
République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche scientifique

Université MOULOUD MAMMERI de Tizi-Ouzou

Faculté des Sciences Biologiques et des Sciences Agronomiques

Département de Biochimie et de Microbiologie

Mémoire de fin d’études

En vue de l’obtention du diplôme de Master Académique en Biologie

Option : Microbiologie Appliquée

Thème

Travail réalisé par :

Melle : Charif Nesrine

Melle : Louizini lynda

Devant le jury :

Président : Mme ZENNIA SALIHA : Maître-assistante classe A à l’UMMTO.

Examinateur : Mme HELLAL ZOHRA : Maître-assistante classe A à l’UMMTO.

Examinateur : Meme BENAZZOUZ KINZA : Maître-assistante classe A à l’UMMTO.

Promoteur : Mr SEBBANE HILLAL : Maître-assistant classe A à l’UMMTO.

Année universitaire : 2015 - 2016

L’activité antioxydante et antibactérienne de l’extrait aqueux

d’Artemisia herba alba





Remerciements

Nous tenons à remercier en premier lieu le bon Dieu de nous avoir donnés

la santé, la volonté, la foi et le courage pour réaliser ce travail.

Nous tenons à remercier également toutes les personnes qui nous ont aidés

et soutenus en particulier :

Notre promoteur : Monsieur SEBBANE HILLAL : Maître-assistant

classe A à l’UMMTO, pour avoir accepté de diriger notre travail par ses

conseils, sa disponibilité et ses orientations.

Monsieur BARIZ KARIM : Maître-assistant classe A à l’UMMTO, qui

nous a vraiment aidé dans ce travail.

Madame ZENNIA SALIHA : Maître-assistante classe A à l’UMMTO,

pour avoir acceptée de présider le jury.

Madame HELLAL ZOHRA : Maître-assistante classe A à l’UMMTO,

pour avoir accepté d’examiner notre travail.

Madame BENAZZOUZ KINZA épouse KESBIA : Maitre-assistante A à

l’UMMTO, pour avoir accepté d’examiner notre travail.

Enfin toute notre sympathie et nos remerciements vont également à tous

ceux et celles, qui de près ou de loin, ont contribué à la réalisation de ce

mémoire.



Dédicace

Je dédie ce travail :

à mes chers parents, qu’ils trouvent ici ma plus profonde gratitude et tout mon

amour ;

à mon frère et mes sœurs ;

à toute ma famille élargie ;

à mes cousins et cousines, plus particulièrement Kahina ;

à tous mes ami(e)s en particulier Rafik, Lydia, Lynda, Lila, Dehbia, Sarah.

Nesrine

Je dédie ce travail :

à mes chers parents, qu’ils trouvent ici ma plus profonde gratitude et tout mon

amour ;

à mon frère et mes sœurs ;

à toute ma famille élargie ;

à mes cousins et cousines ;

à tous mes ami(e)s en particulier Sarah, Lydia, Lynda, Lila, Dehbia.

Lynda



Sommaire

Résumé

Liste des abréviations

Index des tableaux

Index des figures

Introduction

Première partie : Synthèse bibliographique

Chapitre I : Présentation de la plante d’Artemisia herba alba

I- Généralités……………………………………………………………………………..2

I-1- Origine……………………………………………………………………………….2

I-2- Taxonomie et classification ………………………………………………………… 2

I-3- Description botanique………………………………………………………………. .3

I-4- Composition chimique………………………………………………………………..4

I-5- Répartition géographique……………………………………………………………..4

I-6- Ecologie de la plante………………………………………………………………….4

I-7- Usage de la plante…………………………………………………………………….5

I-7-1 Usage phyto-thérapeutique………………………………………………………….5

I-7-2- Usage alimentaire…………………………………………………………………..5

Chapitre II : Les métabolites secondaires d’Artemisia herba alba

II-1 Composés phénoliques……………………………………………………………….6

II-1-1 Polyphénols………………………………………………………………………...6

II-1-1-1 Acides phénoliques………………………………………………………………7

II-1-2 Les flavonoïdes…………………………………………………………………….8

II-1-2-1 Classification…………………………………………………………………….9

II-1-3 Les tanins…………………………………………………………………………..10

II-1-3-1 Classification…………………………………………………………………….11

II-1-3-1-1 Tanins hydrolysables…………………………………………………………..11

II-1-3-1-2 Tanins condensés………………………………………………………………11

II-1-3-2 Les activités biologiques des tanins……………………………………………...12

II-2 Les sesquiterpènes lactones…………………………………………………………..13

II-3 L’huile essentielle…………………………………………………………………….13

II-3-1 Les Activités biologiques des huiles essentielles…………………………………..14



Sommaire

II-3-1-1 les activités antimicrobiennes…………………………………………………….14

II-3-1-2 Activité antivirale………………………………………………………………...14

II-3-1-3 activité antioxydante……………………………………………………………...14

II-3-1-4 activité anti-inflammatoire………………………………………………………..14

Chapitre I : Les activités biologiques d’Artemisia herba alba

III-1 Les activités antimicrobiennes………………………………………………………..15

III-1-1 Activités antibactériennes………………………………………………………......15

III-1-2 Activités antifongiques…………………………………………………………......15

III-2 Les activités antioxydantes……………………………………………………………16

III-2-1 Le stress oxydatif……………………………………………………………………16

III-2-2 Les radicaux libres…………………………………………………………………..16

III-2-3 Les espèces réactives de l’oxygène………………………………………………….16

III-2-3-1 Le radical superoxyde……………………………………………………………..16

III-2-3-2 Le radical hydroxyle………………………………………………………………17

III-2-3-3 Le peroxyde d’hydrogène…………………………………………………………17

III-2-4 Les antioxydants……………………………………………………………………..18

III-2-4-1 Les antioxydants endogènes……………………………………………………….18

III-2-4-2 Les antioxydants exogènes………………………………………………………...19

III-2-4-2-1 Les vitamines…………………………………………………………………….19

III-2-4-2-2 Antioxydants d’origine végétale…………………………………………………20

III-2-5 Les maladies liées au stress oxydatif…………………………………………………20

III-2-6 Autres activités ……………………………………………………………………….21

Deuxième partie : Matériel et méthodes

I- Matériel et méthodes……………………………………………………………………….23

I-1 Matériel…………………………………………………………………………………...23

I-1-1 Matériel végétal…………………………………………………………………………23

I-1-2 Matériel de laboratoire………………………………………………………………….24

1-2-1 Les diffèrent produits chimiques et milieux de culture utilisés………………………...24

I-1-2-2 Souches bactériennes utilisées………………………………………………………..25

I-1-2-3 Antibiotiques utilisés…………………………………………………………………26

I-2 Méthodes………………………………………………………………………………….26

I-2-1 Préparation de l’extrait aqueux d’Artemisia herba alba………………………………..26

I-2-2 Détermination du rendement d’extraction……………………………………………...27

I-2-3 Détermination de la concentration maximale de l’extrait aqueux……………………...27



Sommaire

I-2-4 Analyses quantitatives de l’extrait aqueux…………………………………………...28

I-2-4-1 Dosage des polyphénols totaux………………………………………………….. ..28

I-2-4-2 Dosage des flavonoïdes…………………………………………………………….30

I-2-5- Mise en évidence et dosage des tanins………………………………………………32

I-2-5-1 Screening phytochimique des tanins……………………………………………….32

I-2-5-2 Dosage des tanins…………………………………………………………………..32

I-2-6 Tests des activités biologiques………………………………………………………..34

I-2-6-1 Test de l’activité antioxydante……………………………………………………...34

I-2-6-1-1 Test de piégeage du radical libre DPPH………………………………………….34

I-2-6-1-2 Test de la réduction du fer FRAP………………………………………………...36

I-2-6-2 Test de l’activité antibactérienne……………………………………………………39

1/ Les souches bactériennes utilisées………………………………………………………..39

1-1/ Vérification de la pureté des souches testées…………………………………………...39

1-2/ Conservation des souches……………………………………………………………....42

2/ Evaluation de l’activité antibactérienne…………………………………………………..42

I-2-7 Analyse statistique………………………………………………………………….....44

Troisième partie : Résultats et discussion

1- Rendement d’extrait………………………………………………………………………45

2- Résultats de l’étude quantitative………………………………………………………….45

2-1 Dosage des polyphénols totaux………………………………………………………….45

2-2 Dosage des flavonoïdes………………………………………………………………….47

2-3 Mise en évidence de la présence des tanins……………………………………………...48

2-3-1 Screening phytochimique……………………………………………………………...48

2-3-2 Dosage des tanins……………………………………………………………………...50

3- Résultats des tests des activités biologiques………………………………………………51

3-1 Test de l’activité antioxydante …………………………………………………………..51

-Test de piégeage du radical libre DPPH…………………………………………………….51

-Test de la réduction du fer FRAP…………………………………………………………...52

3-2 Test de l’activité antibactérienne………………………………………………………...54

3-2-1 Identification et purification des souches……………………………………………...54

3-2-1-1 Caractère morphologique……………………………………………………………54

4-2-1-2 Critères biochimiques……………………………………………………………….55



Sommaire

4-2-2 Méthode de diffusion en milieu solide …………………………………………….58

4-2-2-1 Déterminations de la CMI………………………………………………………...58

4-2-2-2 La détermination de la sensibilité des souches testées……………………………60

Conclusion.............................................................................................................61

Références bibliographiques

Annexes



Sommaire



Résumé

Artemisia herba alba est une plante médicinale appartenant à la famille des Astéracée,

cette espèce connue sous le nom de « chih », est très répandue dans le sud algérien. Plante très

utilisée en médecine traditionnelle pour ses nombreuses vertus.

L’extrait aqueux a été obtenu par macération en utilisant l’eau distillée. Le rendement

a été estimé de 18.8 ± 0.80%.

La teneur 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 flavonoïdes ont été évalués en

utilisant la méthode AlCl3, la teneur est de 0.055 ± 0.0053 mg EQ/g Ps mg. La mise en

évidence des tanins a été réalisée par deux méthodes : le screening phytochimique en utilisant

le réactif de Stiasny et le FeCl3, qui a révélé la présence des tanins galliques et catéchiques et

la teneur en tanins qui est de 7.99 × 10-5 ± 1.96 × 10-6 mg EAT/g Ps, a été déterminé en

utilisant le réactif de Folin Denis.

L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant deux méthodes différentes: la

technique de la réduction du fer FRAP et la méthode de réduction de radical libre DPPH.

Pour le premier test le PR0,5 a été estimée à 0.024mg/ml pour l’extrait aqueux , alors que

celui du contrôle positif est de 0.048mg/ml . Pour le second test, un pourcentage d’inhibition

de 4.34% a été obtenu à une concentration de 0.8mg/ml de l’extrait aqueux, alors que celle du

contrôle 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

l’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 aqueux 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 aqueux, 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 flavonoïd contents was determined using a method AlCl3, it was:

0.055 ± 0.0053 mg QE/g. Highlighting tannins was carried out by two methods: the

phytochemical screening using Stiasny reagent and FeCl3, which revealed the presence of

gallic tannins and catechin and tannin content which is 7.99 × 10-5 ± 1.96 × 10-6 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 PR0.5

was estimated at 0.024mg/ml for the aqueous 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.

Antimicrobial activity was determined using eight bacterial 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 aqueous 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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Introduction

1

Les plantes médicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et guérir les

maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues à 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 à puiser dans le monde

végétal et particulièrement les plantes médicinales en quête de molécules naturelles efficaces

et dénuées de tout effet adverse.

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

doués d'activités biologiques telles que les polyphénols, alcaloïdes, terpènes, …etc.

L'Algérie possède 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 espèces de ce genre sont

utilisées en médecine traditionnelle parce qu’elles renferment plusieurs molécules douées

d’activités thérapeutiques, parmi les espèces 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 diabète (Bouraoui, 2003),….etc.

Dans ce contexte s’inscrit le présent travail de recherche dont le but principal est

d’étudier les activités antioxydantes et antibactérienne de l’extrait aqueux d’Artemisia herba

alba.

La majorité des recherches ont étudié les huiles essentielles, alors que, à notre

connaissance, l’extrait aqueux lyophilisé n’a jamais fait l’objet d’étude.

Notre travail a pour objectif d’extraire les molécules bioactives, avec la détermination

de la concentration de certains groupes (polyphénols totaux, tanins, flavonoïdes), comme il

vise à tester les activités biologiques : l’activité antioxydante et l’activité antibactérienne

d’Artemisia herba alba.



Synthèse

bibliographique



Chapitre I

Présentation de la plante d’Artemisia

herba alba
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I- GENERALITES

Connue depuis des millénaires, l'armoise blanche a été décrite par l'historien grec

Xénophon au début du IV siècle avant J-C, dans les steppes de la mésopotamie (Francis

joannes, 2001). Elle a été ensuite répertoriée en 1779 par le botaniste espagnol lgnacio

Claudio de Asso y del Rio (IPNI).C'est une plante essentiellement fourragère, très appréciée

par le bétail, elle présente une odeur caractéristique d'huile de thymol et un goût amer d'où

son caractère astringent (Nabli, 1989).

Figure 01: Artemisia herba alba (Bouldjadj, 2009)

I-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 à cause des bienfaits

de cette herbe. Herba alba signifie herbe blanche (Euro plus Med).

Plusieurs noms sont attribués à l'armoise blanche tels le thym des steppes, absinthe du

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

I-2- Taxonomie et classification

L'espèce Artemisia herba-alba a été répertoriée en 1779 par le botaniste Ignacio

Jordán Claudio de Assoy del Rio (INPI, 2014) comme il le montre le tableau suivant :
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Tableau I: Classification de la plante d’Artemisia herba alba (INPI, 2014).

Nom binominal: Artemisia herba-alba.

Nom vernaculaires : Chih en arabe ; armoise blanche en français ; Wormwood en anglais.

I-3- Description botanique

Artemisia herba-alba est une plante herbacée, vivace, de couleur verdâtre-argenté, de

30-50 cm de hauteur avec des tiges ramifiées, rigides et dressées. Les feuilles sont petites,

sessiles, pubescentes et à aspect argenté (Quezel et Santa, 1962), divisées en languettes fines,

blanches et laineuses. Les fleurs sont groupées en grappes, à capitules très petites et ovoïdes

de 1,5 à 3 mm de diamètre, de couleur jaune à rougeâtre (Bezza et al., 2010). (Figure 02)

La croissance végétative de la plante a lieu à l’automne (feuilles de grande taille), puis

dès la fin de l’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

pénètre profondément jusqu’à 40 à 50 cm et ne se ramifie qu’à cette profondeur (Aidoud,

1983).

Figure 02: L’Artemisia herba alba de la région de Biskra (Bezza et al., 2010).

Règne Plante
Embranchement Angiospermes

Ordre Astrerales
Famille Asteraceae

Sous-famille asteroideae
Tribu Anthemideae

Sous-tribu Artemisiinae
Genre Artemisia
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I-4- Composition chimique

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolés et identifiés de l’Artemisia herba alba

dont les plus importants sont les sesquiterpènes lactones tels que les eudesmanolides et les

germacranolides (Marco, 1989).

Les flavonoïdes détectés dans l’armoise montrent aussi une diversité structurale allant

des flavonoïdes communs (flavones glycosides et flavonols) jusqu’aux flavonoïdes méthylés

qui sont très inhabituel. Les flavonoïdes glycosides comprennent les O-glycosides tels que

quercitine-3-glucoside et des flavones C-glycosides qui sont rares dans le genre Artemisia,

ainsi que dans l'ensemble des Astéracée (Saleh et al., 1987 ; Salah et Jager., 2005).

En plus des sesquiterpènes lactones et des flavonoïdes l’analyse phytochimique a

montré que la composition des huiles essentielles de l’Artemisia herba alba est riche en mono

terpènes, tri terpènes pentacycliques, santonines, coumarines et tanins (Mohamed et al.,

2010).

I-5- Répartition géographique

L'Artemisia herba alba est une plante spontanée très 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 Sinaï (Segal et al., 1987).

Au Maroc, l'Artemisia herba alba se rencontre à l'état spontané, il n'est pas rare de

trouver des zones de plusieurs dizaines de kilomètres de rayon ou seule l'armoise blanche

règne dans un paysage quasi-désertique. Le Maroc attache beaucoup d'importance à cette

plante qui constitue un excellent moyen naturel de lutte contre l'érosion et la désertification

(Bendjilal et al., 1980).

En Algérie, l'Artemisia herba alba, connue sous le nom de « Chih » ou encore appelé

semen-contra de barbarie, couvre près de six millions d'hectares dans les steppes, elle se

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

I-6- Ecologie de la plante

L'Artemisia herba alba existe dans les bioclimats allant du semi-aride jusqu’à

saharien. Elle semble indifférente aux altitudes et peut vivre dans les régions d'hiver chaud à

frais. Dans le sud, cette plante pousse sur les sols bruns steppiques de texture moyenne et en

extrême sud sur les sols sableux. Elle résiste à la 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 l'ordre de

200mm/an. Son développement est lié à la nature du sol. En effet, il faut qu'il soit peu

perméable, tassé et colmaté (Celles, 1980).

Accompagnée de l'alfa « stippa tenassisima », elle couvre souvent de très grandes

superficies dans les hauts plateaux. Sa présence est plus fréquente en bordure des oueds et

dans les dayas (dépression de la steppe à sol imperméable qui sont des secteurs plus ou moins

humides) (Pouget, 1989).

I-7- Usage de la plante

I-7-1- Usage phyto-thérapeutique

Depuis longtemps, l’Artemisia herba halba a été reconnue par les populations

pastorales et nomades pour ses vertus purgatives. On l'utilise notamment comme vermifuge

chez les ovins (Nabli, 1989). Elle est employée par la 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 diabète et l'ictère (Marrif et al.,

1995).Elle est recommandée pour des désordres neurologiques (Salah et al., 2005).

I-7-2- Usage alimentaire

En alimentation, l’Artemisia herba halba est considérée comme l'arôme de certaines

boissons comme le thé ou le café (Bendjilali et al., 1984). Néanmoins, son usage dans

l'industrie alimentaire reste très limité à cause de la toxicité de la béta thujone dont le taux ne

doit pas dépasser 5mg/kg (Bendjilali et al., 1984) .



Chapitre II

Les métabolites secondaires

d’Artemisia herba alba
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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 polyphénols, les

terpènes, les alcaloïdes (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joël., 2007) .

Plusieurs métabolites secondaires ont été isolé à partir d’Artemisia herba alba Asso,

dont les sesquiterpènes lactones (Mohamed et al., 2010) , les flavonoïdes (Kundan et

Anupam ,2011), les tanins (Mohamed et al., 2010) et en monoterpéne, triterpénes

pentacycliques , santonines, coumarines que l’analyse phytochimique de son l’huile

essentielles a révélé (Kundan et Anupam ,2011) et tanins (Mohamed et al., 2010).

II-1 Composés phénoliques

L'acide chlorogénique a été isolé à partie d’Artemisia herba-alba, au cours d’une

enquête réalisée sur 49 espèces de plantes médicinales marocaines (Mouhajir et al., 2001).

Dans une autre enquête sur les principes actifs antiulcérogènes d’Artemisia herba-alba, huit

polyphénols et composants connexes ont été isolés (Kim et al., 2004).

II-1-1 Polyphénols

Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux,

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 ; Lugasi et al., 2003).

En effet les composés phénoliques, constituent le groupe le plus nombreux et le plus

largement distribué dans le 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 flavonoïdes qui représentent

plus de la moitié des polyphénols, les tanins, et les coumarines (King et Young., 1999 ;

Tapiero et al., 2002). Les polyphénols sont présents dans toutes les parties des végétaux

supérieurs: racine, tiges, feuilles, fleurs, fruits (Boizot et Charpentier., 2006).

II-1-1-1 Acides phénoliques

Ils appartiennent à deux groupes, acides hydroxybenzoïques ou acides

hydroxycinnamiques (Bernal et al., 2010).
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● Acides hydroxybenzoïques 

Dérivés de l’acide benzoïque avec une formule de base de type (C6-C1), existent

fréquemment sous forme d’esters ou de glucosides et peuvent également être intégrés dans

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

Acide benzoique Acide p-hydroxybenzoique

Figure 03: Exemples des dérives d’acides hydroxybenzoïques.

● Acides hydroxycinnamiques 

Dérive de l’acide cinnamique dont la structure de base (C6-C3). Les molécules de bas

de la série hydroxycinnamiques sont l’acide p-coumarique et ses isomères (acides o-et

mcoumarique) et les acides caféique, férrulique et sinapique. Ces acides sont rarement présent

à l’état libre et existent généralement sous forme d’ester (avec le glucose, l’acide quinique,

l’acide tartrique …) ou de glycosides (Pascale et Veronique, 2006).



Synthèse bibliographique

8

Acides férrulique

Figure 04: Exemples des dérives d’acides hydroxycinnamiques.

II-1-2 Les flavonoïdes

Les flavonoïdes sont des composés phénoliques naturels (Seyoum et al., 2006), ils

contribuent à la pigmentation des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs,

des fruits 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 près de 6400 structures identifiées (Harborne et Wiliams., 2000).

Tous les flavonoïdes sont des dérivés benzo-y-pyranne (Skerget et al., 2005). Leur

structure de base est celle d’un diphényl propane à 15 atomes de carbone (C6-C3-C6),

constitué de deux noyaux aromatiques qui désignent les lettres A et B, reliés par un

hétérocycle oxygéné, qui désigne la lettre C (Dacosta, 2003).

Figure 05: Structure de base des flavonoïdes.

II-1-2-1 Classification

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

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

Les flavonoïdes détectés dans l’armoise blanche montrent une diversité structurale,

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

méthylés qui sont très inhabituel. Les flavonoïdes glycosides comprennent les O-glycosides

tels que quercitines-3-glucoside et des flavones C-glycosides qui sont rares dans le genre

Artemisia et l’ensemble des astéracée (Saleh et al., 1985 ; Saleh et al., 1987). En Egypte, un

total de huit flavonoïdes O- et C-glycosides ont été isolé et identifié à partir d’Artemisia herba

-alba (Saleh et al., 1987 ; Saleh et al., 1985). Au Liban l’étude des parties aériennes
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d’Artemisia herba alba a conduit à l’isolement de deux flavonoïdes: l’hispidulin et le

cirsilineol (Salah et jӓger, 2005).  

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

II-1-3 Les tanins

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 à leur

propriété de se combiner aux protéines. Leur poids moléculaire est compris entre 500 et 3000

Da (Paris et Hurabielle., 1981).

Les tanins sont très répandus dans le règne végétal, mais ils sont particulièrement

abondants dans certaines familles comme les conifères, les Fagacée, les rosacée (Ghesterm et

al., 2001).Ils peuvent exister dans divers organes: l'écorce, les feuilles, les fruits, les racines et

les graines (Khanbabae et Ree., 2001).

II-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 les tanins condensés (Bruneton, 1999).

II-1-3-1-1 Tanins hydrolysables
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Les tanins hydrolysables sont des polyesters de glucides et d'acides phénols, ils sont

facilement scindés par les enzymes de tannases en oses et en acide phénol, selon la nature de

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

 Tanins galliques (Gallo tanins)

Les tanins galliques donnent par l'hydrolyse des oses et de l'acide gallique.

 Tanins ellagiques (Ellagitanins)

Les tanins ellagiques sont scindés par les enzymes en oses et en acide ellagique (Paris

et Hurabielle., 1981).

II-1-3-1-2 Tanins condensés

Les tanins condensés sont des polymères 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 flavonoïdes est

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

Figure 08: Exemples des quelques tanins.
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Figure 09: Classification des tanins (Wilfred et Ralph., 2006).

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

Les activités biologiques des tanins sont principalement liées à leur capacité à 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 bières et des jus de

fruits. Ils font également partie des formulations des agents de conservation du bois (Rira,

2006).

Plusieurs études suggèrent que la présence des tanins condensés à un seuil inférieur à

6% est avantageuse et induit une amélioration des performances animales : croissance et

rendement en viande et en lait (Barry et al., 1986).

La précipitation des protéines par les tanins participe également à l'activité

antidiarrhéique, en protégeant les organes digestifs des attaques nuisibles. Elle contribue aussi

à l’action antihémorragique (Makkar, 2003). En concentrations relativement faibles, les tanins

stimulent l’activité des enzymes digestives et inhibent la mutagénicité de plusieurs agents

cancérogènes. Cette action est en partie, attribuée à leur capacité à former des liaisons avec

ces composés, ce mécanisme d'inhibition dépend du type de mutagènes. Une forte inhibition

de la progression des tumeurs a été démontrée expérimentalement pour plusieurs types de

tanins sur deux étapes de la cancérogenèse (Perchellet et al., 1996).
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II-2 Les sesquiterpènes lactones

Les sesquiterpénes lactones sont parmi les composés communément rencontrés dans

les espèces Artemisia (Sanz et al., 1990). Ils sont largement responsables de l'importance

médicinale de ces plantes. Plusieurs sesquiterpénes lactones ont été identifiés dans les parties

aériennes d’Artemisia herba-alba : les eudesmanolides et les germacranolides semblent être

les types de lactones les plus abondants (Marco, 1989).

Au cours d’une enquête réalisée en Israël, plusieurs chémotypes différents d’Artemisia

herba-alba ont été identifiés sur la base des différences dans leur constitution en

sesquiterpènes lactones (Segal et al., 1987). . D’autres études réalisées au Maroc (Marco et

al., 1994), Algérie (Vernin et al., 1995) ont montré que le genre Artemisia est riche en

sesquiterpènes.

II-3 L’huile essentielle

Au cours des dernières décennies, l'huile d’Artemisia herba-alba, appelée huile de

shiḥ, a été beaucoup étudiée, et une grande diversité dans la composition de l'huile extraite de

plantes poussant dans des pays différents, et même dans des localités différentes du même

pays a été mise en évidence (Salido et al., 2004 ; Paolini et al., 2010).

Dans la plupart des cas, il a été rapporté que l'huile d’Artemisia herba-alba contient

principalement des monoterpénoïdes, principalement oxygénés, tels que le 1,8-cinéole

(Feuerstein et al., 1986), le chrysanthenone, le chrysanthenol (et son acétate), α et β-thuyone 

et le camphre (Feuerstein et al., 1988).

En Algérie, des études sur la composition de l’huile essentielle d’Artemisia herba alba

ont montré que le camphre, l’α / β-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 camphène (3%), le bornéol (3.6%), l'éther davana (8.8%), le

davanone (36.1%) ont été les principaux composants (Dahmani-Hamzani et Baaliouamer,

2005). L'huile essentielle obtenue à partir des parties aériennes d’Artemisia herba- alba

sauvage récoltées 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

monoterpénoïdes sont les principaux composants (86.1%), suivis par les monoterpènes

irréguliers (3.1%).
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II-3-1 Les Activités biologiques des huiles essentielles

II-3-1-1 les activités antimicrobiennes

L’activité antimicrobienne des HE est principalement due à leur composition

chimique et en particulier à la nature de leur composé majoritaire. En effet, il est admis que

l’activité antimicrobienne des HE se classe dans l’ordre décroissant suivant la nature de leur

composés majoritaires (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).

II-3-1-2 Activité antivirale

Plus d’une dizaine d’huiles essentielles possèdent des propriétés antivirales. Les virus

sont sensibles aux huiles essentielles surtout au phénol et au monoterpénol (Girard, 2010 ;

Mayer, 2012). Une étude in vitro a montré l’effet antiviral de l’HE d’origan et du girofle sur

le virus Type 1 de l’herpès simplex ainsi que sur le virus de la maladie de Newcastle

(Siddiqui et al., 1996).

II-3-1-3 activité antioxydante

Plusieurs publications ont rapporté que certaines l’huile essentielles ont une activités

antioxydante plus importante que quelques antioxydants synthétiques (Hussain et al., 2008,

2010). Cette efficacité antioxydante est due principalement à la présence des groupes

hydroxyles dans leurs structures chimiques (Hussain, 2009).

Des études issues du Laboratoire de Recherche en Sciences Appliquées à

l’Alimentation (RESALA) de l’INRS-IAF, ont montré que l’incorporation des huiles

essentielles dans les aliments (viandes hachées, purées de fruits, yaourt …) contribue à

préserver ces aliments des phénoménes d’oxydation (Caillet et Lacroix, 2007).

II-3-1-4 activité anti-inflammatoire

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

soignées en milieu clinique en utilisant des huiles essentielles (Mebarki, 2010).



Chapitre III

Les activités biologiques

d’Artemisia herba alba
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III-1 Les activités antimicrobiennes

L’utilisation des antibiotiques conduit dans la très grande majorité des cas à la

sélection de populations microbiennes résistantes. Cette résistance est due à des mutations

chromosomiques ou à l’acquisition de gènes de résistance portés par des éléments génétiques

mobiles (plasmides, phages, transposons, intégrons). Ces résistances ont conduits à chercher

de nouveau agents antimicrobiens possédant une efficacité plus importante que les drogues

synthétiques d’une part et bien accepté par l’organisme d’autre part (sans exercer des effets

délétères sur la santé humaine) (García-Ruiz et al., 2008 ; Kempf et Zeitouni., 2009).

Beaucoup de groupes de recherches ont étudié l’activité antimicrobienne des extraits

de plantes médicinales 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 (Jürgen et al., 2009)

D’autres groupes de chercheurs ont franchi une étape plus loin, ils ont isolé et identifié

les métabolites responsables de l’activité antimicrobienne des extraits de plantes, cette étape

constitue une plateforme pour plusieurs implications incluant l’industrie pharmaceutique, la

médecine alternative, et la thérapie naturelle (Huang et al., 2008).

III-1-1 Activités antibactériennes

Il a été prouvé par des chercheurs israéliens en 1979 que l'huile essentielle de

l’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 très

active vis-à-vis de : E.coli, Serratia.sp, Staphyloccocus aureus, Enterobacter et

Haemophillus….

III-1-2 Activités antifongiques

L'huile essentielle d'Artemisia herba alba agit de façon active sur Fusarium

oxysporum et Rhizopus stolonfer, le pourcentage d'inhibition dépasse 75 % ceci est dû à la

présence de composés majoritaires tel a et -thujone dont l'activité antifongique confirmé par

une étude réalisée par Pitarokili et al, (2003).
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Tantaoui et al, 1993 ; rapportent que l'huile essentielle d'Artemisia heba alba inhibe la

reproduction asexuée du Aspergillus niger, Penicillium italicum, et Zygorhynchus.

III-2 Les activités antioxydantes

III-2-1 Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des

espèces réactives de l’oxygène et la capacité du corps à neutraliser et à réparer les dommages

oxydatifs (Boyd et al., 2003).

III-2-2 Les radicaux libres

Un radical libre est définies comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons

non appariés (Jacques et André., 2004), cette molécule est très instable et réagie rapidement

avec d’autres composants, essayant de capturer l’électron nécessaire pour acquérir la stabilité,

une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche

en lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-même un radical libre

(Martinez-Cayuela, 1995).

III-2-3 Les espèces réactives de l’oxygène

Parmi les espèces radicalaires les plus intéressantes se trouvent les espèces réactives

de l’oxygène (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygène, par

addition d’un électron. les principales espèces réactives de l’oxygène 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’hydrogène (H2O2) et le peroxynitrite (ONOO-) (Jacques et André., 2004 ; Gutteridge,

1993).

III-2-3-1 Le radical superoxyde

L’origine principale du radical superoxyde est sans conteste la chaîne respiratoire

mitochondriale. En effet, ce système permet la production du radical superoxyde par

l’addition d’un électron à l’oxygène moléculaire, cette réaction est catalysée par le

cytochrome oxydase mitochondrial:

Cytochrome
oxydase

O2 + e- O2
-
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Le radical superoxyde peut également se former lors de la phagocytose grâce à la

NADPH oxydase présente dans la membrane plasmique des phagocytes :

NADPH
oxydase

2O2 + NADPH 2O2
- + NADP+ + H+

Une autre source possible est la xanthine oxydase. Cette enzyme catalyse l’oxydation

de la xanthine en acide urique.

Xanthine oxydase

Xanthine + 2O2 + H2O Acide urique + 2O2
- + 2H+

Le radical superoxyde est peu réactif, mais il entre comme agent oxydant dans la majorité des

réactions

III-2-3-2 Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle (·OH) est une espèce radicalaire hautement réactive. Il est

principalement formé lors de réactions d’ions métalliques avec le peroxyde d’hydrogène, ces

réactions sont décrites sous le nom de réactions de Fenton:

Mn+ + H2O2 M (n+1) + + OH + OH-

Le fer peut également catalyser la transformation de l’anion superoxyde en présence

de peroxyde d’hydrogène avec production de radical hydroxyle selon la réaction dite

Haber-Weiss. Cette réaction est relativement lente et moins courante que la précédente dans

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

Fe
O2

- + H2O2 O2 + OH + OH- (Réaction de Haber-Weiss).

III-2-3-3 Le peroxyde d’hydrogène

Il se forme par une réaction de dismutation du radical superoxyde, catalysée par la

superoxyde dismutase (SOD).

2O2
- + 2 H+ H2O2+O2

+

Le peroxyde d’hydrogène est moins réactif que l’anion superoxyde, mais il possède

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

Les antioxydants sont l'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la

production, de limiter la propagation ou de détruire les espèces réactives de l'oxygène. Ils

peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces espèces, en les piégeant pour former un

composé 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 la cellule:

III-2-4-1 Les antioxydants endogènes

L’organisme humain possède un système 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’hydrogène, conduisant finalement à la formation

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

 La superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD), est une enzyme qui élimine l’anion superoxyde par

une réaction de dismutation, elle produit de l’oxygène et du peroxyde d’hydrogène.Cette

enzyme existe sous deux formes : une cytoplasmique nécessite comme cofacteur les ions

de cuivre et de zinc (CuZnSOD) et l’autre mitochondriale utilise le manganèse comme

cofacteur (MnSOD) (Jacques et André., 2004).

2O2 + 2H+ H2O2 + O2

 La catalase

Le peroxyde d’hydrogène produit par la réaction de dismutation peut subir une

réaction de Fenton. Il ne faut pas donc qu’il s’accumule, c’est le rôle de la catalase, elle

transforme deux molécules de peroxyde d’hydrogène en eau et en oxygène qui sont des

composés stables (Jacques et André., 2004).

Catalase

2H2O2 H2O + O2

 La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase est une enzyme qui constitue l’un des plus importants

systèmes enzymatiques de protection car elle est capable non seulement de détoxifier le
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peroxyde d’hydrogène, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultant de l’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 le sélénium.

En présence de deux molécules de glutathion sous forme réduites, la glutathion

peroxydase catalyse la transformation de peroxyde d’hydrogène en deux molécules d’eau.

Au fur et à mesure de sa consommation par la glutathion peroxydase, le glutathion doit

être 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).

 Les chélateurs de 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 à la

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

III-2-4-2 Les antioxydants exogènes

De nombreuses molécules issues de notre alimentation : vitamines, nutriments,

composés naturels,…etc. sont considérés comme des antioxydants. Notons à titre d’exemples,

les plus courants:

III-2-4-2-1 Les vitamines

 La vitamine E

La vitamine E ou α-tocophérol, est un antioxydant liposoluble, elle se localise entre les 

chaînes d'acides gras des phospholipides qui constituent les membranes et les

lipoprotéines. Le rôle essentiel de la vitamine E est de capter les radicaux peroxyles

lipidiques RO2 qui propagent les chaînes de peroxydation. La partie active de la molécule

étant la fonction phénol réductrice. Celle-ci perd facilement un atome d'hydrogène et se

transforme en radical α-tocophéryle, tandis que le radical peroxyle est réduit en une 

molécule d'hydroperoxyde. De plus, l'α-tocophérol capte les radicaux superoxydes (sous 

leur forme protonée HO2
.), les radicaux hydroxyles ·OH, ainsi que l'oxygène singulet O2.
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Bien que la concentration d'α-tocophérol soit relativement faible in vivo, le recyclage 

de ce dernier par des systèmes réducteurs dont le plus important est l'ascorbate, lui permet

de jouer son rôle d'antioxydant à plusieurs reprises (Gardès-Albert et al., 2003).

 La vitamine C

La vitamine C ou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble. L'ascorbate est un

très bon capteur de radicaux libres oxygénés puisqu'il réagit non seulement avec les

radicaux hydroxyles ·OH, mais aussi avec les radicaux superoxydes O2
.-. En outre,

l'ascorbate capte les radicaux peroxyles RO2·.En réagissant avec ces diversoxyradicaux,

l'ascorbate est oxydé en radical ascorbyle (Asc·-) qui est relativement inerte vis-à-vis des

matériaux biologiques.

L’ascorbate possède une propriété importante qui est la réparation possible de deux

autres antioxydants, le glutathion et l'α-tocophérol à partir de leurs formes radicalaires. Il 

est recyclé, tout au moins en partie, par dismutation du radical ascorbyle (Gardès-Albert et

al., 2003).

III-2-4-2-2 Antioxydants d’origine végétale

Les caroténoïdes et les polyphénols constituent de vastes familles de composés

(plusieurs centaines) parmi lesquels se trouvent le β-carotène, l'acide caféique et la quercétine. 

Les caroténoïdes et les polyphénols sont généralement de bons capteurs de radicaux

hydroxyles ·OH et peroxyles RO2
... Ils sont donc susceptibles d'inhiber les chaînes de

peroxydation lipidique, mais d'une manière moins efficace que celle de l'α-tocophérol. En 

outre, les caroténoïdes ont un rôle spécifique de capteur d'oxygène singulet O2, ce qui leur

permet d'exercer une protection vis-à-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de

la lumière solaire (Gardès-Albert et al., 2003).

III-2-5 Les maladies liées au stress oxydatif

En faisant apparaître des molécules biologiques anormales et en sur exprimant certains

gènes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies: cancer,

cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, œdème

pulmonaire, vieillissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales,

rhumatisme, l’athérosclérose, le diabète (Atawodi, 2005 ; Georgetti et al., 2003).
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III-2-6 Autres activités

Des effets hypoglycémiants, semblables à ceux d'Artemisia scoparia, avec une

réduction consistante du niveau du glucose sanguin et présentant un minimum d'effets

secondaires indésirables ont été démontrés après administration orales des extraits aqueux

d'Artemisia herba alba (Alkhazraji et al., 1993).
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Ce travail est une contribution à l’étude phytochimique de l’extrait aqueux d’Artemisia

herba alba, suivie d’une évaluation de l’activité antioxydante et antibactérienne contre huit

souches bactériennes dont deux sont pathogènes multi résistantes qui est réalisé au niveau de

laboratoire de recherche de microbiologie appliqué de l’Université MOULOUD MAMMERI

de Tizi-Ouzou.

I- Matériel et méthodes

I-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 à 2710 m d’altitude.

Figure 10: Photos de la partie aérienne d’Artemisia herba alba récoltée (Assekrem,

Tamanrasset) (3264× 1836).
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I-1-2 Matériel de laboratoire

I-1-2-1 Les diffèrent produits chimiques et milieux de culture utilisés

Tableaux III : Produits chimiques et milieux de culture utilisés.

Utilisations

Solvants Méthanol Dosage des flavonoïdes

Réactifs

1-1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH.)

Activité antioxydante

Folin-Ciocalteu Dosage des polyphénols
totaux

Trichlorure d’aluminium
(AlCl3) Dosage des flavonoïdes

Folin-Denis Dosage des tanins

Acide ascorbique Antioxydant standard

Acide gallique Polyphénol standard

Quercétine Polyphénol standard

Acide tannique Polyphénol standard

Réactif de stiasny Screening phytochimique

Sels Chlorure de Sodium (NaCl) Préparation de l’eau
physiologique

Milieux de culture

Gélose Désoxycholate

Identification et purification
des souches bactériennes

Gélose chapman

VRBL

VRBG

Gélose à ADN

Milieu SS

Milieu Mueller- Hinton

(MH)
Antibiogramme

Bouillon Nutitif/Gélose PCA Repiquage des souches
bactériennes
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● Autre produits  

 H2O2

 Disques d’oxydase

 Plasma

 Galerie API 20E

I-1-2-2 Souches bactériennes utilisées

Les souches bactériennes utilisées sont des souches de référence appartenant à

l’AmericanType Culture Collection (ATCC) et des souches pathogènes et virulentes dont

deux sont multi résistantes du laboratoire de microbiologie (tableau IV). Elles sont réactivées

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

Tableau IV: Les souches bactériennes utilisées et leurs provenances.

Souches bactériennes Provenance Gram

Escherichia coli ATCC 25922 Laboratoire de microbiologie de

la FSBSA de Tizi Ouzou

Gram-

Escherichia coli Laboratoire de microbiologie

du CHU de Tizi Ouzou

Gram-

Staphylococcus aureus ATCC

25923

Laboratoire de microbiologie de

la FSBSA de Tizi Ouzou

Gram+

Salmonella Laboratoire de microbiologie du

CHU de Tizi Ouzou

Gram-

Klebesiella pneumoniae

ATCC 4352

Laboratoire de microbiologie de

la FSBSA de Tizi Ouzou

Gram-

Klebesiella pneumoniae 825

(multi résistante)

Laboratoire de microbiologie du

CHU de Tizi Ouzou

Gram-

Klebesiella pneumoniae 1766

(multi résistante)

Laboratoire de microbiologie du

CHU de Tizi Ouzou

Gram-

Bacillus cereus ATCC 10876 Laboratoire de microbiologie de

la FSBSA de Tizi Ouzou

Gram+
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I-1-2-3 Antibiotiques utilisés

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

I-2 Méthodes

I-2-1 Préparation de l’extrait aqueux d’Artemisia herba alba

Après la récolte, le matériel végétal est débarrassé des débris. Les feuilles de la plante

sont ensuite isolées et séchées à l’air libre et à l’abri de la lumière pendant trois semaines, puis

broyées et conservées dans un flacon en verre et maintenus à l’abri de la lumière et de

l’humidité pour des analyses ultérieures.

Un extrait aqueux est préparé par macération dans de l’eau distillé à raison 10 % (10g

de poudre des feuilles dissous dans 100ml d’eau distillée) (Salhi, 2012), à une température

ambiante et à l’abri de la lumière sous agitation douce pendant 24 heures. Le mélange est

ensuite filtré à l’aide de papier wattman pour avoir un filtrat (voir annexe 3), puis ce dernier

va être congelé pendant une nuit. Ensuite une lyophilisation est réalisée pour avoir l’extrait

sec qui va être conservé dans des tubes ECBU au réfrigérateur pour des analyses ultérieurs

comme le montre la figure ci-après :

Antibiotiques

Nom Abréviation Dose

Cefazoline CZ 30µg/disque

Amoxycilline AMX-AX-

AM

25µg/disque

Trimethoprim+Sulfamethoxazole SXT 25µg/disque
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Figure 11: Schéma du protocole d’extraction de l’Artemisia herba alba selon le protocole de
Salhi (2012) modifié.

I-2-2 Détermination du rendement d’extraction

Le rendement désigne la masse de l’extrait déterminée après évaporation du solvant, il

est exprimé en pourcentage par rapport à la masse initiale de la plante soumise à l’extraction

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

R est le rendement en % ;

M ext est la masse de l’extrait après évaporation en mg ;

M éch est la masse de la matière sèche végétale en mg.

I-2-3 Détermination de la concentration maximale de l’extrait aqueux

C’est le seuil de saturation de l’extrait dans de l’eau distillé stérile qui est obtenus à

partir d’une concentration de 0.2g/ml jusqu’à avoir un extrait qui ne peut plus être pipeté par

la micropipette (aspect pâteux). Ce dernier a une concentration de 0.8g/ml.

10g du matériel végétal sec broyés

100ml d’eau distillée

Filtration avec du papier wattman

Congélation à -80°C/24h

Lyophilisation

Extrait sec lyophilisé

Filtrat

Macération

R (%) = (M ext / M éch) x 100
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I-2-4 Analyses quantitatives de l’extrait aqueux

I-2-4-1 Dosage des polyphénols totaux

 Principe

La méthode de dosage des polyphénols totaux repose sur l’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 l’oxydation de ces composés

phénolique en milieu alcalin en un chromogène de couleur bleu.

La coloration produite est proportionnelle à la quantité des polyphénols totaux, qui est

estimé par spectrophotométrie UV à une longueur d’onde de 760 nm. (Ghazi et Sahraoui,

2005).

 Mode opératoire

La teneur en polyphénols totaux de notre extrait aqueux a été déterminée par la

méthode de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1965). Des dilutions convenables de l’extrait

aqueux sont, ainsi qu’une gamme d’étalon.

 Préparation des solutions

­ Le réactif de Folin (10 fois dilué) ;

­ Solution de carbonate de sodium 7,5%.

 Préparation de la gamme étalon

La gamme étalon est obtenue en utilisant l’acide gallique comme standard. À

partir de la solution mère (SM) 0,01g /ml, on prépare des dilutions allant de 10 à

100mg/ml selon le tableau suivant :

Tableau VI: Préparation des dilutions d’acide gallique

Ensuite chaque dilution (dilution d’acide gallique et de l’extrait aqueux) est traitée

selon le protocole décrit par la figure ci-dessous :

Concentration
mg/ml

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Volume SM
(µl)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Volume E.D
(µl)

1000 900 800 700 600 500 400 300 200 100 0
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Figure 12: Protocole de dosage des polyphénols totaux (Singleton et al., 1965).

 Expression des résultats

La concentration des polyphénols totaux est calculée à partir de l’équation de

régression de la gamme d’étalonnage établie avec l’acide gallique (AG). Elle est exprimée

en mg équivalent d’acide gallique par gramme de matière sèche (mg EAG/g de matière

sèche « MS ») selon l’équation suivante :

Tpt : Teneur en polyphénols totaux (mg EAG/g d’extrait sec de la plante) ;

C : Concentration de l’extrait équivalente à l’acide gallique, obtenue à partir de la courbe

d'étalonnage (mg/ml) ;

V : Volume de l’extrait (ml) ;

M : Poids sec de l'extrait de la plante (g).

200 µl de l’échantillon
+ 1000 µl du réactif de Folin (dilué 10 fois)

+ 800 µl de Na2CO3 7,5%

Incubation à T° ambiante et l’obscurité pendant 60min

Lecture des DO à 760 nm

Tpt = C. V / M
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I-2-4-2 Dosage des flavonoïdes

 Principe

Les flavonoïdes donnent avec le chlorure d’aluminium des complexes de couleur

jaune, coloration dont l’intensité est mesurable à un spectrophotomètre à UV (Mbye

Dieng, 2007).

 Mode opératoire

La teneur en flavonoïde de notre extrait aqueux a été déterminée en utilisant la

méthode colorimétrique au trichlorure d’aluminium (Yun et al., 2009). Des dilutions

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

 Préparation de la gamme étalon

La gamme étalon est obtenue en utilisant la quercetine comme standard de

calibration. À partir de la solution mère (SM) 0,2mg /ml de méthanol, on

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

Tableau VII: Préparation des dilutions de la quercetine.

Concentration
mg/ml

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Volume SM
(µl)

0 200 400 600 800 1000 1200

Volume
méthanol

(µl)

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

Chaque dilution (dilution de la quercitine et l’extrait aqueux) est traitée selon le

protocole décrit par la figure ci-dessous :
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Figure 13 : Protocole de dosage des flavonoïdes (Yun et al., 2009).

 Expression des résultats

La concentration des flavonoïdes est calculée à partir de l’équation de régression de la

gamme d’étalonnage établie avec la quercetine. Elle est exprimée en mg équivalent de

quercetine par gramme de matière sèche (mg EQ/g de matière sèche « MS ») selon

l’équation suivante :

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

C : Concentration de l’extrait équivalente à la quercitine, obtenue à partir de la courbe

d'étalonnage (mg/ml) ;

V : Volume de l’extrait (ml) ;

M : Poids sec de l'extrait de la plante (g).

1ml de l’échantillon
+ 3ml de méthanol

+ 0,2 ml de la solution AlCl3 à 10%
+ 0,2 ml d’acétate de potassium 1M

+ 5,6 ml d’eau distillée

Incubation à T° ambiante et l’obscurité pendant 30min

Lecture des DO à 420 nm

Tf = C. V / M
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I-2-5- Mise en évidence et dosage des tanins

I-2-5-1 Screening phytochimique des tanins

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 réalisée à partir du réactif de Stiasny. Cinq

(5) ml de notre extrait a été évaporés à sec. Après ajout de 15ml du réactif de Stiasny au

résidu, le mélange a été maintenu au bain-marie à 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 FeCl3 provoquerait

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

I-2-5-2 Dosage des tanins

 Principe

La technique de dosage des tanins condensés est basé sur la réduction de l’acide

phosphomolybdique et tungstique en milieu alcalin, en présence de tanins pour donner une

coloration bleue dont l’intensité est mesurée à 760 nm.

 Mode opératoire

Les tanins sont dosés selon la méthode colorimétrique de Folin Denis décrite par

Joslyn, 1970 modifiée. Des dilutions convenables de l’extrait aqueux sont préparées, ainsi

qu’une gamme d’étalon.

 Préparation des différentes solutions

­ La solution saturée de CO3Na2.

 Préparation de la gamme étalon

La gamme étalon est obtenue en utilisant l’acide tannique comme standard de

calibration. À partir de la solution mère (SM) 1mg /ml d’eau distillée, on

prépare des dilutions allant de 0,5 à 1mg/ml selon le tableau suivant :
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Tableau VIII: Préparation des dilutions de l’acide tannique

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

protocole décrit par la figure ci-dessous :

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

 Expression des résultats

La concentration des tanins condensés est calculée à partir de l’équation de régression

de la gamme d’étalonnage établie avec l’acide tannique (AT). Elle est exprimée en mg

Concentration
mg/ml

0 1 0,9 0,8 0,7 0,6 0,5

Volume SM
(µl)

0 2000 1800 1600 1400 1200 1000

Volume E.D
(µl)

2000 0 200 400 600 800 1000

1ml de l’échantillon
+ 75ml d’eau distillée

+ 10ml de réactif de Folin Denis
+ 20ml de la solution saturée de CO3Na2

Agitation mécanique

Incubation à T° ambiante et l’obscurité pendant 30min

Lecture des DO à 760 nm
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équivalent d’acide tannique par gramme de matière sèche (mg EAT/g de matière sèche

« MS ») selon l’équation suivante :

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

C : Concentration de l’extrait équivalente à l’acide tannique, obtenue à partir de la courbe

d'étalonnage (mg/ml) ;

V : Volume de l’extrait (ml) ;

M : Poids sec de l'extrait de la plante (g).

I-2-6 Tests des activités biologiques

I-2-6-1 Test de l’activité antioxydante

● Mise en évidence de l’activité antioxydante   

Le pouvoir antioxydant de notre extrait aqueux a été testé en employant deux méthodes :

 Test de piégeage du radical libre DPPH. (C18H12N5O6) qui est fréquemment utilisée

pour mesurer le pouvoir antioxydant des produits naturels et synthétiques (Obame et

al., 2007).

 Test de la réduction du fer FRAP qui est souvent employée pour étudier la capacité

d’une substance à donner des électrons. Cette propriété constitue un important

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

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

 principe

Le principe est fondé sur le pouvoir des antioxydants qui jouent le rôle des piégeurs de

radicaux libres. En présence de ces antioxydants : soit synthétique ou naturels (dans notre

cas l’extrait aqueux de notre plante), le radical 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 la figure suivante :

Tt = C. V / M
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Figure 15: Schéma de transformation du DPPH de sa forme active

à celle inactive (Matkowski et al., 2008).

 Mode opératoire

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

(1998). Des dilutions convenables de l’extrait aqueux sont préparées, ainsi qu’un contrôle

positif. Un contrôle négatif a été préparé à partir d’une solution méthanolique du DPPH, la

lecture de l’absorbance se fait à 515 nm contre un blanc.

Le contrôle positif est présenté par une solution d’acide ascorbique comme un

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

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

Tableau IX : Préparation des dilutions de l’acide ascorbique.

Ensuite chaque dilution (du contrôle positif et de l’extrait aqueux) est traitée selon un

protocole décrit par la figure ci-dessous :

Concentrations
mg/ml

0,125 0,5 0,75 1 2 4 5

Quantité en
vitamine C
(µl)

25 100 150 200 400 800 1000

Quantité en
méthanol (µl)

975 900 850 800 600 200 0
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Figure 16: Protocole de piégeage du radical libre DPPH (Sanchez-Moreno et al., 1998).

 Expressions des résultats

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

suivante :

Abs contrôle : Absorbance du contrôle négatif à 515 nm.

Abs échantillon : Absorbance de l’échantillon à 515 nm.

I-2-6-1-2 Test de la réduction du fer FRAP

 Principe

Le pouvoir réducteur est basé sur la transformation de Fe 3+ présent dans le complexe

K3Fe(CN) 6 en Fe2+ en présence d’un antioxydant qui a le pouvoir de céder des électrons.

Une augmentation de l’absorbance correspond à une augmentation du pouvoir réducteur

des composés testé.

50 µl de chaque dilution
+

1,95 ml de solution DPPH

Incubation à T° ambiante et à

l’obscurité pendant 30min

lecture des DO à 515 nm

I% = [(Abs contrôle – Abs échantillon) / Abs contrôle] x 100
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 Mode opératoire

L’activité réductrice du fer de notre extrait aqueux est déterminée selon la méthode

décrite par Oyaizu (1986).

Des dilutions convenables de l’extrait aqueux sont préparées, ainsi qu’une gamme

d’étalon.

 Préparation des différentes solutions du protocole

Les différentes solutions préparées :

­ Tampon phosphate (Ph 6,6) ;

­ Ferrocyanure de potassium (K3Fe(CN) 6) à 1% ;

­ Acide trichloracétique (10%) ;

­ Chlorure de fer (FeCl3) à 0,1%.

 Préparation de la gamme étalon

L’acide ascorbique est utilisé comme un antioxydant standard. À partir de la

solution mère d’acide ascorbique 0,1mg/ml, on prépare des dilutions allant de

0,01 à 0,1mg/ml selon le tableau ci-dessous :

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

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

protocole décrit par la figure ci-dessous :

Concentrations
(mg/ml)

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

Quantité en
vitamine C

(µl)

0 100 250 500 750 1000

Quantité en
eau distillée

(µl)

1000 900 750 500 250 0
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Figure 17: Protocole du test de la réduction de fer (Oyaizu, 1986).

 Lecture des résultats

L’augmentation de l’absorbance dans le milieu réactionnel indique l’augmentation de

la réduction de fer. L’acide ascorbique est utilisé comme contrôle positif.

1ml de l’échantillon

+ 1ml de tampon phosphate

+ 1ml de (K3Fe(CN) 6) à 1%

Incubation au bain-marie à 50°C pendant 20min

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

1ml du surnageant + 1ml d’ED + 0,2 ml de (FeCl3) à 0,1%

Incubation pendant 10 min à la température ambiante

Lecture des DO à 700nm
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I-2-6-2 Test de l’activité antibactérienne

1/ Les souches bactériennes utilisées

L’activité antibactérienne a été évaluée contre des souches de référence et des souches

pathogènes 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

espèces.

Les milieux de culture utilisés sont: des milieux d'isolement, sélectifs ou

d'enrichissement pour chaque groupe bactérien.

1-1/ Vérification de la 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: Les tests réalisés pour la confirmation de la pureté de chaque souche

bactérienne.

Tests

Souches

Morphologie

des colonies

Coloration
de Gram

API
20E

Test
d’oxydase

Test du
catalase

Test de
coagulase

Test

d’ADN

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
× × × ×
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●  Caractère morphologique 

 La morphologie des colonies bactériennes

C’est une étude macroscopique. On peut distinguer les caractéristiques d'une colonie :

la forme (ronde, entière, ondulée, zonée, filamenteuse...), la taille, la couleur, l'aspect

(collant, filamenteux...), L'odeur.

Un repiquage des souches bactériennes, sur des milieux non sélectifs et sélectifs, a été

réalisé afin d’étudié les caractéristiques des colonies.

 La coloration de Gram

Les bactéries peuvent être 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. Après coloration, les bactéries Gram+ deviennent violettes alors

que les bactéries Gram- apparaissent en rose. La répartition des bactéries en Gram+ ou

Gram- est un critère systématique important pour la classification des bactéries. Elle

permet de visualiser facilement les bactéries et de donner des indications sur leurs formes

et leurs tailles.

Le colorant utilisé est le violet de gentiane qui colore l'intérieur des bactéries. Celles-ci

sont ensuite décolorées à l’alcool-acétone. En raison de leur paroi de structure plus épaisse

et de composition chimique particulière, les bactéries Gram+ garde la coloration violette.

Les bactéries Gram-, avec une paroi plus fine et plus perméable à la décoloration, perdent

la couleur violette. De manière à visualiser les bactéries Gram-, on recolore avec de la

fuschine (rose).

● Critères biochimiques

 Galeries API 20E

API 20 E est un système standardisé pour l'identification des enterobacteriaceae et

autres bacilles à Gram négatif non fastidieux, comprenant 21 tests biochimiques

miniaturisés, ainsi qu'une base de données.

La galerie API 20 E comporte 20 microtubes contenant des substrats déshydratés (voir

la figure 18). Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui
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reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent

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

Figure 18: Photos représentant la galerie API 20E.

● Autre tests   

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

 Test d’oxydase

La recherche de l‘oxydase est un des critères le plus discriminatif et le plus employé

pour l’identification des bactéries, surtout celles des bactéries à Gram négatif.

Cette recherche consiste à mettre en évidence la capacité de la bactérie testée, à oxyder

la forme réduite incolore de dérivés N-méthylé du paraphénylène diamine, en leurs formes

oxydées semi-quinoniques rose-violacées.

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

 Test de catalase

Certaines réactions métaboliques aboutissent, dans les conditions de l’aérobiose, à la

production de peroxyde d’hydrogène (eau oxygénée ou H2O2). Mais ce composé peut être

le produit de la chaîne respiratoire.

La catalase est une enzyme importante. Elle joue un rôle majeur dans l’élimination du

peroxyde d’hydrogène selon la réaction suivante :

Cupule

Microtube contenant le milieu déshydraté

2 H2O2 O2 + 2H2O
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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 oxygénée déposée sur une lame :

­ Bactérie possédant une catalase : Apparition d’effervescence.

­ Bactérie ne possède pas de catalase : Pas d’apparition d’effervescence.

 Test du coagulase

La coagulase ou staphylocoagulase est une enzyme capable de faire coaguler le plasma

sanguin. La mise en évidence d'une activité coagulase libre chez une souche

de Staphylococcus est un des critères d'identification de Staphylococcus aureus en

médecine humaine.

Si le plasma coagule en moins de 24h, le germe possède une coagulase.

 Test d’ADNase

La gélose à ADN au bleu de toluidine est utilisée pour déterminer la présence d'une

activité nucléase chez un micro-organisme. En routine, on l'utilise pour identifier

l'expression d'une DNAse thermorésistante (ou thermonucléase TNase) caractéristique de

l'espèce Staphylococcus aureus.

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

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

1-2/ Conservation des souches

Les souches ont été conservées au réfrigérateur dans des tubes stériles contenant 10 ml

du bouillon nutritif.

2/ Evaluation de l’activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de l’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 l’extrait aqueux et de déterminer la concentration minimale

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

 Préparation des différentes concentrations de l’extrait

À partir de la solution mère 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 à 0,8g/ml.

 préparation de l’inoculum

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

quelques colonies bien isolées de la souche à étudier ont été prélevées de manière à
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réaliser une suspension dans de l’eau physiologique stérile. L’inoculum est ensuite ajusté

à une densité optique entre [0,08-0,1] à 625nm, équivalent à 106 UFC/ml.

 Ensemencement et incubation

Coulez aseptiquement le milieu de culture (gélose de Mueller-Hinton) en surfusion

dans des boites de pétri, On laisse refroidir et solidifier.

L’ensemencement est effectué par écouvillonnage, il consiste à tromper un écouvillon

stérile dans la suspension bactérienne, l’essorer à l’intérieur du tube puis le frotter sur

toute la surface gélosée de façon à avoir des stries serrées. Cette opération est effectuée à

trios reprise en tournant la boite à environ 60° après chaque application pour obtenir une

distribution homogène de l’inoculum.

A l’aide d’une pince stérile, prélever un disque de papier wattman de 6mm de

diamètre, et l’imbiber avec 10μl de chaque dilution à tester, puis déposer sur la gélose.  

Les boites Pétri sont ensuite fermées et laissées diffuser à température ambiante pendant

30 mn, et mises à l’étuve à une température de 37C°.

Après l’incubation l’effet de l’extrait se traduit par l’apparition autour de disque d’une

zone circulaire transparente correspondant à l’absence de la croissance. Plus le diamètre

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.

 Expressions des résultats

Les résultats expérimentaux sont exprimés par une CMI qui détermine la

concentration minimale inhibitrice (absence de la croissance bactérienne), obtenus par la

mesure du diamètre de la zone d’inhibition autour des disques à l’aide d’une règle et

exprimés selon la moyenne des valeurs obtenues ± l’écart type (SD).

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

diamètres des halos d’inhibition comme le montre le tableau ci-dessous.
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Tableau XII: Sensibilité des bactéries envers les différents composés (Moreira et al.,2005).

I-2-6 Analyse statistique

Pour chaque test ou méthode, les moyennes plus ou moins l’écart type (n=4) ou (n=3),

ainsi que les représentations graphiques ont été réalisées par le logiciel Excel 2010.

Le diamètre

(mm)

Ø < 8 9 < Ø < 14 15 < Ø < 19 Ø > 20

Sensibilité des

bactéries

bactérie non

sensible

bactérie

sensible

bactérie très

sensible

bactérie

extrêmement

sensible
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1- Rendement d’extrait

Le rendement de l’extraction (en moyenne ± écart type) obtenus en pourcentage (%),

ainsi que la couleur, l’aspect de l’extrait sont illustrés dans le tableau suivant :

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

Aspect Couleur Rendement%

Poudre Brune 18.8 ± 0.80

Ce rendement (18.8%) est considéré comme très important par rapport aux rendements

de l’huile essentielle de la même espèce. La teneur en huile essentielle d'Artemisia herba alba

de la région de Msila (Algérie) est de 1,02% (Dob et Benabdelkader, 2006). Le rendement de

cette même espèce dans la région de Matmata (Tunisie) est de 0.41% (Akrout, 2004) et de

0.68% à 1.93% (Haouari, 2009) par contre dans le sud de l'Espagne, le rendement varie de 0,4

1% à 2,3% (Sofia et al., 2004).

Les variations des rendements au sein d’une plante, semblent être liées aux différents

facteurs, propriétés génétiques de la plante ainsi qu’à l’origine géographique, aux conditions

et à la durée de stockage et de la récolte et aussi aux méthodes d’extraction appliquées.

2- Résultats de l’étude quantitative

2-1 Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu. L’acide

gallique 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’étalonnage ci-dessous :
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Figure 19: Courbe d’étalonnage de l’acide gallique.

L’évaluation quantitative des polyphénols montre une corrélation positive entre la

variation de ses polyphénols totaux (10 à 100mg/ml) et l’absorbance avec un coefficient de

corrélation R2= 0.99.

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

gallique par gramme de poids sec de l’extrait (mg EAG/g Ps).

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

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

Le résultat du dosage des polyphénols totaux montre que l’extrait aqueux d’Artemisia

herba alba est de : 0.821 mg EAG/g Ps, une concentration très faible en la comparant à 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 l’huile essentielle d’Artemisia herba alba, la teneur trouvée était 0.01306 g

EAG/g d’extrait brut, ce résultat est relativement inférieur à celui de notre extrait.

Très peu de travaux sont réalisés sur notre plante, nous comparons nos résultats à

quelques plantes de la même 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 à la variabilité dans la teneur en PP pourraient être 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 flavonoïdes

Le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode de trichlorure d’aluminium

(AlCl3), la quercétine a été utilisé comme étalon. L’absorbance a été lue dans une longueur

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

dessous :

Figure 20: Courbe d’étalonnage de la quercétine.

L’évaluation quantitative des flavonoïdes montre une corrélation positive entre la

variation de ses flavonoïdes (0.02 à 0.12mg/ml) et l’absorbance avec un coefficient de

corrélation R2= 0.97.

La quantité des flavonoïdes a été rapportée en milligramme d’équivalent de la

quercétine par gramme de poids sec de l’extrait (mg EQ/mg Ps).
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À partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des flavonoïdes est :

Tf : Teneur en flavonoïdes (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 que dans une autre étude sur l’huile essentielle de la même espèce rapporté par

Djeridane et al. (2010), la teneur trouvée était 0.0113g EAG/g d’extrait brut, ce résultat est

relativement inférieur à celui de notre extrait.

Très peu de travaux sont réalisés sur notre plante, nous comparons nos résultats à

quelques plantes de la même famille (astéracées). La quantité de flavonoïdes 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 à

celles de ces plantes.

Alors que Saoudi et al., (2010) ont trouvé une teneur de 131,89 mg EQ/g d'extrait de

feuilles aqueux d’Artemisia campestris qui est très importante comparant à notre résultat.

2-3 Mise en évidence de la présence des tanins

2-3-1 Screening phytochimique

L’observation d’un précipité en gros flocons a caractérisé les tanins catéchiques et

l’apparition d’une coloration bleu-noir intense par l’addition de FeCl3 singe de la présence de

tanins gallique comme la montre la figure ci-dessous :

Tf = 0.055 ± 0.0053 mg EQ/g Ps
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Avant Apparition des flocons (Tanins catéchique)

Avant Apparition de la couleur bleu-noir intense

(Tanins gallique)

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

Le screening phytochimique de l’extrait aqueux révèle 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 l’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 l’Asphodelus tenuifoluis très abondant que

l’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 été lue dans une longueur d’onde de 760 nm. Les résultats obtenus sont

représentés dans la courbe d’étalonnage ci-dessous :

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

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

de se tanin (0 à 1mg/ml) et l’absorbance avec un coefficient de corrélation R2= 0.99.

La quantité des tanins a été rapportée en milligramme d’équivalent d’acide tannique

par gramme de poids sec de l’extrait (mg EAT/g Ps).

À partir de la courbe d’étalonnage, la concentration des tanins est :

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

D’après nos résultats, on remarque que la teneur en tanins de notre extrait aqueux

d’Artemisia herba alba est très faible avec une concentration de 0.0000799 mg EAT/g Ps.

Alors que, une concentration de 0.175 mg EC/g d’extrait est obtenue de la même

espèce par khirddine. (2013).
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L’étude quantitative de l’extrait aqueux d’Artemisia herba alba, au moyen des dosages

spectrophotométriques, avait pour objectif la détermination de la teneur des polyphénols

totaux, des flavonoïdes et des tanins.

La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité

des propriétés antioxydantes et antimicrobiennes des plantes leur sont attribués.

3- Résultats des tests des activités biologiques

3-1 Test de l’activité antioxydante

 Test de piégeage du radical libre DPPH

La méthode de piégeage du radical libre (DPPH) a été retenue pour évaluer l’activité

antioxydante de notre extrait aqueux, 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-

après :

Figure 23: Pouvoir antioxydant de l'acide ascorbique.

D’après la figure 23, nous constatons que l'acide ascorbique révèle une corrélation

positive entre la variation de la concentration de l’acide et le pourcentage d'inhibition avec

un coefficient de corrélation R2= 0,96.
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L’activité antiradicalaire à une concentration de 0.8mg/ml de l’extrait aqueux a donné

un pourcentage équivalent de 4.34%, pour ce même pourcentage l’antioxydant standard

(acide ascorbique) à une concentration de 0.66mg/ml.On constate donc que l’activité

antiradicalaire de l’extrait aqueux est inférieure à celle du standard.

L’extrait aqueux d’Artemisia herba alba, possède un IC50 (0,329mg /ml) très important

en le comparant aux IC50 des polyphénols standard utilisés (quercétine : 0,005 mg/ml,

catéchine: 0,004mg/ml, l’acide caféique: 0,004mg/ml, acide tannique : 0,002mg/ml), Une

valeur faible d’IC50 indique une activité antioxydante forte. (Khennouuf et al., 2010)

D’après Khebri. (2011), l’activité antiradicalaire de l’huile essentielle de la même

espèce a donné un pourcentage de 37% pour une concentration de 1mg/ml, cette même

concentration d’acide ascorbique un pourcentage supérieur à 80%.

Les résultats de l’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 l’activité anti-radicalaire doit être interprétée avec précaution du fait que

l’absorbance du DPPH• à 515-520 nm diminue sous l’action de la lumière, de l’oxygène, en

fonction du pH et le type du solvant additionne à l’antioxydant. La structure chimique et la

polarité de l’antioxydant sont déterminantes pour sa capacité à piéger les radicaux libres. Des

effets synergiques mais aussi antagonistes ont été observés dans des solutions modèles qui

contiennent plusieurs composés fonctionnels (mélange complexe ou poly moléculaires) à

activité anti-radicalaire (Popovici et al., 2009).

 Test de la réduction du fer FRAP

Par ce test, on évalue la capacité d’un composé à transformer le Fe3+ en Fe2+. On

détermine ainsi la capacité de ce composé à donner des électrons. Cette propriété

constitue un important mécanisme de l’action antioxydante.

La figure 24 ci-après, montre les DO lues lors du test de la réduction du ferrocyanure

de potassium par notre extrait aqueux et l’acide ascorbique pris comme étalon :
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Figure 24: Pouvoir réducteur de l’extrait aqueux et de l’acide ascorbique.

Le pouvoir réducteur de l’extrait aqueux et de l’acide ascorbique évolue avec

l’augmentation de la concentration. Plus l’absorbance mesurée à 700 nm augmente plus le

pouvoir réducteur du composé est élevé (Ebrahimzadeh et al., 2008).

Pour comparer l’activité de notre extrait aqueux à celle de l’acide ascorbique, on

détermine le pouvoir réducteur PR0, 5 défini comme la quantité d’une substance en mg par ml

du volume réactionnel qui donne une unité d’absorbance de 0,5 à 700nm (Ardestani et

Yazedanparast, 2007).

D’après la figure 24, l’extrait aqueux présente un PR0, 5 avec une concentration de

0.024mg/ml alors que pour l’acide ascorbique, elle est de 0.048mg/ml (on remarque que la

concentration de l’acide ascorbique est deux fois la concentration de notre extrait aqueux).On

constate que notre extrait aqueux possède un pouvoir réducteur deux fois plus important que

celui de l’acide ascorbique.

D’après 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 à la nature du standard : l’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 la technique du FRAP.
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3-2 Test de l’activité antibactérienne

3-2-1 Identification et purification des souches

3-2-1-1 Caractère morphologique

 La morphologie des colonies bactériennes

C’est une étude macroscopique qui nous permet de distinguer les caractéristiques des

colonies des souches testées.

 La forme.

 La couleur.

 L’aspect.

 L’odeur.

● E. Coli : Colonies 2 à 3mm de diamètre, à contour régulier, de type S en général. Sur

milieux sur coliforme comme gélose au désoxycholate à 1% : colonies rouges.

● S. aureus : Colonies rondes, lisses, blanches sur le milieu PCA et dorées sur milieu

chapman, opaques, atteignant 2 à 3 mm de diamètre.

● Klebesiella pneumoniae : Colonies lisses, brillantes, de structure homogène (type « smooth

» ou S). Cet aspect évolue après cultures successives pour donner des colonies à surface sèche

rugueuse (type « rough » ou R) souvent très muqueuses, larges et luisantes.

● Salmonella : Colonies lisses, brillantes, de structure homogène (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 diamètre.

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

 La coloration de Gram

Les bactéries Gram+ resteront violettes alors que les Gram- seront maintenant

teintées en rose (voir tableau XIV, figure 27). Bien que le résultat de la coloration de

Gram peut dépendre de l’état physiologique des bactéries (âge de la colonie,

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

souches bactériennes utilisées.

Souches bactériennes Gram +/- Aspect des colonies

Escherichia coli ATCC 25922 Gram- Contour régulier, type S….

Escherichia coli Gram- Contour régulier, type S….

Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram+ Colonies rondes, 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 Critères biochimiques

 Galeries API 20E

La lecture de ces réactions se fait à l'aide du Tableau de Lecture (voir annexe 10) et

l'identification est obtenue à l'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel

d'identification.

Les résultats de la galerie API 20 E sont représentés dans le tableau XV ci-après :
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Tableau XV : Résultats des galeries testés.

E. Coli + + + + - - - - + - - + + - + + - + - +
Kp

4352
+ - + - + - + - - + - + + - + + + + + +

Kp

1766
+ - + - + - + - - + - + + + + + + + + +

Kp

825
+ - + - + - - - - + - + + + + + + + + +

● Autres tests 

Pour l’identification de la pureté des souches on a réalisé d’autre test :

 Test d’oxydase

 Le disque prend une teinte rose, violette. Le germe possède une oxydase : le test

est positif (+).

 Le disque reste incolore, le germe ne possède pas d’oxydase, le test est négatif (-).

 Test de catalase

 Une réaction positive (+) se traduit par un dégagement gazeux (parfois très

faible) d’oxygène.

 Une réaction négatif (-) se traduit par l’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.

 Test du coagulase

Ce test est réalisé pour la purification de la souche staphylococcus aureus et les

résultats observés :

 Prise en masse du contenu du tube.

 Coagulation du plasma.

 Souche coagulase libre + Orientation vers Staphylococcus aureus (Voir

annexe 10).

 Test d’ADNase

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

DNAse autour des trous percés sur le fond bleu de la gélose (Voir annexe 11).

Souches bactériennes
Négatif (-) / Positif (+)

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 (-) (+)
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4-2-2 Méthode de diffusion en milieu solide

4-2-2-1 Déterminations de la CMI

La concentration minimale inhibitrice est définie comme étant la concentration la plus

basse rapportée pour donner une inhibition complète des bactéries testées après 48 heures

d'incubation (Wan et al., 1998 ; Canillac et Mourey, 2001).

L’activité antibactérienne de l’extrait aqueux d’Artemisia herba alba est la CMI pour

quelque souches bactériennes testées, comme le montre les photos de la figure 25 et le tableau

XVII ci-dessous :

CMI: 0.4g/ml. CMI : 0.4g/ml. CMI: 0.8g/ml.
Eq: 11 ± 2. Eq: 9.2 ± 2.8. Eq: 12.7 ± 1.3.

CMI : 0.4g/ml. CMI : 0.8g/ml. CMI: 0.8g/ml.
Eq : 12.2 ± 1.7. Eq : 12.2 ± 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 : 0.8g/ml ; 2 : 0.4g/ml ; 3 : 0.2g/ml ; 4 : 0.1g/ml ; 5 :0.05g/ml ; 6 : 0.025g/ml.

T+: témoin positif.

T- : témoin négatif (10μl de l’eau distillé stérile).  

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

Tableau XVII : Diamètre des zones d’inhibitions en mm de l’extrait aqueux

d’Artemisia herba alba. (n=3)

Souches [ ] de l’extrait aqueux g/ml Antibiotiques Ø
(mm)0.8 0.4 0.2 0.1 0.05 0.025

Escherichia coli
ATCC 25922

9.2
±

2.8

7.5
±

2.8
- - - - CZ 27

Escherichia coli 11
±
2

9.3
±

2.8
- - - -

CZ 28

Staphylococcus aureus
ATCC 25923

12.7
±

1.3

- - - - - SXT 24

Salmonella 12.2
±

1.7

10.5
±

2.1
- - - -

CZ -

Klebesiella pneumoniae
ATCC 4352

12.2
±

0.7
- - - - - CZ 20

Klebesiella pneumoniae
825

10.3
±

0.8

6.1
±

5.4
- - - - CZ

-

Klebesiella pneumoniae
1766

7.6
±

1.6
- - - - -

CZ -

Bacillus cereus
ATCC 10876

13
±
3

11.8
±

1.9
- - - -

AMX 10

- : pas de zone

CZ : Cefazoline ; SXT : Triméthoprime + Sulfaméthoxazole ; AMX : Amoxycilline

Les valeurs représentent la moyenne de 3 mesures ± SD.
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L’extrait aqueux d’Artemisia herba alba a réagi positivement sur toutes les souches

bactériennes testées qui confirme que cette dernière est douée de propriétés antibactériennes.

Plusieurs recherches scientifiques ont prouvé l’efficacité des extraits ou de l’huile

essentielle de l’Artemisia herba alba aussi bien sur des bactéries que des levures (Ramezania

et al., 2004 ; Zouari1et al., 2010), ce qui confirme les résultats obtenus lors de notre étude.

D’après 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 à

l’extrait aqueux avec une CMI de 0.4g/ml, tandis que les trois autres souches Klebesiella

pneumoniae 1766, Klebesiella pneumoniae ATCC 4352, Staphylococcus aureus ATCC

25923 semblent plus résistantes avec une CMI de 0.8g/ml.

D’après 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

que une CMI de 1.8 mg/ml pour S. aureus ATCC 25923.

4-2-2-2 La détermination de la sensibilité des souches testées

L’eau distillée stérile qui a été utilisé en tant que contrôle négatif n’a montré aucun

effet inhibiteur sur la croissance bactérienne.

Les trois (03) antibiotiques standards sont choisis à base de la sensibilité des souches

bactériennes testées, nous avons observé que les différentes souches réagissent différemment

à ces antibiotiques.

L'activité de l’extrait aqueux est faible par rapport à celles des témoins (antibiotiques)

pour les souches : Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli, Staphylococcus 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 alors qu’elles sont résistantes vis-à-vis de ces antibiotiques.

B. cereus et S. aureus se révèlent les plus sensibles envers l’extrait aqueux d’Artemisia

herba alba avec des diamètres 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 l’extrait aqueux avec des diamètres de 9.2 ± 2.8, 10.3 ± 0.8,

12.2 ± 1.7, 11 ± 2, 7.6 ± 1.6, 12.2 respectivement.

Nous remarquons que l’extrait aqueux 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 à l’absence de la membrane externe (Balentine et

al., 2006).

Nos résultats semblent être plus importants que celle apportées par d’autres études sur

l’extrait aqueux d’Artemisia herba alba qui a donné un diamètre de 6mm pour les souches :

Escherichia coli, Klebesiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Salmonella, Bacillus

Khennouuf et al., (2010). Talbi. (2015) a mentionné un diamètre de 6mm pour E. coli et une

absence totale d’une activité antibactérienne de l’extrait aqueux de la même plante vis-à-vis

du Staphylococcus aureus.

Alors que les travaux portés par Boudjelal. (2013), l’extrait méthanolique d’Artemisia

herbe alba a donné des diamètres 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 là peut être dû au solvant utilisé.

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

sensibilité vis-à-vis de l’extrait aqueux comme le montre le tableau suivant :

Tableau XVIII : Degrés de sensibilité des souches testées.

Souches bactériennes Degrés de sensibilité
Escherichia coli ATCC 25922 Sensible
Escherichia coli Sensible
Staphylococcus 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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De nos jours, un grand nombre de plantes aromatiques et médicinales possède des

propriétés biologiques très importantes qui trouvent de nombreuses applications dans divers

domaines à savoir en médecine, pharmacie, cosmétologie et l’agriculture. Ce regain d’intérêt

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

inquiètent les utilisateurs qui se retournent vers des soins moins agressifs pour l’organisme.

Dans le présent travail, différents aspects d'Artemisia herba alba ont été étudiés:

quelques propriétés phytochimique et activités antioxydantes et antibactériennes de l’extrait

aqueux.

L'extraction aqueuse de la partie aérienne de la plante a permis d'obtenir un rendement

assez intéressent, alors que la teneur en polyphénols totaux, flavonoïdes et tanins était

conséquente.

L’activité antioxydante de l’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 l’extrait aqueux a un pouvoir

plus important que celui du standard utilisé. Pour le test de réduction du radical libre DPPH,

l'activité antiradicalaire de l’extrait aqueux était faible en le comparant à celle de

l’antioxydant standard.

L’activité antibacterienne a été déterminée sur huit souches bactériennes, selon la

méthode de diffusion en milieu gélosé, Les résultats indiquent que l’extrait possède une

activité antibactérienne sur toutes les souches testées.

À la suite de ces résultats, il serait donc intéressant d'étendre l'éventail des tests

antioxydants et antimicrobiens ainsi que l’isolement et la caractérisation des composés 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 première 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 l’extrait aqueux de cette plante.
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Annexe 1 :

Figure 01: La région d’Assekrem de la wilaya de Tamanrasset (Algérie)
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Annexes 2 :

Verreries et appareillage

Tableau I: Appareillage, verrerie et autres matériel utilisés

Composition des solutions et milieux de culture utilisés

 Eau physiologique stérile (composition en g/l)

 Chlorure de sodium(NaCl)………………………….9g.

 Eau distillée………………………………………….1000ml.

 pH=7.

 stérilisation à 120°C/15min.

 Préparation de la solution de carbonate de sodium (Na2CO3) 7%

 Dissoudre 7g dans un volume de 100ml d’eau distillée.

 Préparation de la solution de (AlCl3) à 10%

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

 Préparation de la solution du chlorure de fer (FeCl3) 0.1%

 Dissoudre 0.1g dans un volume de 100ml d’eau distillée.

Appareillage Verrerie et autres matériel

­ Autoclave (PBINTERNATIONAL) ;
­ Bain Marie (MEMMERT) ;
­ Balance de précision 0,01 mg

(SARTORIUS) ;
­ Centrifugeuse réfrigérée (SIGMA 3-

18K) ;
­ Etuve (MEMMERT) ;
­ Réfrigérateur (ENIEM);
­ Spectrophotomètre (SCHIMADZU).

­ Anse à boucle ;
­ Boites de pétri en plastique à 90 mm

de diamètre ;
­ Couton ;
­ Ecouvillon ;
­ Entonnoir ;
­ Erlen-Meyers ;
­ Eprouvettes graduées ;
­ Flacons stériles ;
­ Micropipettes (de 10µl à 1000µl) ;
­ Papier aluminium ;
­ Tubes à essai stériles ;
­ Tubes ECBU ;
­ Papier wattman.
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 Préparation de l’acide trichloracétique (TCA) à 10%

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

 Préparation de ferrocyanure K3Fe(CN)6 à 1%

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

 Préparation de la solution saturée de CO3Na2

 Dissoudre 43.75g de carbonate de sodium dans 100ml d’eau distillée chaude (70° à

80°C), après refroidissement la solution est filtrée puis ajustée à 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+300µl) de solution A + (34ml+700µl) de solution B

ou la solution A (0.9073g de Kh2PO4 dans 100ml d’ED) et la solution B (0.5935g de

Na2HPO4 dans 50ml d’ED).

 Gélose Mueller Hinton (composition en g/l)

 Extrait de viande …………………………………….3g

 Amidon ……………………………………………...1,5g

 Hydrolysat acide de caséine …………………………17,5g

 Agar………………………………………………….18g

 pH = 7,4

 Gélose PCA (Plate Count Agar, en anglais) (composition en g/l)

 Tryptone……………………………………………..6,0 g

 Extrait de levure……………………………………. 2,5 g

 Glucose……………………………………………….1,0 g

 Agar………………………………………………….15,0 g

 pH = 7

 Gélose chapman (composition en g/l)

 Peptone :....................................................................10,0 g

 Extrait de viande de bœuf :.........................................1,0 g

 Chlorure de sodium :..................................................75,0 g

 Mannitol :...................................................................10,0 g
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 Rouge de phénol :....................................................0,025 g

 Agar-Agar :...............................................................15,0 g

 pH = 7,4

 Gélose SS (Salmonella-Shigella) (g/l)

 Peptone pancréatique de viande ......................................................5,0 g

 Extrait de viande ..............................................................................5,0 g

 Lactose ..........................................................................................10,0 g

 Sels biliaires.....................................................................................8,5 g

 Citrate de sodium...........................................................................10,0 g

 Thiosulfate de sodium......................................................................8,5 g

 Citrate ferrique ammoniacal.............................................................1,0 g

 Rouge neutre ..............................................................................25,0 mg

 Vert brillant..................................................................................0,33 mg

 Agar agar bactériologique..............................................................15,0 g

 pH du milieu prêt-à-l’emploi à 25°C : 7,0 ± 0,2.

 Gélose VRBG (g/l)

 Extrait de levure……………………………………… 3,0g

 Peptone……………………………………………….. 7,0g

 Chlorure de sodium ……………………………………5,0g

 Sels biliaires…………………………………………… 1,5g

 Glucose………………………………………………… 10,0g

 Rouge neutre……………………………………………. 0,03g

 Cristal violet…………………………………………… 0,002g

 Agar……………………………………………………… 12,0g

 pH 7,4 ± 0,2

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

 Peptone…………………………………………….. 7 g

 Extrait de levure……………………………………. 3 g

 Lactose……………………………………………... 10 g

 Chlorure de sodium………………………………….. 5 g
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 Mélange sel biliaire…………………………………. 1,5 g

 Cristal violet………………………………………… 0,002 g

 Rouge neutre………………………………………….. 0,03 g

 Agar-agar……………………………………………….. 15 g

 pH 7,4

 Gélose Désoxycholate (g/l)

 Peptone…………………………………………………… 10,0 g

 Citrate de sodium…………………………………………. 1,0 g

 Lactose……………………………………………………. 10,0 g

 Rouge neutre……………………………………………….. 0,03 g

 Désoxycholate de sodium…………………………………… 1,0 g

 Chlorure de sodium…………………………………………… 5,0 g

 Hydrogénophosphate de potassium…………………………… 2,0 g

 Agar…………………………………………………………… 13,0 g

 pH = 7,3

 Gélose à ADN

 Tompon Tris pH 9 (0.05 M)…………………………………….1000ml

 ADN……………………………………………………………….0.3g

 Solution de Bleu de toluidine (0.1 M)………………………………3ml

 Solution de chlorure de calcium (CaCl2) (0.01 M)………………....1ml

 Chlorure de sodium (Nacl)…………………………………………...10g

 Agar-agar ………………………………………………………….....10g

 pH = 8,6

 Bouillon Nutritif

 Peptone …………………………………………………………….5,00g

 Extrait de viande………………………………………………….. 3,00g

 pH final à 25°C : 6,8  0,2
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Annexe 3 :

Figure 02 : Aspect de filtrat de l’extrait d’Artemisia herba alba.

Annexe 4 :

 Dilution à partir de la solution mère : pour avoir des solutions diluées à partir

d’une solution mère appliquer la règle :

(C1 V1 = C2 V2)

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

V2 : le volume connu de la solution diluée.

C1 : concentration de la solution mère.

V1 : le volume inconnu de la solution mère qu’il faut prélever et ajuster avec de l’eau

distillée pour avoir une concentration finale.
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Annexe 5 :

 Résultats du dosage des polyphénols totaux

Figure 03 : L’acide gallique.

Figure 04 : Extrait aqueux.
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Annexe 6 :

Figure 05 : Courbes de régression de l’activité antioxydante qui a servi au calcul de %

d’inhibition du DPPH de l’acide ascorbique.
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 Caractère morphologique

 La morphologie des colonies bactériennes

Figure 06 : L’aspect des colonies d’E. Coli ATCC 25922 dans des diffèrent milieux (VRBL,

Désoxycholate, VRBG).

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.

E. Coli ATCC 25922
E. Coli ATCC 25922

25922

E. Coli ATCC 25922

25922

S. aureus ATCC 25923
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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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 Coloration de Gram

Figure 13 : Coloration de Gram à l’objectif × 100 à l’immersion.

E. coli K.pneumooniae 825 K.pneumooniae 1766

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

B.cereus ATCC 10876
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 L’aspect des galeries API 20E

Figure 14 : L’aspect des galeries contenant (E.Coli, K.pneumoniae 4352, K.pneumoniae
1766, K.pneumoniae 825) après incubation.
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 Test du coagulase

Avant Après

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

Annexe 11 :

 Test d’ADNase

Figure 16 : Présence d’une ADNase thermorésistante caractéristique de l’espèce S.aureus.

Coagulation
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Annexe 12 :

Figure 12 : schéma de l’orientation pour l’identification des souches.
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Tableau II : Tableau de lecture de la galerie API 20E.
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