical libre (DPPH) a éé retenue pour évaluer |’ activité
antioxydante de notre extrait agueux, car elle est reconnue comme étant simple, rapide et
efficace en raison de la grande stabilité du radical (Bozin et al., 2008).

Le pouvoir antiradicalaire du standard (acide ascorbique) est illustré dans la figure ci-

apres:
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3
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Figure 23: Pouvoir antioxydant de I'acide ascorbique.

D’ aprés la figure 23, nous constatons que |'acide ascorbique révéle une corréation
positive entre la variation de la concentration de I’ acide et |e pourcentage d'inhibition avec

un coefficient de corrdation R?=0,96.
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L’ activité antiradicalaire a une concentration de 0.8mg/ml de I’ extrait aqueux a donné
un pourcentage équivalent de 4.34%, pour ce méme pourcentage |’ antioxydant standard
(acide ascorbique) a une concentration de 0.66mg/ml.On constate donc que I'activité
antiradicalaire de |’ extrait aqueux est inférieure a celle du standard.

L’ extrait aqueux d’ Artemisia herba alba, possede un 1Cso (0,329mg /ml) trés important
en le comparant aux 1Csop des polyphénols standard utilisés (quercétine: 0,005 mg/ml,
catéchine: 0,004mg/ml, I'acide caféique: 0,004mg/ml, acide tannique: 0,002mg/ml), Une
valeur faible d’ 1C50 indique une activité antioxydante forte. (Khennouuf et al., 2010)

D’ aprés Khebri. (2011), I’activité antiradicalaire de I'huile essentielle de la méme
espéce a donné un pourcentage de 37% pour une concentration de 1mg/ml, cette méme
concentration d’ acide ascorbique un pourcentage supérieur a 80%.

Les résultats de |’ activité antiradicalaire de ces travaux sont en accord avec nous résultat,
qui montre que Artemisia herba alba est doté d'une faible activité anti-radicalaire moins
importante que celle des polyphénols standard.

L’ évaluation de I’ activité anti-radicalaire doit étre interprétée avec précaution du fait que
I’ absorbance du DPPHe a 515-520 nm diminue sous |’ action de la lumiére, de I’ oxygene, en
fonction du pH et le type du solvant additionne a I’ antioxydant. La structure chimique et la
polarité de I’ antioxydant sont déterminantes pour sa capacité a pieger les radicaux libres. Des
effets synergiques mais aussi antagonistes ont été observés dans des solutions modeles qui
contiennent plusieurs composés fonctionnels (mélange complexe ou poly moléculaires) a
activité anti-radicalaire (Popovici et al., 2009).

e Test delaréduction du fer FRAP
Par ce test, on évalue la capacité d'un composé a transformer le Fe** en Fe**. On
détermine ains la capacité de ce composé a donner des éectrons. Cette propriété

constitue un important mécanisme de |’ action antioxydante.

Lafigure 24 ci-apres, montre les DO lues lors du test de laréduction du ferrocyanure

de potassium par notre extrait aqueux et |’ acide ascorbique pris comme éalon :

52



Résultats et discussion

== extrait aqueux
=fi— AC ascorbique
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Figure 24: Pouvoir réducteur de |’ extrait aqueux et de |” acide ascorbique.

Le pouvoir réducteur de I'extrait agueux et de I'acide ascorbique évolue avec
I’augmentation de la concentration. Plus |’ absorbance mesurée a 700 nm augmente plus le
pouvoir réducteur du composeé est élevé (Ebrahimzadeh et al., 2008).

Pour comparer |'activité de notre extrait aqueux a celle de I'acide ascorbique, on
détermine le pouvoir réducteur PRo, s défini comme la quantité d’ une substance en mg par mi
du volume réactionnel qui donne une unité d’'absorbance de 0,5 a 700nm (Ardestani et
Y azedanparast, 2007).

D’apres la figure 24, I’extrait agueux présente un PRo, 5 avec une concentration de
0.024mg/ml aors que pour |’ acide ascorbique, elle est de 0.048mg/ml (on remarque que la
concentration de |" acide ascorbique est deux fois la concentration de notre extrait agueux).On
constate que notre extrait aqueux possede un pouvoir réducteur deux fois plus important que

celui de I’ acide ascorbique.

D’ apres la comparaison des résultats fournis par les deux méthodes (test de piégeage du
radical libre DPPH et test de la réduction du fer FRAP), on constate que cette différence est
due ala nature du standard : I acide ascorbique est une molécule polaire possédant un pouvoir
antioxydant puissant évalué avec la technique de DPPH, mais cette molécule est dotée d’une

faible activité antioxydante avec latechnique du FRAP.
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3-2 Test del’activité antibactérienne

3-2-1 Identification et purification dessouches
3-2-1-1 Caractére mor phologique

» Lamorphologie des colonies bactériennes

C’ est une éude macroscopigue qui nous permet de distinguer les caractéristiques des
colonies des souches testées.
v' Laforme.
v' Lacouleur.
v' L’ aspect.
v L’odeur.

e E. Coli: Colonies 2 a 3mm de diamétre, a contour régulier, de type S en généra. Sur
milieux sur coliforme comme gélose au désoxycholate a 1% : colonies rouges.

e S. aureus . Colonies rondes, lisses, blanches sur le milieu PCA et dorées sur milieu
chapman, opaques, atteignant 2 a 3 mm de diamétre.

® Klebesiella pneumoniae . Colonies lisses, brillantes, de structure homogene (type « smooth
»ou S). Cet aspect évolue apres cultures successives pour donner des colonies a surface seche
rugueuse (type « rough » ou R) souvent trés muqueuses, larges et |uisantes.

e Salmonella : Colonies lisses, brillantes, de structure homogéne (type « smooth » ou S),
incolores car lactose — sur milieux SS avec un centre noir car H2S'.

® Bacillus cereus : Colonies blanches d  aspect granuleux font entre 2 et 7 mm de diamétre.

Pour |’ aspect des colonies de ces souches testées voire |’ annexe (7).

» Lacoloration de Gram
Les bactéries Gram™ resteront violettes alors que les Gram™ seront maintenant
teintées en rose (voir tableau X1V, figure 27). Bien que le résultat de la coloration de
Gram peut dépendre de |'état physiologique des bactéries (&ge de la colonie,

conditions de croissances...).
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Tableau X1V : Résultat de la coloration de Gram et |’ aspect des colonies des différentes

souches bactériennes utilisées.

Souches bactériennes Gram +/- Aspect des colonies
Escherichia coli ATCC 25922 Gram- Contour regulier, type S....
Escherichia cali Gram- Contour régulier, type S....
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram+ Coloniesrondes, lisses....
Salmonella Gram- Colonies lisses, brillantes...
Klebesiella pneumoniae ATCC 4352 Gram- Colonies lisses, brillantes,

muqueuses, larges......
Klebesiella pneumoniae 825 Gram- Colonies lisses, brillantes,
muqueuses, larges......
Klebesiella pneumoniae 1766 Gram- Colonies lisses, brillantes,
muqueuses, larges......
Bacillus cereus ATCC 10876 Gram+ Colonies blanches, aspect
granuleux........

3-2-1-2 Criteéres biochimiques
» Galeries APl 20E

La lecture de ces réactions se fait a lI'aide du Tableau de Lecture (voir annexe 10) et
I'identification est obtenue a l'aide du Catalogue Anaytigue ou dun logiciel
d'identification.

Lesrésultats de lagalerie API 20 E sont représentés dans le tableau XV ci-apres :

55



Résultats et discussion

Tableau XV : Résultats des galeries testés.

+

Tests | ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | H2S | UREE | TDA | IND | VP | GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
ECi [+ |+ |+ |+ |- |- |- |- |+ |- |- |+ [+ |- [+ |+ |- |+ |- |+
Kp o+ (- |4+ |- |+ |- |+ |- |- |+ |- |+ |+ |- |+ |+ |+ ]|+ |+ |+
4352
Kp 4+ | - |+ | - |+ |-+ -]-|+]|-|+|+]|+|+|+]|+|+]|+] +
1766
Ko | 4| - |+ | - |+ |- -]-]-|+]-|+|+]|+|+|+]|+|+]|+] +
825

® Autres tests
Pour I’identification de la pureté des souches on aréaisé d autre test :

> Test d’oxydase

v' Ledisque prend une teinte rose, violette. Le germe possede une oxydase : le test
est positif (+).

v' Ledisgue resteincolore, e germe ne possede pas d’ oxydase, |e test est négatif (-).
» Test decatalase

v Une réaction positive (+) se traduit par un dégagement gazeux (parfois trés
faible) d’ oxygene.

v" Une réaction négatif (-) setraduit par I’ absence du dégagement gazeux.

Les résultats des deux tests (oxydase, catalase) sont représentés dans le tableau
suivant :
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Tableau XVI : Résultats des deux tests (oxydase, catalase) pour toutes les souches

utilisées.
Négatif (-) / Positif (+)
Souches bactériennes
Oxydase Catalase
Escherichia coli ATCC 25922 ) +)
Escherichia coli ) (+)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ) (+)
Salmonella () (+)
Klebesiella pneumoniae ATCC 4352 ) (+)
Klebesiella pneumoniae 825 ) (+)
Klebesiella pneumoniae 1766 ) (+)
Bacillus cereus ATCC 10876 ) (+)

» Test du coagulase
Ce test est réaisé pour la purification de la souche staphylococcus aureus et les

résultats observés:

v" Prise en masse du contenu du tube.
v Coagulation du plasma.
v' Souche coagulase libre + Orientation vers Staphylococcus aureus (Voir

annexe 10).

> Test d ADNase

L'observation d'un éventud halo rose de méachromasiesigne la présence d'une

DNAse autour des trous percés sur le fond bleu de la gélose (Voir annexe 11).
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4-2-2 Méthode dediffusion en milieu solide
4-2-2-1 Dé&erminationsdela CM|

La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la concentration la plus
basse rapportée pour donner une inhibition compléte des bactéries testées apres 48 heures
d'incubation (Wan et al., 1998 ; Canillac et Mourey, 2001).

L’ activité antibactérienne de I’ extrait agueux d’ Artemisia herba alba est la CMI pour
guel que souches bactériennes testées, comme le montre les photos de lafigure 25 et |e tableau

XVII ci-dessous :

CMI: 0.4g/ml. CMI : 0.4g/ml. CMI: 0.8g/ml.
Eq: 11+ 2. Eq: 9.2+ 28. Eq: 12.7+1.3.

CMI : 0.4g/ml. CMI : 0.8g/ml. CMI: 0.8g/ml.
Eq:122+1.7. Eq:122+0.7 Eq: 10.3+0.8.

CMI : 0.8g/ml. CMI : 0.4g/ml.
Eq:7.6+1.6. Eq:13+ 3.
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1:0.89/ml;2:0.4g/ml;3:0.2g/ml;4:0.19/ml;5:0.05g/ml ; 6: 0.025g/ml.

T*: témoin positif.

T témoin négatif (10ul de I’eau distillé stérile).

Figure 25 : Effet de |’ extrait aqueux sur les huit souches testées.

Tableau XVII : Diamétre des zones d'inhibitions en mm de I’ extrait aqueux

d’ Artemisia herba alba. (n=3)

Souches [ ] del’extrait aqueux g/ml Antibiotiques )]
08 | 04 |02]|0.1]|0.05|0.025 (mm)
Escherichia coli 92 | 75
ATCC 25922 + + - - - - Ccz 27
28 | 2.8
Escherichia coli 11 | 93 Ccz 28
+ + - - - -
2 | 28
Staphylococcusaureus | 12.7 | - - - - - SXT 24
ATCC 25923 +
1.3
Salmonella 122|105 Ccz -
+ + - - - -
17 | 21
Klebesiella pneumoniae | 12.2
ATCC 4352 * - - - - - Ccz 20
0.7
Klebesiella pneumoniae | 10.3 | 6.1 -
825 + + - - - - Ccz
08 | 54
Klebesiella pneumoniae | 7.6 Ccz -
1766 + - - - - -
1.6
Bacillus cereus 13 | 11.8 AMX 10
ATCC 10876 + + - - - -
3 |19
- . pas de zone

CZ : Cefazoline ; SXT : Triméhoprime + Sulfaméthoxazole ; AM X : Amoxycilline

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures + SD.
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L’ extrait agueux d Artemisia herba alba a réagi positivement sur toutes les souches
bactériennes testées qui confirme que cette derniére est douée de propriétés antibactériennes.

Plusieurs recherches scientifiques ont prouvé I’ efficacité des extraits ou de I'huile
essentielle de I’ Artemisia herba alba aussi bien sur des bactéries que des levures (Ramezania
et al., 2004 ; Zouarilet al., 2010), ce qui confirme les résultats obtenus lors de notre étude.

D’ apres les résultats de la figure 29, les CMI ont été déterminées pour les différentes
souches bactériennes : les souches de Bacillus cereus ATCC 10876, Klebesiella pneumoniae
825, Salmonella, Escherichia coli, Escherichia coli ATCC 25922 ont été les plus sensibles a
I’extrait aqueux avec une CMI de 0.4g/ml, tandis que les trois autres souches Klebesiella
pneumoniae 1766, Klebesiella pneumoniae ATCC 4352, Saphylococcus aureus ATCC
25923 semblent plus résistantes avec une CMI de 0.8g/ml.

D’ apres Boudjouref. (2011), la souche d'E. Coli ATCC 25922 a été la plus sensible aux
extraits organiques de la plante d’ Artemisia campestris L, avec une CMI de 0.5 mg/ml alors
gue une CMI de 1.8 mg/ml pour S. aureus ATCC 25923.

4-2-2-2 La détermination dela sensibilité des souches testées

L’eau distillée stérile qui a été utilisé en tant que contrdle négatif n’a montré aucun
effet inhibiteur sur la croissance bactérienne.

Les trois (03) antibiotiques standards sont choisis a base de |a sensibilité des souches
bactériennes testées, nous avons observe gue les différentes souches réagissent différemment
a ces antibiotiques.

L'activité de |’ extrait aqueux est faible par rapport a celles des témoins (antibiotiques)
pour les souches: Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli, Saphylococcus aureus
ATCC 25923, Klebesiella pneumoniae ATCC 4352 d'une part, d’autre part il a une activité
remarquable pour : Salmonella, Klebesiella pneumoniae 825, Klebesiella pneumoniae 1766,
Bacillus cereus ATCC 10876 aors qu’ elles sont résistantes vis-&vis de ces antibiotiques.

B. cereus et S. aureus se révélent les plus sensibles envers |’ extrait agueux d' Artemisia
herba aba avec des diameétres de 13 + 3 et 12,7 + 1.3 respectivement.

Par contre, Escherichia coli ATCC 25922, Klebesiella pneumoniae 825, Salmonella,
Escherichia coli, Klebesiella pneumoniae 1766, Klebesiella pneumoniae ATCC 4352 étaient
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un peu plus résistantes envers I’ extrait aqueux avec des diametres de 9.2 + 2.8, 10.3 £ 0.8,
122+1.7,11+ 2, 7.6 £ 1.6, 12.2 respectivement.

Nous remarquons que I’ extrait agueux d’'Artemisia herba alba agit sur les bactéries
Gram (+) que Gram (-). L"hypersensibilité de ces souches peut s expliqué par la probabilité
de la sensibilité des bactéries Gram (+) au changement environnementaux externes, tels que la
température, le pH et les extrait naturels due a |’ absence de la membrane externe (Baentine et
al., 2006).

Nos résultats semblent étre plus importants que celle apportées par d’ autres études sur
I’extrait aqueux d’ Artemisia herba alba qui a donné un diamétre de 6mm pour les souches :
Escherichia coli, Klebesiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Salmonella, Bacillus
Khennouuf et al., (2010). Talbi. (2015) a mentionné un diamétre de 6mm pour E. coli et une
absence totale d'une activité antibactérienne de I’ extrait aqueux de la méme plante vis-avis

du Staphylococcus aureus.

Alors que les travaux portés par Boudjelal. (2013), I’ extrait méthanolique d’ Artemisia
herbe alba a donné des diametres de: 18 + 0.7, 13 £ 0.6 pour Staphylococcus aureus et
Escherichia coli ATCC 25922 respectivement. Ces résultats se montrent plus importants que

celle de notre étude et ce la peut étre d0 au solvant utilisé.

D’ aprés les résultats obtenus, on a classé les souches testées selon leurs degrés de

sensibilité vis-a-vis de I’ extrait agueux comme le montre |e tableau suivant :

Tableau XVI11 : Degrés de sensibilité des souches testées.

Souches bactériennes Degrésde sensibilité
Escherichia coli ATCC 25922 Sensible
Escherichia coli Sensible
Saphylococcus aureus ATCC 25923 Sensible
Klebesiella pneumoniae ATCC 4352 Sensible
Salmonella Sensible
Klebesiella pneumoniae 825 Sensible
Klebesiella pneumoniae 1766 Non sensible
Bacillus cereus ATCC 10876 Sensible
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Conclusion

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

Dans le présent travail, différents aspects d'Artemisia herba alba ont é&é éudiés:
guelques propriétés phytochimique et activités antioxydantes et antibactériennes de |’ extrait
aqueux.

L'extraction aqueuse de |a partie aérienne de la plante a permis d'obtenir un rendement
assez intéressent, alors que la teneur en polyphénols totaux, flavonoides et tanins était
conséquente.

L’ activité antioxydante de |’extrait aqueux d Artemisia herba alba été évaluée par
deux méthodes:. le test de la réduction du fer (FRAP) et la méthode de réduction de radical
libre DPPH. Pour le premier test les résultats ont montré que |’ extrait agueux a un pouvoir
plus important que celui du standard utilisé. Pour le test de réduction du radical libre DPPH,
I'activité antiradicalaire de I'extrait agqueux était faible en le comparant a cele de
I’ antioxydant standard.

L’ activité antibacterienne a é&é déterminée sur huit souches bactériennes, selon la
méthode de diffusion en milieu gélosé, Les résultats indiquent que I’ extrait possede une
activité antibactérienne sur toutes les souches testées.

A la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'étendre I'éventail des tests
antioxydants et antimicrobiens ainsi que I’isolement et |a caractérisation des composes actifs
dans les différents extraits en vue d'identifier les différentes molécules responsables des
différentes activités biologiques de cette plante.

L’ ensemble de ces résultats obtenus in vitro ne constitue qu’ une premiere étape dans la
recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active, une étude in vivo est
souhaitable, pour obtenir une vue plus approfondie sur les activités antioxydante et
antibactérienne de I’ extrait agueux de cette plante.
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Annexel:

Figure Ol1: Larégion d’ Assekrem de lawilaya de Tamanrasset (Algérie)
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Annexes?2:

Verreries et appareillage

Tableau |: Appareillage, verrerie et autres matériel utilisés

Appareillage Verrerie et autres matériel
- Autoclave (PBINTERNATIONAL) ; - Anseaboucle;
- Bain Marie (MEMMERT) ; - Boitesde pétri en plastique a 90 mm
- Baance de précision 0,01 mg de diamétre ;
(SARTORIUYS) ; - Couton;
- Centrifugeuse réfrigérée (SIGMA 3- - Ecouvillon;;
18K) ; - Entonnoir ;
- Etuve (MEMMERT) ; - Erlen-Meyers;
- Réfrigérateur (ENIEM); - Eprouvettes graduées ;
- Spectrophotometre (SCHIMADZU). - Flacons stériles ;
- Micropipettes (de 10ul a 1000ul) ;
- Papier aluminium;
- Tubesaessa stériles;
- TubesECBU ;
- Papier wattman.

Composition des solutions et milieux de culture utilisés

e Eau physiologique stérile (composition en g/l)

e Chlorurede sodium(NaCl)............ccevvvieieennn .90,
o FEaudistillée.......cooovviiii 1000ml.
e pH=7.

o stérilisation a120°C/15min.

e Préparation dela solution de carbonate de sodium (NazCO3) 7%
e Dissoudre 7g dans un volume de 100ml d’ eau distillée.

e Préparation dela solution de (AICI3) a 10%

e Dissoudre 10g dans un volume de 100ml d’ eau distillée.

e Préparation dela solution du chloruredefer (FeCls) 0.1%

e Dissoudre 0.1g dans un volume de 100ml d’ eau distillée.
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Préparation del’acidetrichloracétique (TCA) a 10%

Dissoudre 10g dans un volume de 100ml d’ eau distillée.

Préparation de ferrocyanure KsFe(CN)s a 1%

Dissoudre 10g dans un volume de 100ml d’eau distill ée.

Préparation dela solution saturée de COsNaz

Dissoudre 43.75g de carbonate de sodium dans 100ml d’ eau distillée chaude (70° a
80°C), apreés refroidissement la solution est filtrée puis gjustée a 125ml.

Préparation de la solution du DPPH

Dissoudre 2,5mg de la poudre DPPH dans 100ml de méthanol.

Préparation du tampon phosphate pH = 6.6

Préparé par un mélange de (65ml+300ul) de solution A + (34mi+700pl) de solution B
ou lasolution A (0.9073g de Kh2PO4 dans 100ml d’ ED) et la solution B (0.5935g de
NaHPO4 dans 50ml d’'ED).

Géose Mueller Hinton (composition en g/l)

Extraitdeviande................cociiiiiiiiieeiee .39
AMIdON ... 1,59
Hydrolysat acidedecaséine..............................17,59
A 18g
pH=74

TIYPIONE. .. vt 6,09
Extraitdelevure............ccooiiiiiiiii . 2,59
GlUCOSE. .. ... 10g
A 15049
pH=7

Gélose chapman (composition en g/l)

PEPLONE <. 10,09
Extrait deviandedeboeuf :.......ccveveiveiieiee 109
Chlorure de sodium :........ccovveverieneece e 7509



Rouge de phénol :........cccooevievecieereee e 0,025 g
AQAr-AQal @i 15,09
pH=74

Gélose SS (Salmonella-Shigella) (g/l)

Peptone pancréatique de vViande ...........ccoceeeveveneceeiieniesese e 509
EXtrait deViande .......ccooveeiicieeeece e 509
LACIOSE ..ottt ettt e 10,09
SEISDITAITES. ..o s 8549
Citrate de SOOIUM........ceieiiiiee e e 10049
Thiosulfate de SOTIUM.........cociiiiiiree s 859
Citrate ferrique ammoniaCal...........ccooeevereeneeie e 10g
ROUGE NEULTE ...ttt 25,0mg
Vert BIHaNt.......cce e 0,33 mg
Agar agar baCtériolOgiqUE.........cooveiirereiiceseeeeeeeee e 1509

pH du milieu prét-a|I’emploi a25°C : 7,0+ 0,2.
Gélose VRBG (g/l)

Extraitdelevure...............coee i viiiiieeeennnn. 3,09

Peptone.........ccoooviiiiiiiiii e 1,00

Chlorurede sodium ..........ccooeviie i, 5,09
Selshiliaires.........coooviii . 150
GlUCOSE. .. ... e 10,09
ROUGENEULIE. .. ... e 0,03g
Cristal VIOIEL. ..o 0,002g
A e 12,0g

pH 7,4+ 0,2

Gélose VRBL (g/l) (Milieu lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre)

Peptone.........ccooov i 1 Q)
Extraitdelevure..............ccoeiiiiiiiei . 30

Chlorurede sodium...............ccccevvivvei i e . 5g
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Méange sdl biliaire...............covee e 159
Cristal VIOIEL........ooeii 0,002 g
Rougeneutre............ccoeeiiiiiiiii e 0,03 g

pH 7,4

Gélose Désoxycholate (g/l)
Peptone..........cooov i 0. 10,00
Citrate de sodium..........covveiiei i e 109

Rougeneutre.............ooveviiiiiiiiiiiiii a2 0,03 g
Désoxycholate de sodium............c.ovviviiiiiie i 109
Chlorurede sodium.............ccoecvvieiieie i e viieeeennnn.. 5,00

Hydrogénophosphate de potassium.....................cecvevveee.. 2,00

pH=73

Géosea ADN

Tompon Tris pH9 (0.05M).......cccivviiiiiiiiiiie e ee a2 ...1000mI
ADN ., 0.39
Solution de Bleu detoluidine (0.1 M).......covviiei i iiiiiiieeen, 3ml
Solution de chlorure de calcium (CaCl2) (0.01M).......ccvvvevvnnnne. 1ml
Chlorurede sodium (Nacl).......cvveiiii i 10g

pH=86

Extraitdeviande.............ccoo i e 3,009
pH final 425°C: 6,8+ 0,2
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Annexe3:

Figure 02 : Aspect defiltrat del’ extrait d’ Artemisia herba alba.

Annexe4:

+ Dilution a partir dela solution mére: pour avoir des solutions diluées a partir

d’ une solution mére appliquer larégle:

(C1V1i=C2V2)

C2: concentration de la solution diluée que |’ on veut préparer.

V2: le volume connu de la solution diluée.

C1: concentration de la solution mere.

V1: levolumeinconnu de la solution mere qu'il faut prélever et gjuster avec del’ eau

distillée pour avoir une concentration finale.
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Annexe5:

¢ Résultats du dosage des polyphénols totaux

Figure 03 : L’acide galique.

Figure 04 : Extrait aqueux.
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Annexeo6:

0,7 -
£ 0,6 -
[ =
in 0,5
i
n
.: 0,4 - y =-0,038x + 0,6569
g 0,3 i R2=O,9959
=
20,2 -
Q2
<01 -
0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
concentration d'acide ascoebique (mg/ml)

Figure 05 : Courbes de régression de I’ activité antioxydante qui a servi au calcul de %
d inhibition du DPPH de |’ acide ascorbique.
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Annexe7:

e Caractére morphologique

» Lamorphologie des colonies bactériennes

D, | £

E. Coli ATCC 25922 i B

E. Coli ATCC 25922

Figure 06 : L’ aspect des colonies d’E. Coli ATCC 25922 dans des différent milieux (VRBL,
Désoxycholate, VRBG).

m S. aureus ATCC 25923 ;

Figure 07 : L' aspect des colonies de S aureus ATCC 25923 sur deux milieux (PCA,
Chapman).

Figure 08 : Salmonella sur milieux Figure 09 : Bacillus Cereus ATCC 10876
spécifique SS. sur milieux PCA.
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Figure 10 : L’ aspect des colonies de Klebesiella pneumoniae 1766 sur des milieux différents
(PCA, Désoxycholate, VRBL).

Figure 11 : L’ aspect des colonies de Klebesiella pneumoniae 825 sur des milieux différents
(Désoxycholate, VRBL, VRBG)

Figure 12 : L’ aspect des colonies de Klebesiella pneumoniae 4352 sur des milieux différents
(PCA, Désoxycholate, VRBL).
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Annexe8:

» Coloration deGram

K.pneumooniae 825

K.pneumooniae 1766

E. Coli ATCC 25922 K.pneumoniae AT CC 4352 S.aureus ATCC 25923

B.cereus ATCC 10876

Figure 13 : Coloration de Gram al’ objectif x 100 al’immersion.
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Annexe9:

» L’aspect desgaleries APl 20E

Figure 14 : L’ aspect des galeries contenant (E.Coli, K.pneumoniae 4352, K.pneumoniae
1766, K.pneumoniae 825) apres incubation.
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Annexe10:

» Test du coagulase

Coagulation

Avant Apreés

Figure 15 : Souche coagul ase libre avec une orientation vers Staphylococcus aureus.

Annexe 11 :

» Test d ADNase

Figure 16 : Présence d une ADNase thermorésistante caractéristique de I’ espéce S.aureus.
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Annexe12:

ORIENTATION DE L'IDENTIFICATION

Gram+ Gram-
| | | |
Coques Bacilles Coques Bacilles
TEST CATALASE ‘ TEST OXYDASE

| | . | |

Cat+ Cat- Cat+ Cat- Oxy+ Oxy- Oxy+ Oxy-
[+})

. @ ©

S o 2 8 = g o 3

o £ 3 O 72} i O ® ]
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Figure 12 : schémade I’ orientation pour I'identification des souches.
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Tableau Il : Tableau de lecture de lagalerie API 20E.

Annexes

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E
Microtube Substrat: Caractére recherché: | Révélateur | LECWre directe ou indirecte Hendnk Résultat +
Test(si nécessaire) =
ONPG = Ortho- . ()
ONPG Nitra-Phényl- Beta Lecture directe I~ 8
Calactoside galactosidase \
ADH Arginine Arginine Dihydrolase Rouge O
Loc Lysine Lysine Décarboxylase | de Lecture directe
apc Ornithine Ornithine Décarboxylase] Phénol w/
i
CIT| Citrate Utilisation du citrate BET e st E:’j
) 0
Thiosulfate de : : ; e
H:5 el Production d'Hz5 Lecture directe i
L
Rouge d ®
URE Urée Uréase Huge.ue Lecture directe 1
— Phénol
T h Cecture mdirecie
TDA Tryptophane dr‘yptop ans Ajouter une goutte de réactif P
esaminase chlorure de fer |ll
T h Lecture indirecte
IND Tryptophane ryptop aBassou Ajouter une goutte de réactif
production d'indole Tanu
: Ty Lecture indirecte N
Pyruvate de production d'acétaine ;
VP | = A b b Ajouter 1 goutte de VP1 et
sodium oy VP2 Attendre 10 minute 2
GE Gélatine gelatinase Lecture directe t
GLUa ooy
ARA N Utilisation de substrats )
= CSFGQHE\ carbonss (glucides) BBT Lecture directe
zymogramme | (QlUCide)
] Lecture indirecte
MNO; /M, | Mitrates (NO5) Nitrate réductase Ajouter 1 goutte de NIT1 et
T2 et zinc éventuellament
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