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Depuis des millénaires, 1’utilisation des plantes médicinales a figuré dans 1’arsenal
thérapeutique humain et véterinaire. Elles sont une excellente source de molécules bioactives
d’intérét pharmacologique (Atanasov et al., 2015).

Aujourd’hui et face a 1’usage abusif des antibiotiques dans la médication ; les
bactéries demeurent multi-résistantes. Il est donc primordial de trouver une alternative
thérapeutique aux molécules synthétiques et d’explorer de nouveaux agents bioactifs dénués
de tout effet adverse depuis des sources naturelles (Yala et al., 2001).

Ces dernieres années, on constate un intérét croissant pour lutilisation des
antimicrobiens naturels isolés des extraits végétaux étant une source potentielle de principes
actifs a effets correctifs bénéfiques. lls ont fait I’objet d’investigations majeures puisqu’ils
pourraient étre d’un grand secours et contribuer efficacement a la lutte contre les maladies
infectieuses (Dai et Mumper, 2010).

L’Algérie recele d’un couvert végétal riche et diversifié dans les régions coticres, les
massifs montagneux, les hauts-plateaux, la steppe et les oasis sahariennes. Parmi les plantes
médicinales et aromatiques qu’elle abrite, se trouve I’espéce Artemisia campestris L. ou
« I’Aurone des champs ». C’est une plante herbacée vivace de la famille des Astéracées,
renfermant des huiles essentielles et des polyphénols, responsables de ses propriétés
biologiques telles qu’antimicrobienne et antioxydante (Akrout et al., 2011).

Le motif principal du choix de cette plante est son utilisation traditionnelle dans le
traitement des troubles digestives, les ulcéres, le diabéte, les rhumatismes, les pigdres de
scorpion et les morsures de serpent (Al snafi et al., 2015). Une revue de la littérature a permis

de constater que les études portant sur la présente plante, restent peu nombreuses en Algeérie.

Ce travail élaboré sur Artemisia campestris L. est entamé premierement par une étude
bibliographique sur les généralités de la plante en question, suivi d’un approfondissement sur

les métabolites secondaires ainsi qu’un apergu sur I’activité antimicrobienne.

Dans un deuxieme temps, nous décrirons le matériel et les méthodes utilisés afin
d’extraire qualitativement (screening phytochimique) et quantitativement (dosage des
polyphénols, flavonoides et tanins) les métabolites secondaires a partir de la partie aérienne

d’Artemisia campestris L., ainsi que la détermination de son activité antimicrobienne.

Dans un troisieme temps, nous exposerons nos résultats et la discussion relative aux
différentes expérimentations menées.

Enfin, nous terminerons par une conclusion et des perspectives de recherche future.
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Chapitre | Généralités sur Artemisia campestris L.

1. Présentation d’Artemisia campestris L.
L'espece Artemisia campestris L., communément appelée « Armoise rouge », « Armoise
champétre » ou « Aurone des champs », est une plante vivace appartenant au genre Artemisia

de la famille des Asteraceae connue sous le nom de Compositae (Varsha et al., 2021).

Le terme générique (Artemisia) semble dériver de "Artemisia”, épouse Mausole, roi de
Carie. Selon d'autres étymologies, il est dédié a "Artemis"”, une déesse de la chasse qui
présidait aux accouchements et secourait les femmes malades, ou tiré d’un mot grec
"Artemes" qui veut dire "Santé" référant aux propriétés médicinales des plantes du genre
Artemisia (Giacomo, 1960).

Artemisia, étant le genre le plus répandu de la famille des Asteraceae, il comprend plus de
400 especes utilisées localement a des fins médicinales. Il a été rapporté que les huiles
essentielles du genre Artemisia possedent une forte activité antimicrobienne et une activité
insecticide en plus de leurs richesse en métabolites secondaires tels que les flavonoides, les

coumarines, les stérols, les quinones et les anthraquinones (Akrout et al., 2011).

2. Classification systematique

L’espéce Artemisia campestris L. fait partie de la famille des Astéracées. C’est une
famille cosmopolite et diversifiée qui renferme environ 1600 genres et plus de 23000 especes
dans le monde. L’Algérie présente une richesse générique avec 136 genres et 557 taxons,

dont 53 endémiques (Filleul, 2019).
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Selon Juteau et al. (2002) la plante Artemisia campestris L. est classée dans:

Tableau I: Taxonomie d’Artemisia campestris L. (Juteau et al., 2002).

Régne Plantae
Sous régne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Sous famille Asteroideae
Genre Artemisia
Espece Artemisia campestris L.

3. Description botanique
Artemisia campestris L. est un sous-arbrisseau vivace, aromatique, tres rameuse, qui peut
atteindre 30-150 cm de hauteur. Pour une description détaillée de la plante, il y’a nécessité de

décrire les organes constituant I’ Aurone des champs (Kreitschitz et al., 2007) :
Les racines sont secondaires par racine pivotante.

Les tiges sont robustes rigides, un peu couchees, ligneuses striées a la base, de 30 a 80 cm
voire 100 cm de haut, ramifiées et ascendantes d'une forme panicale, généralement brunatre

rouge et glabre.

Les feuilles sont parfumées de couleur vertes ou vert-brunatres a grain vert fonce glabres,
soyeuses et blanchatres avant que la plante se développe et des rameaux rougeatres. Elles
sont découpées vers leur sommet, rétrécies et linéaires a leur base, a segments plus ou moins

allongés, le plus souvent pointus.

Les capitules sont minuscules (1 a 1,5 mm), étroits, brievement pédicellés, ovoides ou
coniques a involucre scarieux contenant des fleurons de disque fonctionnellement male (avec
des ovaires abortifs). Généralement, elle ne contient que 3 a 8 fleurs jaunatre bordées de

rouge.


https://boowiki.info/art/anatomie-vegetale/racine-pivotante.html
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Le pédoncule est muni de poils blanchétres a brunétre.

Les fleurs sont jaunatres et réunies en de nombreux capitules trés petits, c'est a dire
serrées les unes a coté des autres, ovoides et réceptacle glabres. La floraison a lieu du mois
d’aolt au mois d’octobre. Elles se présentent sous la forme d’une coupe ou de collerette

appelée un involucre.

Les fruits sont des akenes dépourvus de pappus a la saveur amere et a l'odeur agréable.
Leur forme est oblongue et comprimée sur les cotés avec une surface glabre et légérement

innerve.

Artemisia campestris 1. Fleurs d’Artemisia
campestris L.

Feuilles d’Artemisia
campesiris L.

Figure 01: Artemisia campestris L. (Mouldi et al., 2021).
4. Répartition géographique

Le genre Artemisia, disposé autour du monde, prédomine dans les régions semi-arides du
bassin méditerranéen et s’étend jusqu’a 1’Himalaya, I’ Amérique du nord, I’ Afrique du Nord
en particulier le Maroc, la Tunisie et I’Algérie. Elles se trouvent aussi en Australie, en Asie
centrale, en Asie du nord, en Europe centrale et en Europe du sud précisément dans les sols

alcalins.

En Algérie, cette armoise est célebre dans le nord, les hauts plateaux et I'Atlas saharien,
notamment dans le Hoggar, plus rare au Tefedest et au Tassili des Ajjer (Dib, 2017).
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Figure 02: Distribution géographique de 1’espéce Artemisia campestris L. (Dib et al., 2017).

5. Ecologie de la plante

Ecologiqguement, Artemisia campestris L. occupe une amplitude considérable qui
s’étend de I’étage thermo-méditerranéen jusqu’a 1‘étage montagnard et depuis les zones

sahariennes jusqu‘aux zones humides (Subally et al., 2002).

Généralement, elle s‘accroit dans des habitats ouverts tels que les prairies arides,
les pinedes, les clairieres et les sommets, les zones rudérales et elle tolere les sols secs (Nobis
et al., 2014). En outre, il a été détaillé que différentes formes d’Artemisia campestris L.

existent en fonction des différents habitats et écotypes (Turesson, 1925) :

- Une forme de dune mouvante, principalement reliée a 1’écotype des dunes ;

- Une forme qui tolére les milieux salés le long de la cbte ;

- Une forme liée aux champs qui pousse au niveau des champs de paturages
secs et des sols graveleux ;

- Une forme calcaire qui prédomine dans les champs de roches calcaires et les

terres arides.
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6. Composition chimique

Plusieurs études chimiques de la partie aérienne d’Artemisia campestris L. ont révéléees la
présence de différentes classes de métabolites secondaires : les polyphénols, les flavonoides,
les tanins et les huiles essentielles (Joao et al., 1998). Les feuilles d’Artemisia campestris L.
contiennent aussi des alcaloides et des saponines (Naili et al., 2010).

Différents flavonoides ont été trouvés chez 1’espéce Artemisia campestris L. a savoir :
flavone  (apéginie), flavonol (kaempférol 7-méthyle), flavanone (naringénine),
dihydroflavonols (taxifoline-7-méthyle) (Boudjouref, 2011).

La composition chimique de I’huile essentielle varie selon le chimiotype considéré et
les conditions géographiques et climatiques (température, altitude, précipitation, hauteur,
direction du vent, heures de soleil) et selon la phase du développement de la plante
(Bruneton, 1999 ; Jerkovic et al., 2003).

Les huiles essentielles d’Artemsia campestris L. sont de composition trés variée et
décrite par plusieurs travaux. L’étude menée par Goven, (1963) en Turquie rapporte que le
composé majoritaire est le o pinéne (21 %) suivie par le f pinéne (12 %), 1,8-cineole (8 %),
thujone (4%), Alcool thujyl (15 %), géraniol (13 %), et un composé non identifié (11 %).

Les travaux effectués par Silvestre et al. (1999) en lItalie ont mis en évidence le
composé majoritaire de I’huile essentielle de cette armoise : le o pinéne (15,3 %) suivie par B
pinene (9,80 %), oxyde caryophyllene (18,2 %), Spathulénol (9.3 %), limonéne (4,9 %) et
1,8-cineole (5.2 %).

D’apres Akrout et al. (2011), les constituants les plus abondants de I’huile essentielle
d’Artemisia campestris L. qui prévient de quatre régions différentes de la Tunisie sont : le B
pinéne comme composé majoritaire (24 % a 49,8 %) suivie par a pinéne (5,9 % a 12,5%), p-
cymene (3,4 % a 9,4 %) et le limonéne (4,9 % a 9,3 %).

En Algérie, Dob et al. (2005) ont montré que le composé majoritaire de cette I'huile est:
(Z, E) farnesol (10.3 %) suivie par cedrol (5.4 %), verbenone (3.8 %).
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7. Usages

Autrefois parfumant les armoires de nos ancétres et appréciée des jardiniers pour ses
belles feuilles, lI'armoise posséde de nombreuses propriétés meédicinales, repoussant les
chenilles et les escargots, et prévenant les parasites. Traditionnellement, Artemisia campestris
L. est conseillée pour traiter plusieurs maladies, grace a ses divers effets bénéfiques sur la
santé (Al snafi et al., 2015).

En Asie, l'armoise est principalement utilisée comme herbe médicinale en raison de
ses propriétés antibactériennes, antifongiques et protectrices de la peau. Elle est utilisée dans
les bains traditionnels pour ses propriétés détoxifiantes. La partie aérienne est localement
recommandée pour traiter les brdlures, la diarrhée, les morsures de serpent, les piqures de
scorpions, 1‘eczéma, la gastroentérite, la dysenterie, le rhumatisme, les infections urinaires,
la toux, le diabéte et les douleurs menstruelles (Al snafi et al., 2015). Les fleurs ont été
utilisées comme agents hypoglycemiques, dépurative, anti-lithiasique, contre lI'obésité ainsi

que pour diminuer le taux de cholestérol (Sijelmassi, 1993).

La plante a été utilisee comme abortif pour mettre fin aux grossesses difficiles et
appliquée sous forme de poudre a I’extérieur des articulations rhumatismales, ecchymoses et
plaies. Un cataplasme de feuilles broyées a été appliqué sur les yeux douloureux. L'infusion
des racines a été utilisée comme tonique capillaire et pour traiter les infections du cuir
chevelu chez les enfants. Elle est également utilisée dans le traitement de fébrifuge,

vermifuge et comme agent anti-cancer, anti tumeur (Dob et al., 2005).

En Italie, cette espeéce est recueillie et séchée afin de 'utiliser dans la fabrication des
boissons alcoolisées et ameres et pour parfumer les apéritifs et dans une gamme
d'applications alimentaires qui comprennent les soupes, les sauces et les salades (Mucciarelli
et al., 1995).

Aujourd’hui, I’armoise est utilisée dans la préparation des produits pharmaceutiques
et cosmétiques. Les feuilles et les pousses sont principalement utilisées pour leurs effets
antibactériens, antioxydants, apaisants et anti-age, calmer les éruptions cutanées, les

démangeaisons et les irritations, ainsi que pour traiter la dermatite (Bonnie, 2018).
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1. Géneralités
Les metabolites secondaires sont des composes phytochimiques synthétisés par des
réactions biochimiques dans la cellule végétale. lls sont indirectement essentiels a la survie de
la plante, contrairement aux métabolites primaires (glucides, protéines et lipides) impliqués
dans les processus vitaux.

Ces produits, a structure chimique complexe sont trés dispersés selon les espéces. On
distingue classiquement: les composés phénoliques, les saponines, les alcaloides et les
composés azotés et les terpénes. lls jouent un réle dans la défense contre les herbivores, et
dans les relations entre les plantes et leur environnement (Bruneton, 1999).

2. Saponines

Les saponines sont des hétérosides utilisés comme savon d’ou le nom donné a cette
classe de métabolites secondaires. Ces produits issus du metabolisme secondaire des plantes,
sont constitués d’une partie lipophile appelée génine ou aglycone et d’une partie hydrophile
osidique. Ils possédent de nombreuses activités biologiques telles qu’antimicrobienne,
antifongique, anti-inflammatoire. Les saponines se classent en deux groupes selon la nature de

leur génine qui peut étre stéroidique ou triterpenique (George et al., 2002).

3. Alcaloides
Un alcaloide est une substance organique azotée et hétérocyclique a réaction basique
fréquente issus d’acides aminés. Tres actifs, les alcaloides ont donné naissance a de nombreux
médicaments. Chez les végétaux, ils sont responsables de ’amertume, la protection de la plante
contre les prédateurs et servir de réservoir d’azote. Certaines substances peuvent étre analgésiques
(morphine), antipaludiques (quinine), anticancéreuses (vinblastine, vincristine), anti-
hypertensive (réserpine), antitussive (codéine), détressant cardiaque, stimulant centrale

(Caféine), diurétique, anesthésiant local (cocaine), sympathomimétique (éphédrine) (Jacques,

2011).
0 CHy =
HSC\N N HO ®
PP PN
o~ N~ N
¢H N
3 .
Caféine Quinine

Figure 03: structure de quelques alcaloides (Tadeusz, 2007).
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4. Huiles essentielles

Ce sont des molécules a noyau aromatique et caractére volatil offrant a la plante une
odeur caractéristique. Elles protégent les plantes contre un exces de lumiére et attirent les
insectes pollinisateurs. Ils sont utilisées pour soigner des maladies inflammatoires telles que
les allergies, eczéma, et soulagent les problémes intestinaux. Leur utilisation est également
présente dans D’industrie cosmétique et alimentaire. Les huiles essentielles sont
généralement composées des terpénes (hydrocarbures non aromatique), des groupes
aromatiques dérivés du phényle propane et des composés oxygéneés (alcools, aldehydes,
cétones, esters) (Amroune, 2018).

5. Composés phénoliques

Les polyphénols sont des phyto-micronutriments du metabolisme secondaire des
vegétaux. Ils comportent un noyau benzénique (aromatique) auquel est directement lié un
groupement hydroxyle libre, ou engageé dans une autre fonction (Bruneton, 1999). On les
trouve dans toutes les parties des végétaux supérieures (racines, tiges, feuilles, fleures,
pollens, fruits, graines et écorces de bois) ou ils sont responsables de 1’arome, de la couleur
des fruits, des fleurs et des feuilles (Scalbert et al., 2005).

IIs contribuent a la lutte des plantes contre les agressions environnementales
(infections, blessures, radiation UV), a leurs adaptation au sein de leurs milieu naturel et ils
sont impliqués dans la croissance cellulaire, la germination des graines et la maturation des
fruits (Boizot et charpentier, 2006).

Ils sont abondants dans les légumes, les fruits, les céréales, le caco et les boissons (vin
rouge, café, thé) et font donc partie intégrante de notre alimentation (Scalbert et al., 2005). On
leur attribue de nombreux bienfaits sur la santé grace a leurs effets biologiques : anti-

inflammatoire, antioxydante, antivirale et antibactérienne (l1zzo et al., 2020).

5.1. Biosynthese des polyphénols

Les polyphénols sont issus de deux voies d’élaboration biogénétique (Bruneton, 2009).

5.1.1. Voie de Shikimate
La voie de Shikimate est une voie métabolique trés spécifique des végétaux qui
conduit a la synthese de trois acides aminés aromatiques (tryptophane, phénylalanine,

tyrosine) pouvant étre a I’origine de métabolites secondaires ou primaires (Hopkins, 2003).
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La biosynthése de ces acides aminés débute par la condensation du phosphoénol pyruvate
(PEP) avec [I’érytrose-4-phosphate pour former le 3-désoxyD-arabinoheptulosonate-7-
phosphate (DAHP), un composé en C7 (Jean, 2009). Le (DAHP) résultant est cyclisé puis
déshydraté pour former le shikimate (Hopkins, 2003), qui apres transformation en acide

chorismique, produit la tyrosine, tryptophane et phénylalanine (Morot-Gaudry, 1997).

La majeure partie des molécules phénoliques chez les végétaux dérivent de la
phénylalanine ou de la tyrosine (Macheix et al., 2005). La tyrosine peut étre desaminée
directement par la tyrosine ammonia-lyase(TAL) et forme I'acide p-coumarique tandis que la
désamination de la phénylalanine par une enzyme clé : la phénylalanine ammonia-lyase
(PAL), conduit a ’acide cinnamique qui par I’addition d’un radical hydroxyle se transforme
en acide p-coumarique. L’addition séquentielle de radicaux hydroxyle et méthyl donne
naissance respectivement aux acides caféiques et féruliques (Figure 04) (Hopkins, 2003).

La désamination de ces acides aminés conduit aux acides cinnamiques I’acide cinnamique, et
a leurs nombreux dérivés : acides benzoiques, lignanes et lignines, aceétophénones,

coumarines (Jean, 2009).

COOH COOH
NH, I
PAL
Pheénylalanine Acide cinnamique
COOH [ COOH COOH COOH COOH
SNH, [ I \
) @ — ,
Y [ I OH OMe MeO [ OMe
OH OH OH OH OH
Tyrosine Acide p-coumarique Acidecaféique  Acide férulique  Acide sinapique

Figure 04: Biosynthése des polyphénols par la voie de Shikimate (Hopkins, 2003).

5.1.2. Voie de I’acétate malonate
La voie du poly-acétate consiste a réaliser non plus un seul noyau benzénique, mais un
ensemble de noyaux aromatiques par cyclisation de chaines polycétoniques, elles-mémes
obtenues par condensation de groupements acetate comme 1’éleuthérinol, une chromone
provenant de la condensation de groupements acétates. Cette seconde voie intervient chez les
végétaux supérieurs afin de réaliser un second noyau benzénique pour des composés

possédant déja un noyau aromatique obtenu par la voie des shikimates (Guignard, 1996).
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C’est la malonyl-CoA qui fournit par décarboxylation, les unités en C2 pour allonger le
complexe acyl-CoA. L’acide polycétonique formé se referme en un cycle portant une chaine
latérale. Le cycle A de la structure flavane est construit sur ce principe ; il est ensuite
complété a I’aide de dérivés de I’acide cinnamique, par un hétérocycle central, puis par un
second cycle aromatique (cycle B). Ainsi, les deux voies responsables de la biosynthése des
composés phénoliques se rejoignent (Richter, 1993 ; Guignard, 1996 ; Guignard, 2000). La
diversité structurale des polyphénols est due a cette double origine biosynthétique (voies du
shikimate et de l'acétate) dans I’élaboration de composés mixtes, comme les flavonoides
(Martin et Andriantsitohaina, 2002).

5.2. Structures phénoliques
La structure des molécules phénoliques contient un noyau benzénique (phénol) auquel
est directement lié un ou plusieurs groupes hydroxyle (Jean, 2009) (Figure 05).
Il existe un nombre varié de structures phénoliques allant des molécules simples
(acides phénoliques) jusqu'aux substances hautement polymeérisées (Tanins condensés) (Dai et
Mumper, 2010).

OH

Figure 05: Structure de base du phénol (Cheynier, 2005).

Ils sont répartis en plusieurs classes définies en fonction de la complexité du squelette
de base (allant d'un simple C6 a des formes tres polymérisées), ensuite par le degré de
modifications de ce squelette (degré d'oxydation, d’hydroxylation, de méthylation), enfin par
les liaisons possibles de ces molécules de base avec dautres molécules (glucides, lipides,
protéines, autres métabolites secondaires pouvant étre ou non des composés phénoliques)
(Macheix et al., 2005) (Tableau I1).
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Tableau I1: Principales classes des composés phénoliques (Macheix et al., 2005).

Squelette Classe Exemple
carboné
C6 Phénols simples Catéchol
C6-C1 Acides Hydroxybenzoiques p-Hydroxybenzoique
C6-C3 Acides Hydroxycinnamiques  Acide caféique, férulique
Coumarines Scopolétine
C6-C4 Naphthoquinones Juglone
C6-C2-C6  Stilbénes Resvératrol

C6-C3-C6  Flavonoides

- Flavonols Kaempférol,  quercétine
- Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine
- Flavanols Catéchine, épicatéchines
- Flavanones Naringénine
Isoflavonoides Diadzéine

(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol

(C6-C3)n  Lignines

(C15)n Tanins condenses

5.3. Classification des polyphénols

Origine

Epices, fraise

Pomme, Pomme de terre
Citrus

Noix

Vigne

Fruits, légumes, fleurs
Fleurs, fruits rouges
Pomme, raisin

Citrus

Soja, pois

Pin

Bios, noyau des fruits
Raisin rouge, kaki

Trois grandes classes de polyphénols sont distinguées, a savoir les non flavonoides

(Hoffmann, 2003), les flavonoides et les tanins (Pincemail et al., 2007).

5.3.1. Les Flavonoides

Les flavonoides sont des composés phénoliques hydrosolubles naturels de faible poids

moléculaire (Stalikas, 2007). Ce groupe est rencontré dans les fruits et Iégumes et contribue a

la pigmentation des végétaux. Ils sont responsables de la couleur variée des fruits, des fleurs

et des feuilles. Tous les flavonoides possedent la méme structure de base, le noyau flavane a

15 atomes de carbone (C6-C3-C6), constitué de deux noyaux aromatiques qui désignent les

cycles A et B, reliés par un hétérocycle oxygéné, qui désigne le cycle C (Dacosta, 2003)

(Figure 06).

Figure 06: Structure de base des flavonoides (Pietta, 2000).
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Les flavonoides possedent de nombreuses vertus médicinales par leur caractére anti-

oxydant et sont de puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et T
(Govindarajan et al., 2013).

Structurellement ils sont répartis en six classes: flavanols, flavones, flavonols,

flavanones, isoflavones et les anthocyanidines ou anthocyanidols (Khireddine, 2014)

(Tableau I11).

Tableau I11: Structure des principales sous-classes de flavonoides (1zzo et al., 2020).

Sous-classes

Flavones

Flavonols

Flavanones

Isoflavones

Flavanols ou Catéchines

Anthocyanidines

Structures chimique

Liaisons

Double liaison entre
C2- C3 et une cétone
en C4 de cycle C

Groupe hydroxylique,
une double liaison
entre C2- C3 et une

cétone dans le cycle C

Manque la double
liaison entre C2-C3
dans le cycle C;
uniquement des
groupes hydroxyle et
méthoxy comme
substituants

Grande diversité de
structure dans le
cycleC. Le cycle B
estattaché en C3 plutot
qu'en C2 de cycle C

Pas de double liaison

C2-C3 dans le groupe

hydroxyle en position
3

Groupes hydroxyle se
liant au cation
flavylium et / ou
groupe (s) méthoxy en
position R4, R, et R3

Composés
Apigénine
Luteoline

Morine
Tricine

Quercétine
Myricétine
Fisétine
Kaempférol

Silibinine Naringenine
Hespéridine

Genistéine
Daidzeine
Glyciteine

~ EGCG
Epicatéchine
Epicatechin-3- Gallate

Delphinidine
Cyanidine
Péonidine
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5.3.2. Les non flavonoides
5.3.2.1. Acides phénoliques
Les acides phénoliques présentent la classe majeure d'acides organiques possédant des
noyaux phénoliques, largement distribués dans les plantes (Li et al., 2020). On distingue deux
principales classes d’acides phénoliques: les acides hydroxycinnamiques et les acides
hydroxybenzoiques (Colette, 2010).

- Dérivés de I’acide hydroxybenzoique

Les acides hydroxybenzoiques dérivent de l'acide benzoique et présentent une structure
commune de type (C6-C1) (Kumar et Goel, 2019). Le squelette de base étant le méme avec
celui de I’acide hydroxycinnamique, leur conférent une similarité de structure (Figure 05). Le
nombre et la position des groupes hydroxyle sur le cycle aromatique quand a eux, font la
différence et établissent la variété (Stalikas, 2007). Ils existent sous forme libre ou combinée a
I’état d’ester ou de glucosides et peuvent étre intégrés dans des structure complexes comme
les tanins hydrolysables (Bernal et al., 2010).

On trouve I’acide vanillique, I’acide syringique, ’acide salicylique, 1’acide gentisique et
I’acide gallique. Ce dernier est le principal composé dont la teneur est comprise entre 100 et

230 mg/kg (Chira et al., 2008).

- Dérivés de I’acide hydroxycinnamique

Les deérivés de l’acide hydroxycinnamique dérivent de I’acide cinnamique dont la
structure de base est de type (C6-C3). lls existent rarement a 1’état libre ou sont combinés
(Kumar et Goel, 2019). Leur squelette de base est un noyau benzenique (Figure 07) avec une
chaine aliphatique a trois carbones et un ou plusieurs groupements hydroxyles (Chira et al.,
2008). lls jouent un role de précurseurs basiques dans la biosynthése de divers phénols
végetaux (Kaurinovic et Vastag, 2019); et sont principalement composés I’acides p-

caumarique, caféique (CaA), férulique (FA) et sinapique (Miller et al., 2014).
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COOH

Figure 07: Structure de bas des acides phénoliques (Stalikas, 2007).

5.3.2.2. Stilbenes

Les stilbénes sont un groupe important de composés phytochimiques non flavonoides
dérivés de la voie phénylpropanoide (Sirerol et al., 2016). Les membres de cette famille
possedent une structure C6-C2-C6 avec deux noyaux benzéniques reliés par un pont
méthylene (Chira et al., 2008). Ils sont présents en petites quantités dans 1’alimentation
humaine (raisin et le vin qui en est issu, amandes, haricots, bleuets, prune, soja et arachides)
(Crozier et al., 2006). La plupart dérivent de l'unite de base trans-resvératrol (Figure 08)
(Shen et al., 2009). Le plus connu d’entre eux est le resvératrol largement étudié pour ses

propriétés anticancéreuses (EI gharras, 2009).

OH
HO l S O

OH

Figure 08: Structure chimique du trans-resvératrol (Durazzo et al., 2019).

5.3.2.3. Lignanes
Les lignanes forment un groupe de métabolites secondaires important avec une
distribution botanique large (Pihlava et al., 2018). La plupart sont trouvés a l'état libre et
certains peuvent se combiner avec du glycone et former des glycosides et d'autres dérivés. Le
lignane comporte un squelette de base de deux unités de phénylpropane ou plus. Il présente
une structure de type (C6-C3)2 dont I“unit¢ (C6 - C3) est considérée comme un
propylbenzene (Cui et al., 2020). Lorsque le mode de liaison des deux unités est unique, en 8

et 8’(appeler ainsi B-f”), ces composés sont appelés «lignanes classiques». En revanche, les
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composeés sont appelés «néolignanes» si les principales unités structurales sont couplées de
toute autre maniére (liaison non 8-8) (Lamblin et al., 2008) (Figure 09).

Figure 09: Classification des lignanes (Cui et al., 2020).

5.3.2.4. Lignines
Les lignines constituent un des éléments structuraux polymériques les plus abondants
sur terre apres la cellulose (Bagniewska-Zadworna et al., 2014) et seraient formées par trois

alcools phénoliques simples : p-coumarylique, sinapylique et coniférylique (Figure 10)
(Vanholme et al., 2010).

Figure 10: Alcools phénoliques formant la lignine (Vanholme et al., 2010).

Vu les formes complexes aromatiques, hydrophobes, de haut poids moléculaire et
hautement polymeérisés des lignines, leur extraction est impossible sans dégradation (Sayadi et
Odier, 1995). De plus, une structure tridimensionnelle trés ramifiée est formée suite aux

multiples assemblages des trois monoméres de bases comme la montre la (Figure 11)
(Hopkins, 2003).

16



Chapitre 11 Métabolites secondaires

HO— OH R
— OH
Lignin—0 — Lignin_
7 N —oMe D
\__/ & A
/
)
y 4
HO | o o
/
7 ~OMe /
0 >
o7 MeO”
o
- OH
HO I HO, 7 OH
NNo OH HO. /[ i OH
o /
OMe A I
\ / MeO
/
MeO [ “oMe
<] o
HO~ —
—OMe
S J

Figure 11: Structure d’une lignine (Morot-Gaudy, 2010).

5.3.2.5. Coumarines

Les coumarines sont des héterocycles oxygénés naturels tres intéressants avec leurs
structures et leurs activités biologiques (Jean, 2009) avec un squelette de base en C6-C3
généralement hydroxylés en position 7 (kumar et al., 2015).

Structurellement, elles sont classées en quatre types a savoir les coumarines simples,
les furanocoumarines, les pyranocoumarines et les coumarines a substitution pyrone (Garg et
al., 2020). La coumarine la plus simple, dépourvue de groupe hydroxyle —OH, est la 1-
benzopyran-2-one CoHeO> (Foret, 2018) (Figure 12).

AN

O 0

Figure 12: Structure de base d’une coumarine (jean, 2009).

Comme les autres composés phénoliques, les coumarines se rencontrent dans la nature
soit a I’état combiné avec des sucres (hétérosides) ou a 1’état libre. Dans la cellule, elles sont
présentes sous forme glycosylée qui serait une forme de stockage permettant d’éviter les

effets toxiques des coumarines sur la cellule et la croissance (Hoffmann, 2003).

Etant une substance aromatique, elle est utilisée comme agents de saveur en
parfumerie. Utilisée aussi dans l'industrie pharmaceutique, la coumarine a des propriétés anti-

inflammatoires, anti-tumorales, antiseptiques et analgésiques (Youcef, 2006). Plusieurs
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coumarines ont des propriétés bactériostatiques, d’ou leur utilisation dans le traitement de la

brucellose en médicine vétérinaire (Jean, 2009).

5.3.3. Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques hydrosolubles de haut poids
moléculaire compris entre 500 et 30000 (Sérémé et al., 2008). lls se trouvent dans (I'écorce,
le bois, les feuilles, les fruits et les racines et les graines) (Vandi et al., 2016). lIs sont tres
répandu dans l'alimentation humaine, tel que les pépins de raisin, les pommes, les baies, le vin
rouge, le chocolat et le cacao (Bule et al., 2020). Les tannins sont de saveur astringente ayant
le pouvoir de tanner la peau, c’est-a-dire de la rendre imputrescible, grace a leur capacité a

s’associer aux protéines, I'amidon ou la gélatine (Gazengel et al., 2012).

Ils possédent des propriétés antibactériennes, antifongiques, anticancéreuses et sont
utilisés comme protecteurs veineux et capillaires et contre les varices (Paris et Hurabielle,
1981). On distingue deux catégories: les tannins hydrolysables et condenses, classees selon

leur structure chimique (Chen et al., 2020).

- Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables ou acides tanniques sont des polymeéres de I’acide gallique ou de
son produit de condensation: I’acide ellagique. Ils ont un poids moléculaire plus faible et
précipitent beaucoup moins les protéines que les tanins condenses (Roux et al., 2007). Le
traitement avec des acides faibles hydrolyse facilement les résidus d'acide gallique et produit
des acides phénoliques avec un hydrate de carbone coré. Cependant, la production de
multiples structures tanniques hydrolysables suggére qu'ils sont utilisés dans une fonction
spécialisée qui est la défense des plantes contre les toxines et pour éviter la prédation
herbivore (Holderness et al., 2008).

Les tanins hydrolysables sont divisés en deux groupes : les Gallotanins et les Ellagitannins

dont le premier groupe est formé a partir de 1’acide gallique et le deuxiéme est obtenu & partir

de I’acide ellagique (Figure 13) (Khanbabaee et al., 2001 ; Cai et al., 2006).
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Gallotannin

Figure 13: Structure chimique d’un tannin hydrolysable (Khanbabaee et al., 2001).

- Tanins condensés

Les tanins condensés aussi appelés tannins catéchiques, sont des molécules phénoliques
hydrolysables de masse molaire élevée (de 1000 a 30000) (Bruneton, 1993). Ceux-cCi
possedent une structure voisine a celle des flavonoides, caractérisée par I’absence de sucre
contrairement aux tannins hydrolysables (Paris et Hurabielle, 1981) (Figure 14).

Ils ont été isolés ou identifiés dans tous les groupes végétaux et sont abondants dans
I’alimentation (fruits, vin, thé, etc.) et sont susceptibles de défendre les plantes contre les
herbivores (Bruneton, 1999).

_OH

| ]

OH

Figure 14: Structure des tanins condensés (Bule et al., 2020).
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6. Roles et intérét des polyphénols

6.1. Chez I’étre humain

Le r6le des composés phénoliques est montré dans la protection contre certaines
maladies en raison de leurs interaction possible avec de nombreuses enzymes et de leurs
propriétés antioxydantes (Fleuriet et al., 2005). Leurs efficacités varient en fonction de leurs
natures, leurs concentrations, leurs vitesses d'absorption dans lintestin gréle et de leurs
dégradations par la flore intestinale (Macheix et al., 2005). Spécifiquement, on attribue aux
flavonoides des propriétés veinotoniques, antitumorales, anti-radicalaires, anti-
inflammatoires, analgésiques, antiallergiques, antispasmodiques, antibactériennes. Ils sont
également connus pour moduler 'activité de plusieurs enzymes ou de récepteurs cellulaires
comme ils favorisent la relaxation vasculaire, empéchent l'agglutinement des plaquettes
sanguines et luttent contre le vieillissement. Par conséquent, ils réduisent la coagulation du
sang et le rendent plus fluide. lls sont aussi anxiolytiques et protégent nos arteres contre

I'athérosclérose et réduisent la thrombose (Bruneton, 1993).

6.1.1. Activité antioxydante

Les polyphénols sont de puissants antioxydants puisqu’ils empéchent les dommages
oxydatifs (Shikanga et al., 2010). Les antioxydants sont toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, retarde ou prévient significativement
I’oxydation de ce substrat. Ces composés rassemblent des protéines a activité enzymatique
(superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase) et non enzymatique (séquestrant des
métaux) et des petites molécules liposolubles (vitamine E, B-carotene) ou hydrosolubles
(vitamine C, acide urique) (Halliwell, 2015). Cette grande variété physico-chimique autorise
la présence d’antioxydants dans tous les compartiments de l’organisme, qu’ils soient
intracellulaires, membranaires ou extracellulaires dans le but d’atténuer les effets nocifs des
especes réactives de ’oxygene (EOR) et des radicaux libres (Carocho et Ferreira, 2013 ;
Godic et al., 2014).

6.1.1.1.Modes d’action des polyphénols
D’aprés Chae et al. (2013), les polyphénols agissent selon divers mécanismes:
- Le piégeage des radicaux libres (cations de fer et de cuivre) ;
- Lachélation des ions métalliques impliqués dans la production des (EOR) ;

- L’inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres.
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+ Piégeage des radicaux libres
Les polyphénols exercent une activité antioxydante via le piégeage des radicaux libres
et les espéces réactives de I'oxygéne, dont le processus est radicalaire (S6kmen et al., 2012).

Selon un mécanisme proposé par Sherwin des 1976, ils interferent avec I'oxydation
des lipides et d'autres molécules en donnant un atome d'hydrogéne aux radicaux libres :
I’antioxydant céde formellement un radical hydrogéne, qui peut étre un transfert d’électron
suivi, plus ou moins rapidement, par un transfert de proton, pour donner un radical

intermédiaire. 1l est stabilisé par sa méso-structure conjuguée (Figure 15) (S6kmen et al.,

2012).
0H [ o 0 0
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Figure 15: Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques (Berset et Cervelier, 1996).

Les radicaux intermédiaires phénoxy (PO¢) sont relativement stables en raison de la
résonance et n’initient donc pas facilement de nouvelles réactions en chaine (Dai et Mumper,

2010). De plus, ils peuvent interagir avec d'autres radicaux libres selon la réaction:

PO+ + R+ == POR

Structurellement, les composés phénoliques sont idéals pour le piégeage des radicaux
libres car ils ont :
- Des groupes phénoliques hydroxyles pouvant donner un atome d'hydrogéne ou un
électron au radical libre.

- Un systéme aromatique stabilisé par la résonnance (Dai et Mumper, 2010).

Les flavonoides en général et les flavan-3-ols en particulier, sont de bons piégeurs des
radicaux libres (Fraga, 2007). En raison de la présence de 3’,4’-dihydroxy et d’ortho-
dihydroxy (structure catéchol) sur le cycle aromatique B; ils ont la propriété de donneur
d’électrons. De plus, la présence du 3-OH du cycle C favorise également [lactivité

antioxydante des flavonoides. La présence de la double liaison C2-C3 conjuguée avec le
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groupe 4-céto est responsable de la délocalisation des électrons du noyau B, ce qui renforce
encore ’activité de piégeage (Amic et al., 2003) (Figure 16).

Figure 16: Caracteéristiques structurelles des flavonoides a forte activite de piegeage des
radicaux libres (Amic et al., 2003).

+ Chélation des ions métalliques

Les ions métalliques tels que le fer (Fe?*) et le cuivre (Cu®), sont essentiels pour plusieurs
fonctions biochimiques et physiologiques cellulaires. Néanmoins, ceux-la peuvent entrainer
une peroxydation lipidique, un stress oxydatif, ou des Iésions tissulaires, par d'exemple : Cu?*
est un stimulateur de la peroxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL), quand leur
mécanisme d'action n'est pas contrélé (Tiwari, 2001). Les polyphénols et avec les groupes
catéchol et gallate, inhibent le métal induit et la formation du radical oxygéne en se
coordonnant avec le Fe?* et en améliorant l'auto-oxydation de Fe2+, ou en formant des
complexes inertes par des interactions relativement faibles avec Cu?*Fe?* ou Cu* ( Yoshino et
al., 1998 ; Perron et Brumaghin, 2009).

H,0, + Cu* or Fe? "= Cu?* or Fe3* + «OH + H,0>

Les flavonoides, chélatent ces ions métalliqgues au niveau de trois sites principaux. Le
noyau catéchol sur le cycle B, les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C, le groupe 4-oxo et
5-hydroxyle entre les cycles A et C (Pietta, 2000) (Figure 17).

A titre d'exemple : la quercétine et la myricétine répondent a tous ces criteres nécessaires

pour avoir une activité anti-radicalaire efficace (Middleton et al., 2000).
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Figure 17: Principaux sites impliqués dans la chélation des ions métalliques (Ma et al., 2007).
+ Inhibition enzymatique

Les polyphénols présentent une affinité pour une grande gamme de protéines (Dangles et
al., 2008). De ce fait, la précipitation des complexes protéines-polyphénols se produit
fréquemment, ce qui est a I’origine de leur usage dans les procédés de tannage du cuir
(Handique et Baruah, 2002). Ce phénomene a été trés étudié, notamment dans le cas des
flavonoides qui se lient avec beaucoup de proteines globulaires: enzymes, récepteurs et
transporteurs (Dangles, 2012). Afin d’¢lucider le mécanisme d’action de ’activité inhibitrice
des flavonoides, l’effet de la quercétine sur I’oxydation de I’acide linoléique par une
lipoxygenase a été étudié. Les chercheurs ont constaté que le mécanisme par lequel la
quercétine inhibe la lipoxygénase n’est pas di a la complexation ou & ’oxydation de Fe?*,
mais plutot a 'inhibition irréversible résultante de liaisons covalentes entre ’enzyme et les
dérivés oxydés de la quercetine (quinone ou radical phénoxy) (Chebil, 2006). De nombreux
flavonoides sont aussi de puissants inhibiteurs des métallo-enzymes-lipoxygénase,

myéloperoxydase et NADPH oxydase (Dangles et Dufour, 2008 ; Dangles, 2012).

6.1.2. Activité anticancéreuse
La prévention du cancer figure parmi les propriétés biologiques considérables des
polyphénols. Cependant, les données disparates sur les effets des polyphénols vis-a-vis d’un
large éventail de cancers (sein, prostate et digestif) montrent qu’il peut étre fortement
influencé par I’apport nutritif en lipides et en antioxydants et que 1’huile d’argan contribue a

la prévention du cancer de la prostate (Bennani et al., 2009).

Récemment, les activités anti-cancérigénes de la curcumine, le resvératrol et
I’épigallocatéchine-3-gallate (EGCG) pour le traitement du cancer du col ont été révélées (Di
et al., 2012). Le resvératrol exerce son effet anti-cancer en agissant sur tous les stades de la

cancérogenese. 11 a la faculté de potentialiser I’effet des chimiothérapies traditionnelles a
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faible dose (Delmas et al., 2006). De plus, il permet non seulement de prévenir un cancer
mais aussi de lutter contre un cancer déja déclaré (Kundu et Surh, 2008).

Par leurs effets inhibiteurs, le thé vert et noir, sont impliqués dans le traitement du
cancer. Les polyphénols du thé de type flavan-3-ol sont des composés bioactifs puissants qui
interferent avec l'initiation, le développement et la progression du cancer par des processus
critiqgues (Lambert et al., 2010 ; Yang et al., 2013). D’autres études ont montré que la
quercétine administrée par voie intraveineuse chez des patients atteints du cancer est dotée

d’une activité anticancéreuse (Hodgson et al., 2010).

Les polyphénols déclenchent l'apoptose dans les cellules cancéreuses a travers la
modulation d'un certain nombre d'éléments principaux en signal cellulaire (Link et al., 2010).
Les flavonoides engendrent I’inactivation des cancérogenes et I’inhibition des enzymes qui
activent des procarcinogenes (Khan et al., 2019). Les isoflavones du soja sont qualifiés de
phyto-oestrogenes grace a leur affinité pour les récepteurs des oestrogénes. La quercétine de
l'oignon ou le kaempferol de la chicorée possédent également des propriétés pseudo-

oestrogéniques ou inhibent la perte osseuse chez la rate ovariectomisée (Saleh, 2011).

6.1.3. Activité anti-inflammatoire
L’inflammation est une réaction utile a 1’organisme qui lui permet de se défendre
contre une agression par des agents pro-inflammatoires d’origine virale, bactérienne ou autre
(les lipoprotéines oxydées, marqueurs du stress oxydant). Elle est régulée afin de limiter les
altérations des biomolécules de 1’h6te. Néanmoins, une régulation inappropriée de ce
phénomene peut engendrer un état inflammatoire chronique et la plupart des pathologies
chroniques possedent une composante inflammatoire parmi lesquelles on peut citer 1’obésité,

le diabete de type 11, les maladies cardiovasculaires et le cancer (Hotamisligil, 2006).

Les polyphénols diminuent les marqueurs de I’inflammation et agissent comme
modulateurs au centre des voies de signalisation de 1’inflammation sur de nombreuses cibles
moléculaires. Chez ’homme sain, le suivi d’un régime riche en fruits et légumes est
inversement corrélé aux marqueurs de 1’inflammation dans le plasma et la consommation
d’anthocyanes diminue le taux de cytokines circulantes (Lenoir, 2011). Les flavonols
accélérent la réparation des tissus au niveau moléculaire pour prévenir de la douleur
musculaire. Spécifiquement, ils inhibent I’enzyme NOS responsable de la synthese de ’oxyde

nitrique, qui est un déclencheur chimique de I’inflammation (Scalbert et al., 2005).
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6.1.4. Activité anti-cardiovasculaire

Les polyphénols participent a la lutte contre les maladies cardiovasculaires. En effet,
un grand apport de flavonoides tirés des fruits et des legumes corréle avec la réduction du
risque d’apparition de maladie cardiovasculaires (Adriouch et al., 2017).

Parvenus au niveau des artéres, ces molécules préviennent 1’oxydation des
lipoprotéines de faible densité (LDL) évitant ainsi 1’athérosclérose. lls inhibent également
I’agrégation plaquettaire impliquée dans le phénomene de thrombose qui provoque
locclusion des artéres. En prévenant l'athérosclérose et les risques de thrombose, ces

composés limitent les risques d’infarctus du myocarde (Akroum, 2010).

Les polyphénols sous forme purifiée, comme le resvératrol, la berbérine et la
naringénine, ont des effets bénéfiques sur la dyslipidémie chez les modeles humains et
animaux. Un traitement a la naringénine atténue 1’athérosclérose en corrigeant la dyslipidémie
(Mulvihil et al.,, 2010). Les coumarines sont des agents anticoagulants, antiagregants
plaquettaire et antiathérogénes, ce qui explique leur effet protecteur contre ces pathologies
(Chang et al., 2009 ; Zhou et al., 2009).

Les flavonoides diminuent la perméabilité des capillaires sanguins et renforcent leur
résistance (veino-actifs) (Bruneton, 2009), ce qui les implique dans le renforcement de
I’¢lasticité et I’étanchéité des vaisseaux sanguins. Ils contribuent également a I’amélioration
de I’irrigation et la dilatation des artéres et régulent ainsi la tension artérielle, comme ils
luttent contre I’altération des fibres de collagéne, indispensable au maintien de la santé
cellulaire (Mulvihill et al., 2010). Les flavonoides de I’argousier (les leucocyanidines, la
catéchine et les flavonols) normalisent le rythme cardiaque (Li et Beveridge, 2004). Parmi
les agents de relaxation vasculaires les plus efficaces on trouve : I’apigénine, lutéoline,

kaempferol et lagénisteine (Xiuzhen et al., 2007).

Les rapports épidémiologiques ont démontré que les fortes prises de quercétine et de
kaempférol réduisent le taux de mortalité due a des accidents cardiaques de type ischémie,

dans lesquels peuvent étre mises en cause les plaques d'athérome (Knekt et al., 2002).
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6.1.5. Activité antivirale
Les polyphénols sont des composés naturels qui possedent des activités antivirales
avec des résultats prometteurs. Récemment, il a été rapporté que la photothérapie avec des
polyphénols constitue une approche puissante pour la prévention et le traitement antiviral de
la maladie COVID-19 (Levy et al., 2020).

Le thé noir contient en quantité importante des théaflavines qui sont des polyphénols
antioxydants. Ceux-la inhibent I'infection par le virus de I'népatite C (VHC) de maniére dose-
dépendante a un stade précoce de l'infection. L'action des théaflavines est due a leur effet
direct sur le virus et a I'inhibition de sa propagation (Chowdhury et al., 2018).

Dans les coronavirus, un rapport récent a montré que les théaflavines inhibaient
l'activite de I'ARN polymérase dépendante de I'ARN (RdRp) en bloquant le site actif du
SARS-CoV-2 (Lung et al., 2020). Un fort apport nutritif en flavonols et flavones est
inversement corrélé aux taux de mortalité par maladies coronariennes (Hollman et al., 1999).
Aujourd'hui, les aliments comme le thé, pomme, orange, cacao sont fortement consommés en
vue de leur richesse en polyphénols pour une bonne protection contre les maladies

coronariennes (Li et al., 2020).

6.1.6. Protection contre les maladies neuro-dégénératives

Les polyphénols présentent un intérét considérable par leurs effets neuro-protecteurs,
en tant qu’antioxydants (Hartman et al., 2006). Des études soutiennent leur réle dans la
prévention des maladies neurodégénératives, particulierement de la maladie d’Alzheimer, et
la maladie de Parkinson qui représentent un probléme croissant associé au vieillissement
cérébral, principalement parce que la prévalence de la maladie d'Alzheimer et de la maladie
de Parkinson augmente avec I'age. Ces maladies et d'autres, semblent étre déclenchées par des
événements multifactoriels, notamment la neuro-inflammation, l'augmentation du stress
oxydatif et I'épuisement du fer et/ou des antioxydants endogénes. De plus, la consommation
réguliere d'aliments riches en flavonoides est liée a un risque de démence réduit de 50 %, au
maintien des capacités cognitives avec I'dge, a l'apparition retardée de la maladie
d'Alzheimer et a un risque réduit de maladie de Parkinson (Vauzour et al., 2010).

La curcumine peut perturber les plaques séniles et restaurer les neurites déformées
dans les souris model de la maladie d’ Alzheimer (Masters et al., 1985).

Le resvératrol exercerait des effets neuro-protecteurs selon plusieurs études (Richard

et al., 2011) car il entre dans la circulation sanguine apres la formation de conjugués
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glucuronides et peut facilement traverser la barriéere hémato-encéphalique (BHE) (Baur et
Sinclair, 2006).

Les aliments ou les boissons dérivées de baies telles que le raisin, le thé ou les
myrtilles ont montré une amélioration de la mémoire et de la cognition. Cependant, les
propriétés antioxydantes des flavonoides contenus dans ces aliments ne semblent pas
suffisantes pour expliquer leurs effets bénéfiques sur le cerveau, d'autant plus que les
composés se retrouvent & des concentrations relativement faibles & ce niveau. Il a donc été
suggeéré que les polyphénols pourraient agir en protégeant les neurones fragiles, en stimulant

la fonction neuronale et le flux sanguin, et en favorisant la neurogenese (Lenoir, 2011).

6.1.7. Effets antiallergiques
Les flavonoides inhibent les enzymes AMP cyclique -phosphodiesterases et ATPase
Ca?* dépendantes, responsables de la libération de 1’histamine & partir des mastocytes et des
basophiles, ce qui leurs confere un effet antiallergique. 1l a été montré que la quercétine
inactive I’enzyme ATPase Ca?" dépendante, rendant son action supérieure a celle du

cromoglycate de sodium utilisé comme traitement antihistaminique (Di et al., 1999).

6.1.8. Activité antidiabétique
L'administration de polyphénols peut avoir des vertus préventives et curatives sur le
diabete et les troubles qu’il provoque. Ceux-1a inhibent 1’absorption du glucose au niveau
intestinal ou encore son assimilation dans les tissus périphériques en plus de leur capacité a

séquestrer les radicaux libres (Kadiata et al., 2022).

Ils peuvent également réguler le métabolisme des glucides et des lipides, diminuer
I’hyperglycémie, la dyslipidémie et la résistance a I’insuline, améliorer le métabolisme du
tissu adipeux, et affaiblir les voies de signalisation sensibles au stress oxydatif et les processus

inflammatoires (Bahadoran et al., 2013).

Les effets anti-diabétogenes et cytoprotecteurs des flavonoides, en particulier la
quercétine, se traduisent par un effet positif sur I’insulinosécrétion des cellules B et la
glycémie. Cet effet est dl au pouvoir antioxydant et cytoprotecteur des composés phénoliques
et a la production réduite du MDA en empéchant la lipoperoxydation et la normalisation du
niveau cytosolique des systémes antioxydants (superoxyde dismutase « SOD », glutathion
peroxydase « GSH », catalase « CAT ») (Kebiéche et al., 2011).

27



Chapitre 11 Métabolites secondaires
e

La consommation de 400 mL de café décaféine n'affecte pas la glycémie lorsqu’il est
ingéré avec du glucose. Cependant, il réduit la sécrétion du polypeptide insulinotropique
glucose-dépendant (GIP) et augmente la sécrétion du glucagon, retardant ainsi 1’absorption du
glucose (Johnston et al., 2003). Chez les patients diabétiques de type 11, la prise de 50 mg/j
d’un complément alimentaire contenant des anthocyanes, des flavones et des acides
phénoliques d’orange sanguine pendant 2 mois n’a pas d’effet sur la glycémie (Bonina et al.,
2002). Il a été observé aussi que la consommation de café (riche en acide chlorogénique) est
liée a un risque réduit de diabéte de type Il (Van Dam et al., 2002).

6.2. Chez les végétaux

Dans la nature, les polyphénols sont un moyen de lutte contre d'éventuels prédateurs
ou compétiteurs et jouent des rbles physiologiques importants (interactions
Légumineuses/Rhizobium, filtres UV). Ills protégent également les plantes des diverses
agressions (champignons, insectes, UV) et leur conferent une couleur appétissante;
caracteristique d’une sous-classe des flavonoides (El gharras, 2009).

La quantité de tanins présente dans le bois permet une résistance des ligneux contre les
champignons de pourritures. L’amertume du cacao et de l'astringence induite par les tanins
intervient dans la répulsion des herbivores (Bruneton, 1999).

La lignine, constituante du bois, joue un roéle de soutien structurel parsa rigidité qui
permet la croissance verticale des plantes et le transport de 1’eau par capillarité a toutes les
cellules ainsi que la protection puisqu’elle est trés difficile a digérer par les herbivores
(Philogene et al., 2008).

Les composés phénoliques peuvent aussi affecter positivement ou négativement les
caractéristiques sensorielles des aliments (Oliveira et al., 2014). Les anthocyanes sont des
pigments naturels, induisant toutes les couleurs, bleu, rose, rouge des fruits et légumes. Quant
aux flavonoides (les anthocyanes, les aurones et les chalchones), ils sont responsables de la
saveur et de la coloration du pollen, des fleurs et des fruits. Ces pigments sont considérés

comme des signaux visuels aux insectes pollinisateurs (Morand, 2014).
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1. Activité antibactérienne
L’usage excessif des antibiotiques a conduit a la sélection de populations
microbiennes résistantes. Il s’agit de la capacité des bactéries a résister aux effets des
antibiotiques ou des biocides censés les contrdler ou les tuer (Mégraud, 2017), ce qui a orienté
les recherches vers de nouveaux agents antimicrobiens aussi efficaces que les médicaments
synthétiques et largement acceptés par l’organisme. Ces agents sont appelés drogues
végétales (Garcia-Ruiz et al., 2008 ; Kempf et Zeitouni, 2009).

Les flavonoides figurent parmi les métabolites produits par les plantes en réponse aux
infections microbiennes. Par conséquent, il n'est pas surprenant qu'ils se soient révélés in
vitro étre des substances antibactériennes efficaces contre une variété de microorganismes

gréce a leurs diversité structurale (Cowan, 1999).

Comparés a d’autres polyphénols, les flavane-3-0ls, les flavonols et les tanins ont recu
plus d’attention en raison de leurs puissantes activités antimicrobiennes (Daglia, 2011). lls ont
pour effet, I’inhibition de la synthése d’ADN, d’ARN et des protéines (Ulanowska et al.,
2008). lls ont la faculté de supprimer de nombreux facteurs de virulence microbienne, tels que
I’inhibition de la formation de biofilms, la réduction de ’adhésion aux ligands de I’hote, la
neutralisation des toxines bactériennes et leur capacité a établir une synergie avec certains
antibiotiques (Daglia, 2011).

Chung et Wei (2001), ont découvert que I’acide tannique inhibe la croissance des
bactéries des aliments et des bactéries intestinales humaines ainsi que différentes levures dont
Saccharomyces cerevisiae. Les coumarines ont également une activité antibactérienne

importante contre Escherichia coli et Enterobacter aerogenes (Nitiema et al., 2012).

Les composés phenoliques agissent differemment sur la paroi des bactéries Gram-
positives et Gram-négatives, leurs action sur ces derniéres est dissemblable. Cependant, les
bactéries Gram-négatives sont plus résistantes aux actions des polyphénols. Ceci est d aux
différences de la composition de la paroi cellulaire et entrave les connexions des polyphénols

aux couches de peptidoglycane de ces micro-organismes (Cui et al., 2012).

Pour rappel, la paroi cellulaire des bactéries Gram-négatives est constituée d'une fine

couche de peptidoglycane et de la membrane externe composée d'une bicouche
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phospholipidique et de protéines et, sur son feuillet externe contient des lipopolysaccharides
(LPS). Chez les bactéries Gram-positives, la paroi cellulaire est composée d'une épaisse
couche de peptidoglycane et d'acides lipotéichoiques (Figure 18) (Brown et al., 2015).
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Figure 18: schéma de I’enveloppe cellulaire des bactéries (Boutaric et al., 2013).

Les flavones, les flavonoides et les flavonols sont des substances antimicrobiennes
efficaces contre une variétée de micro-organismes en raison de leur capacité a complexer les

parois cellulaires microbiennes (Cowan, 1999 ; Zhao et al., 2002).

Derniérement, l'interaction des favan-3-ols du thé vert avec la paroi cellulaire
bactérienne a été largement étudiée pour leur potentiel antibactérien. Le gallate
d'épigallocatéchine (EGCG), un polyphénol présent dans le thé vert, se lie directement au
peptidoglycane de Staphylococcus aureus, affectant I'intégrité cellulaire, et réduisant ainsi la
tolérance de la cellule a la fois a une force ionique élevée et a une faible pression osmotique

en raison des dommages de la paroi cellulaire (Zhao et al., 2002).

Les extraits phénoliques de chicouté et de framboise sont capables de désintégrer la
membrane externe de Salmonella en chélatant les cations divalents de la membrane externe ou
en les insérant dans la membrane externe avec la substitution de cations stabilisants.
L'ellagitanin du chicouté et de la framboise et l'acide ellagique de la canneberge sont

responsables de I'activité antimicrobienne de ces baies (Nohynek et al., 2006).

Les catéchines du thé, peuvent interagir avec les membranes bactériennes (Matsumoto

et al., 2012). Ces composés inactivent la toxine cholérique de Vibrio choleraet inhibent les
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glucosyltrans-ferases bactériennes isolées chez Streptococcus mutans (Nakahara et al,.1993 ).
La quercétine, l'apigénine et la 3, 6, 7, 3,4-pentahydroxyflavone ont une activité inhibitrice
contre I'ADN gyrase d'Escherichia coli (Ohemeng et al., 1993).

Chez les bactéries Gram-positives et Gram-négatives, l'interaction avec les protéines
membranaires entraine une perturbation de la bicouche lipidique, augmentant la perméabilité
membranaire, affectant la fluidité membranaire, inhibant la respiration et modifiant les

processus de transport des ions (Nazzaro et al., 2013).

La naringénine et le sophora flavanone G possedent une activité antibactérienne
intensive contre le SARM et les streptocoques. Ces flavonoides réduisent la fluidité des

couches externes et internes des membranes (Tsuchiya et linuma, 2000).

Les études menées sur l'activité antibactérienne de deux flavonoides, les licochalcones
A et C, isolés des racines de Glycyrrhiza inflata (réglisse chinoise) contre Staphylococcus
aureus et Micrococcus luteus ont montré que la licochalcone A inhibe l'incorporation de
précurseurs radioactifs dans les macromolécules (ADN, ARN et protéines). Cette activité est
similaire a la fagon dont les antibiotiques inhibent la chaine respiratoire. Plusieurs exemples
confirment la prouesse des phyto-constituants dérivés de plantes comestibles et médicinales

en tant qu'agents antibactériens puissants (Maurya et al., 2012).
2. Activité antifongique

Différents extraits de Zizyphus lotus se sont avérés trés actifs in vitro vis-a-vis de neufs
souches des champignons pathogenes et des mollusques Balinus truncatus (hotes

intermédiaires et vecteurs de la transmission de la bilharziose) (Lahlou et al., 2002).

Plusieurs types de champignons sont inhibés par les tanins. Les champignons
filamenteux comme Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Chaetomium cupreum, Coniphora
olivacea, Coriolus versicolor, Crinepellis perniciosa, Fomes annosus, Gloeophyllum
trabeum, Merulius lacrymans, Penicillium, Poria monticola et Trametes hirsuta sont inhibés

par les tanins de différentes préparations végétales (Chung et Wei, 2001).

La plupart des composés terpéniques sont de trés bons agents antifongiques. Le
thymol, le carvacrol, et l'eugénol sont les composés les plus actifs. Un grand nombre de

composés volatils ont été testés contre une large gamme de champignons: Candida (C.
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albicans), Aspergillus (A. niger, A. flavus, A. fumigatus), Pénicillium chrysogenum et bien
d'autres (Kalemba et Kunicka, 2003).

Pattnaik et al. (1997) ont testé cinq constituants aromatiques des huiles essentielles (le
cinéole, le citral, le géraniol, le linalol et le menthol) pour leur activité antimicrobienne sur
douze champignons (trois de type levure et neuf filamenteuses). Le citral et le géraniol étaient
les plus efficaces (inhibition de I'ensemble des douze champignons), suivie par le linalol
(inhibition de dix champignons), le cinéole et le menthol arrivent en dernier avec I’inhibition

de sept champignons chacun.

3. Les méthodes d’évaluation de ’activité antimicrobienne
L’activité antimicrobienne est une méthode inspirée de I’antibiogramme qui vise a
déterminer I’effet antagoniste et inhibiteur des biomolécules des extraits dites antagonistes

sur la croissance des microorganismes cibles.

3.1. Evaluation de P’activité antibactérienne

3.1.1. Aromatogramme sur milieu solide
L'aromatogramme, aussi appelé « la technique de diffusion sur gélose » consiste a
imprégner des disques de papier Whatman déposés sur la surface d’une gélose appropriée déja
inoculés avec les bactéries a tester par une solution de I’antagoniste a tester, (extraits ou
huiles). Les disques peuvent étre remplacés par des puits creusés au niveau de la gélose et
remplis de la solution a tester « méthode de diffusion en puits ». Des disques témoins
imprégnés de DMSO (contréle négatif) et d’antibiotiques (contrdle positif) sont inclus dans

les essais afin de vérifier leurs effets sur les souches bactériennes.

Aprés incubation a 37°C pendant 24heures, I’effet du produit antimicrobien sur la
cible est apprécié par la mesure d’une zone d’inhibition (mm), et en fonction du diamétre
d’inhibition autour des disques ou des puits ; la souche sera qualifiée de sensible, trés

sensible, extrémement sensible ou résistante (NCCLS, 2001).

3.1.1.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)
La CMI d’un extrait vis-a-vis d’une souche donnée correspond a la plus petite des
concentrations pour laquelle aucune croissance n’est visible a 1’ceil nu. Sa détermination est
indiquée par la méthode de diffusion sur disque. Une gamme de dilutions de différentes

concentrations de D’extrait est réalisée avec de I’eau distillée, serviront a imprégner les
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disques. Simultanément les suspensions bactériennes sont réalisées (la densité optique
mesurée a 620 nm doit étre comprise entre 0.08 et 0.1, ce qui correspond a une concentration
de 10° UFC/mL). S’en suit ’ensemencement par écouvillonnage sur milieu Mueller Hinton
par une des souches étudiées. Puis le dép6t de cing disques imbibés de I’extrait (15uL/disque)
avec une concentration décroissante. L’incubation se fait a 37°C pendant 24H (Dzomba et

Muchanyereyi, 2012).

3.1.1.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
La CMB représente la plus faible concentration du principe actif inhibant toute
croissance visible a I'eeil nu apres 18 heures d'incubation a 37°C. Les boites de Pétri dont les
concentrations ayant montré une absence totale de la croissance bactérienne ont éte

sélectionnées pour déterminer les concentrations minimales bactéricides et bactériostatiques.
Les suspensions bactériennes correspondantes sont inoculées sur gélose pour déterminer
I’activité exercée par les extraits sur les souches testées, ou leurs croissances correspondant a
I’activité bactériostatique, tandis que I’effet bactéricide est révélé par une gélose claire apres

incubation (Mayachiew et Devahastin, 2008).

3.1.2. Aromatogramme sur milieu liquide
Cette méthode consiste a saisir un disque de papier Whatman (6 mm) ; I'imprégner de
10 pL de Pextrait a tester et le déposer dans un tube contenant une suspension bactérienne a
I'aide d'une pince stérile. Aprés incubation, a 37C° durant 18 a 24 heures, mesurer la densité
optique (DO) (Bosio et al., 2000).

3.1.2.1. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)

Cette technique consiste a ensemencer, par un inoculum standardisé, une gamme de
concentration croissante en extrait de la plante. Aprés incubation, 1’observation de la gamme
permet d’accéder a la concentration minimale inhibitrice (CMI), qui correspond a la plus
faible concentration en extrait capable d’inhiber la croissance de 90% de la population
microbienne. Une microdilution des extraits a tester, est produite dans une microplaque
contenant 20 ul DMSO, de maniére & générer une gamme de dilution de base 2. La gamme de
concentration est alors produite dans les 96 puits. 20 pl de I’extrait sont ajoutés dans le
premier puits de chaque ligne a partir duquel est effectuée une dilution géométrique de base 2.
Puis 160 pl de bouillon Mueller Hinton inoculé avec 20 pl d’une suspension bactérienne a 10°

UFC.ml sont ajoutés a chaque puits. Chaque ligne est réservée pour une souche déterminée.
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Des puits contenants de bouillon Mueller Hinton inoculés par la souche déterminée sont
utilisés comme contréles positifs, ceux contenant le DMSO et BMH non inoculés sont utilisés
comme contr6le négatif. Aprés 18 heures d’incubation a 37°C, la CMI de I’extrait est déduite
a partir du premier puits de la gamme dépourvu de croissance microbienne. La lecture
s’effectue en utilisant un indicateur coloré le 2, 3,5-diphenyltetrazolium chloride dilué dans de
’eau distillée stérile a I’ordre de 0,2 g.ml™?, par I’ajout de 40 pl de ce réactif suivit d’une
incubation pendant 10 min a 37°C, le 2, 3,5-diphenyltetrazolium chloride révéle la présence

de bactéries vivantes par I’apparition d’une coloration rouge (Eloff, 1998).

3.2.Evaluation de Iactivité antifongique
3.2.1. Technique des disques
Cette technique consiste a mettre dans la méme boite de Pétri contenant le milieu
Sabouraud, un disque de champignon de 7 mm provenant d’une culture jeune déposé au
centre avec deux disques de papier Whatman sterilisés et imprégnes avec 20 pL de chaque
extrait deposés autour des disques fongiques a une distance égale a 2 cm (Patel et Brown,
1969).

Le témoin négatif est préparé en déposant un disque fongique au centre d’une boite de

Pétri contenant que le milieu approprié. L’incubation est réalisée a 28 °C pendant sept jours.

3.2.2. Technique de confrontation par contact direct

20 ml du milieu PDA sont ajoutés a différentes quantités d'extraits bruts ou d’huiles
essentielles. Ce mélange est coulé dans des boites de Pétri. Apres séchage a la température
ambiante, on inocule au centre de ces boites des disques de mycélium de chaque moisissure
de 5 mm de diametre provenant d'une culture de 5 a 7 jours. Apreés incubation a 25°C pendant
7 jours, la lecture se fait par la mesure des diamétres des zones de croissances de I'hyphe par

rapport au contr6le (Hussin et al., 2009).

3.2.3. Méthode des puits

Cette technique est aussi bien utilisée pour Iactivité antibactérienne ainsi
qu’antifongique. Elle permet d’étudier la capacité d’une substance a exercer un effet anti
microbien, elle est aussi appelée: la technique de dilution en gélose pour la détermination des

extraits actifs.
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Des boites de Pétri contenant du milieu Sabouraud sont ensemencées aseptiquement
par une suspension sporale qui provient d’une culture jeune de champignons.
L’ensemencement se fait par écouvillonnage. Aprés le séchage des boites, la gélose est
creusée au centre a 1’aide de la partie supérieure d’une pipette Pasteur. Les puits ainsi formés
sont remplies de 1’extrait phénolique a tester (environ 40 pL par puits). Les boites sont mises
a incubées a 30°C pendant 48h. L’action inhibitrice se manifeste par la formation d’une
auréole autour des puits. La lecture des résultats s’effectue par mesure des diamétres des
zones d’inhibitions. Un produit est considéré actif, si le diamétre de la zone d’inhibition est

supérieur a 8 mm (Ela et coll, 1996).
3.2.4. Microatmosphére
La demarche suivie est celle de Pibiri (2006):

- Ensemencement d'une gélose Sabouraud avec 1 mL de la suspension sporale du champignon

a tester par inondation.

-Des disques de papier Whatman de 7 mm de diameétre sont imprégnés dans 20 ulL de I’extrait,

et déposer sterilement sur le couvercle de la boite. Laisser diffuser durant 1 heure.

- Incuber & 28 C°, durant 48 heures.
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1. Matériel
Le présent travail a pour objet I’identification et la quantification des métabolites

secondaires d’Artemisia campestris L., ainsi que [’évaluation de son activité

antimicrobienne.

Nos travaux expérimentaux ont été réalisés au sein du laboratoire de microbiologie
appliquée dirigé par le professeur HOUALI K., situé au département sciences biologiques et
agronomiques de I'Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou durant la période allant du
mois de mai au mois de juillet 2022.

Un schéma des protocoles adoptés au cours de cette étude est présenté dans la

Figure 19.

10g de la poudre végétale d’Artemisia campestris L.

Macération dans 100 mL de méthanol pendant 72h

Extrait brut méthanolique

Dosage des métabolites Screening phytochimique Evaluation de I'activité
secondaires antimicrobienne

Dosage des polyphénols totaux Activité antibactérienne J

Dosage des flavonoides Activité antifongique J

Dosage des tanins totaux

Figure 19: Diagramme du travail effectué.

1.1. Matériel végétal

Les parties aériennes fraiches (tiges, feuilles, fleurs et graines) d’Artemisia campestris
L. ont été collectées de facon aléatoire aux alentours de quatre stations différentes de la wilaya
de Tébessa, située a ’extréme nord-est du pays a une altitude de 858 m, durant le mois de
janvier 2022.

Apreés la récolte, nous avons écarté toute plante présentant une anomalie. Ensuite, elles

ont été nettoyées puis séchées a l'air libre dans un endroit ombragé. Apres une semaine de
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séchage, la plante a été réduite en poudre a I’aide d’un broyeur électrique puis conservée dans

des bocaux hermétiques a 1’abri de I’humidité.

L’origine des parties utilisées de la plante figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau 1V : Provenance des différents extraits utilisés.

Nom donné a Origine Climat Organes végétaux
Pextrait utilisés
V3 Fedj ElI Botma (Commune  Climat mediterranéen
El Aouinet) avec été chaud
V4 Remila (Commune EI Climat semi-aride Toute la partie
Kouif) sec et froid aerienne de la plante
R3 El Gabel (Commune Climat semi-aride a été destinée a
Hammamet) sec et froid I’extraction
R4 Henchir Zeroual (Commune Climat méditerranéen
d’Ouenza) avec été chaud

1.2. Appareillage et Outillage
Tous les équipements utilisés, la verrerie du laboratoire ainsi que les outils liés a la

microbiologie figurent dans le tableau ci-dessus :
Tableau V : Matériels utilisés.

| Outillage Appareillages
Flacons ' Broyeur électrique
Tubes a essai Bain marie
Béchers Spectrophotometre UV-visible
Passoire Agitateur a plaque chauffante
Entonnoir Agitateur a barreau magnétique non chauffant
Boites de Petri Balance de précision
Pinces Autoclave
Micropipettes Bec bunsen
Seringues Etuve
Pipettes Pasteur Rota vapeur
Ecouvillons Hotte chimique
Erlenmeyer Four pasteur

Papier Whatmann©®1
Papier aluminium
Portoirs a tube
Spatule
para- film
Embouts bleu et jaune
Eprouvettes graduées
Cuve
Cristallisoirs
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1.3. Solvants et réactifs chimiques

Tous les réactifs chimiques et solvants utilisés sont mentioneés ci-dessous :

+ Solvants
Eau distillée ; méthanol (CH3OH) ; acide sulfurique (H2SOs) ; éthanol (C2HsOH).

+ Réactifs
Chlorure ferrique (FeCls) ; réactif de Stiasny (10 mL de formol a 40% + 5 mL d’acide
chlorhydrique concentré) ; acétate de sodium (C2H3NaO.) ;alcool iso-amylique (CsH120) ;
copeaux de magnésium (Mg?"); acide chlorhydrique (HCI); ammoniaque (NH4OH);
chlorure de sodium (NaCl) ; réactif d’amidon ; hydroxyde de sodium (NaOH) ; réactif de
Valser-Mayer (5 g d’iodure de potassium Kl et 1,358 g de chlorure de mercure HgCl>
solubilisés dans 100 ml d'eau distillée) ; réactif de Wagner (2 g d’iodure de potassium KI et
1,27 g dedi-iode I2 solubilisé dans 100 ml d'eau distillée) ; chloroforme (CHCI) ; anhydride
acetique ; reéactif Follin-Ciocalteu ; Carbonate de Sodium (Na,COs); acide gallique
(C7HeOs) ; nitrite de sodium (NaNOy) ; trichlorure d’aluminium (AICL3); quercétine
(C15H1007) ; vanilline ; catéchine (C15H140g).

2. Méthodes d’analyse
2.1 Screening phytochimique
Le screening phytochimique est un test qualificatif de caractérisation des composés
chimiques existant dans les végétaux. Les tests y sont bases sur des réactions de coloration

et/ou de précipitation (Badiaga, 2011).

2.1.1 Préparation de ’infusé
L’infusion est une méthode d'extraction de principes actifs par dissolution dans I’eau
bouillante. Pour ce, nous avons mis 5 g de poudre végétale seche dans 100 mL d’eau distillée
bouillante. Aprés 15 minutes d’infusion; nous avons filtré sur papier et ajusté le filtrat a 100
mL d’eau distillée (infusé a 5%) (Harbone, 1998) (Figure 20).
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Figure 20: Photo représentative des infusés issus des différentes poudres végétales

d’Artemisia campestris L.

2.1.2 Criblage des Tanins totaux
Sml d’infusé est ajouté a 1 mL d’une solution aqueuse de chlorure ferrique (FeClz) a 1%.
Un test est révélé positif par ’apparition d’une coloration verdatre ou bleu noiratre indiquant

la présence des tanins totaux (Bentabet, 2015).

v’ Différenciation des tanins

Elle est obtenue grace au réactif de Stiasny (Annexe 02). 15ml de ce dernier sont
additionnés a 30 mL de I’infusé. L’ensemble est chauffé au bain-marie a 90°C/15 mn. La
formation d’un précipité montre la présence de tanins catéchiques. Filtrer et saturer la solution
obtenue par I’acétate de sodium pulveérisé et 1 mL d’une solution de FeClz a 1%. L’apparition
d’une teinte bleu noire indique la présence des tanins galliques (Mibindzou, 2004).

2.1.3 Criblage des flavonoides

Les flavonoides ont été recherchés par la réaction a la cyanidine. A 5 mL d’infusé, 3
mL de réactif de Shinoda sont ajoutés avec 2 a 3 copeaux de magnésium. L’ajout de 1 mL
d'alcool iso-amylique provoque l'apparition d'une coloration rose-orangé, rouge ou rose-

violacée dans la couche surnageant, confirmant la présence de flavonoides (Azzi, 2012).

2.1.4 Criblage des anthocyanes
Tester 5 mL d’infusé avec quelques gouttes d’acide chlorhydrique (HCl) ou ammoniaque
(NHsOH) entrainent respectivement une coloration rouge avec I'HCl et bleue avec

I’ammoniaque en présence d’anthocyanes (Bentabet, 2015).
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2.1.5 Criblage des coumarines
Le test consiste a placer 2 mL de I’infusé dans un tube dans lequel sont ajoutés 3 mL
d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 10%. Agiter la solution et observer I’apparition d’une
couleur jaune montre la présence de coumarines (Diallo, 2000).

2.1.6 Criblage de ’amidon
Chauffer 5 ml de I’infusé avec 10 mL d’une solution de chlorure de sodium (NaCl)
saturée dans un bain-marie jusqu’a ébullition. Ajouter quelques gouttes du réactif d’amidon.

L’apparition d’une couleur bleue violacée révele un test positif (Bentabet, 2015).

2.1.7 Criblage des quinones
Nous avons ajoute 2 mL d'hydroxyde de sodium (NaOH) a 1% a 1 mL de I’infusé.
Agiter énergiquement. L'apparition rapide ou lente d'une coloration rouge-orange indique la
présence des quinones (Dohou et al., 2003).

2.1.8 Criblage des Alcaloides
Nous avons préparé une macération de 24h par 10 g de la poudre végetale et 50 mL
de l'acide sulfurique (H2SO4) a 10 %. Filtrer et ajuster le volume a 50 mL avec de I’cau
distillee. Prélever ensuite 1 mL du filtrat dans deux tubes. Un tube est traité avec 5 gouttes du
réactif de Valser-Mayer (Annexe 02) et l'autre par 5 gouttes de réactif de Wagner (Annexe
02). L’apparition respective d’un précipité blanc- jaunatre et d’un précipité brun confirme la

présence des alcaloides (Azzi, 2012).
2.1.9 Criblage des Saponosides

Nous avons ajouté 2 mL d’eau a 2 mL de I’infusé puis la solution est vivement agitée.
La formation d’une mousse constante (hauteur d'au moins un centimetre) dont I’épaisseur est

mesurée a l'aide d'une régle graduée affirme un test positif (Bekero et al., 2007).

2.1.10 Criblage des Stérols et des polyterpénes
Nous avons lancé une macération de 24h dans I’éthanol a 5%. Apreés filtration, le solvant

est évapore et le résidu est récupéré par 10 mL de chloroforme anhydride.

v' Test de Liebermann-Buchard : 5 mL de la solution chloroformique est mélangée
avec 5 mL d’anhydride acétique et 3 gouttes d'acide sulfurique, le mélange est
vigoureusement secoué. L’apparition d’une coloration violacée fugace virant au vert

confirme la présence des hétérosides stéroidiques.
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v 5 mL d’extrait est mélangé avec 2 mL de chloroforme (CHCL3) et 3 mL d’acide
sulfurique concentré (H2SO.). Une couleur rouge brunatre de la couche d’interface

indique la présence des triterpenes hétérosidiques (Yam et al., 2009).

2.2 Préparation des extraits méthanoliques bruts
10 g de chaque poudre végétale d’Artemisia campestris L. sont trompés dans 100 ml
de méthanol absolu pendant 72 h. Les maceérats obtenus sont filtrés a 1’aide d’un papier
Whatmann®1 puis évaporé a I’aide d’un rotavapeur a 60°C. Le résidu sec obtenu sera repris
par 5ml de méthanol. Les extraits alcooliques ainsi préts, sont conservés au frais (4°C) pour
toutes utilisations ultérieures (Ghedadba et al., 2015).

2.2.1 Rendement d’extraction
Le rendement(%) désigne le rapport entre la masse de 1’extrait sec aprés évaporation
du solvant et la masse initiale de la plante en cours d’extraction (Ghedadba et al., 2015). Il est

estimé par la formule suivante :

Rendement (%) = La masse de I’extrait sec (g)/ La masse de 1’échantillon végétal utilisé (g) x

2.3 Dosage des composés phénoliques
Le dosage phytochimique est un test de determination quantitative des principaux
groupes de metabolites secondaires base sur un dosage colorimétrique réalisé par un

spectrophotometre (Boizot et al., 2006).

2.3.1 Dosage des polyphénols totaux (PPT)

La teneur totale en composés phénoliques a été déterminée selon la méthode
colorimétrique du Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999).

Nous avons prélevé 200 uL de chaque extrait (dilué¢ au 1/100 dans I’eau distillée) dans
un tube a essai, auquel nous avons additionné 1 mL du réactif Follin-Ciocalteu (FCR) dilué
dix fois dans I’eau distillée. Apres cinq minutes, 800 ulL de Carbonate de Sodium (Na2COs) a
7,5 % sont ajoutés au mélange qui sera agité puis porté a incubation a température ambiante
pendant 30 minutes a 1’abri de la lumicre. L absorbance a été mesurée au spectrophotometre

UV-VIS a une longueur d’onde de 765 nm contre un blanc.

Notons que le méme protocole est suivi pour établir la courbe d’étalon d’acide
gallique. La concentration des polyphénols totaux est exprimée en milligramme d’équivalent
d’acide gallique par gramme de matiére végétale séche (mg d’EAG/g MVS) (Hatami et al.,
2014).
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2.3.2 Dosage des flavonoides totaux (FVT)
La teneur totale en flavonoides est déterminée par la méthode de (Kosalec et al.,
2004). Brievement, 500 uL de I’extrait méthanolique dilué sont mélangés avec 1500 uL d’cau
distillée, suivis de 150 uL de nitrite de sodium (NaNO2) a 5%. Apres 5 min, 150 uL de
trichlorure d’aluminium (AICL3) a 10% sont additionnés au mélange suivi de 1’ajout de 500
uL d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 4% aprés 6 min. La solution est immédiatement agitée

puis sont absorbance est mesurée a 510 nm contre un blanc.

La concentration des flavonoides totaux est exprimée en milligramme d’équivalent de
quercétine par gramme de matiére végétale seche (mg d'EQ/g MVS) en se référant a une
courbe d’étalonnage préalablement préparée avec la quercétine comme standard (Hoffmann
etal., 2011).

2.3.3 Dosage des tanins condensés (TCs)

La quantification des tanins condenses a été effectuée par la méthode de la vanilline en

milieu acide décrite par (Julkunen-Titto, 1985).

Un volume de 50 pL de D’extrait brut a été ajouté a 1500 pL de la solution
vanilline/méthanol a 4% puis vortexé. Ensuite, on additionne 750 pL de I’acide chlorhydrique
concentré (HCL). Le mélange réactionnel est incubé a température ambiante pendant 20 min
et I’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc.

Une courbe d’étalonnage établit en paralléle dans les mémes conditions opératoires en
utilisant la catéchine comme standard. La concentration est exprimée en milligramme

d’équivalent de catéchine par gramme de maticre végétale seche (mg d'EC/g MVYS).

2.4 Activite biologiques des extraits polyphénoliques
2.4.1 Activité antibactérienne
L’activité antibactérienne des extraits méthanoliques d’Artemisia campestris L. a été
déterminée par la méthode de diffusion en milieu gélosé (NCCLS, 2001).
Les souches de référence utilisées appartiennent au laboratoire de microbiologie
(Staphylococcus aureus MU 50, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus cereus
ATCC 14575, Escherichia coli ATCC 25922°.

Le schéma suivant détaille le protocole utilisé (Figure 21).

42



Matériel et méthodes

Revivification des souches sur milieu GN
‘ Incubation a 37C°/18 a 24 h

Préparation des suspensions bactériennes

l

Lecture de la DO a 625 nm

|

Antibiogramme par diffusion en milieu gélosé : MH

|

Mesure des zones d’inhibition autour des disques ou la culture est absente

Figure 21: Schéma illustrant le protocole de I’activité antibactérienne.
2.4.1.1  Revivification des souches

Les différentes souches bactériennes étant conservées a des tempeératures avoisinant
les -20°C, requierent une revivification par la méthode des stries sur des boites de Petri
préalablement coulées par le milieu gélose nutritive suivi par une incubation a 37C° pendant

18 a 24 heures en vue d’obtenir une culture jeune.

2.4.1.2  Préparation de I’inoculum bactérien
L’inoculum a été prépare a partir de la pré-culture préalablement repiquée sur le milieu
gélose nutritive. A I’aide d’une pipette Pasteur, quelques colonies ont été prélevées puis
introduites dans des tubes a essai contenant 10 mL de I’eau physiologique stérile. Apres
homogénéisation de la suspension bactérienne, sa densité optique lue a 625 nm doit étre
comprise entre [0.08-0.1], ce qui correspond a 108 UFC /mL (NCCLS, 2001).

2.4.1.3  Méthode de diffusion sur disque
Les boites de pétri contenant la gélose Mueller-Hinton ont été ensemencées par un
écouvillon stérile immergé dans la suspension bactérienne a tester ; ’opération a été répétée
trois fois, en tournant la bofte de 90° sans oublier de faire passer 1’écouvillon sur la périphérie

de la gélose. L’activité antibactérienne des extraits a été mise en évidence par ’emploi d’un
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disque d’antibiotique (Gentamicine) déposé sur la gélose a I’aide d’une pince stérile en tant
que témoin positif et d’un disque de papier Whatman n°1 imbibé de méthanol comme témoin
negatif.

Des disques de papier Whatman n°1 stérilisés sont imprégnés de 10 pL d’extrait

polyphénoliques ont été appliqués sur la surface d’un milieu préalablement ensemencé.

Chaque essai a été répété trois fois dans les mémes conditions d’expérimentation. Les
boites ont été conservées au frais (4C°) pendant 2 heures avant d’étre incubées pour une pré-
diffusion.

Les zones d’inhibitions des différents extraits autour des disques ont été mesurées

apres 24 heures d’incubation a 37°C.

2414 Lecture

La présence de I’activité antibactérienne se manifeste par I’apparition d’un halo clair
autour des disques ou la culture est absente. Les diamétres des zones d’inhibitions sont
mesurés et peuvent étre symbolisés par des signes. Plus le diamétre de cette zone est grand,
plus la souche est sensible vis-a-vis des extraits comme suit (Ponce et al., 2003):

v" Non sensible (-) ou résistante: diametre <8 mm

v’ Sensible (+): diamétre compris entre 9 a 14 mm

v' Tres sensible (++): diametre compris entre 15 et 19 mm

v

Extrémement sensible (+++): diamétre > 20 mm.

2.4.2 Activité antifongique

L’activité antifongique a été testée par la méthode de contact direct sur milieu gélosé
(Hussin, 2009).

Deux champignons ont été testees a savoir Alternaria sp. et Aspergillus niger (Annexe
04).

Le milieu a extrait de malt a été utilisé pour déterminer I’activité antifongique de nos

quatre extraits méthanoliques testés a divers concentration.

2.4.2.1  Préparation de ’inoculum
Un disque fongique d’une culture pure de notre champignon testé (Alternaria sp. et
Aspergillus niger) a été déposé au centre d’une boite de Petri contenant la gélose a extrait de

malt, puis incubé a28C" pendant 7 jours.
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2.4.2.2  Méthode de contact direct sur milieu gélosé
Différents volumes (300, 700) pL d’extraits méthanoliques d’Artemisia campestris L.,

sont mélangés avec 19 mL du milieu a extrait de malt en surfusion dans un tube a essai stérile.
Apreés agitation, le contenu a été versé dans une boite de Petri.

Une boite contenant le milieu de culture et 1 mL de méthanol a été employée comme
témoin négatif.

Un disque de champignon a été implanté au centre de chaque boite (traitées et témoin),
ces derniéres sont ensuite incubées a 28C° pendant 7 jours.

2.4.2.3 Lecture
Le suivi de la croissance fongique a été effectué tous les jours jusqu’a la fin de la
durée appropriée d’incubation ou I’on procéde a la mesure du diametre du champignon pour

estimer le taux d’inhibition, calculé comme sulit :
% d’inhibition du mycélium = (Mlc - MI t) / Mlic) x100

MI c : diametre de champignon dans la boite témoin ;

MI t : diamétre de champignon dans les boites contenant les extraits.

L’extrait est qualifié de :
-Trés actif : inhibition comprise entre 75 et 100 %, la souche fongique est trés sensible ;
- Actif : inhibition comprise entre 50 et 75 %, la souche fongique est sensible ;
- Moyennement actif : inhibition comprise entre 25 et 50%, la souche est limite ;
- Peu ou pas actif : inhibition comprise entre 0 et 25%, la souche est peu sensible ou

résistante.

45



Reésultats et discussion




Résultats et discussion
L5

1. Résultats du screening phytochimique

Les résultats de 1’analyse chimique qualitative des extraits hydriques d’Artemisia
campestris L. sont consignés dans le tableau ci-dessous :

Tableau VI: Résultats du criblage chimique des extraits aqueux d Artemisia campestris L.

Meétabolites Extraits aqueux Indicateur de présence
testés V3 V4 R3 R4 P
Tanins totaux
Couleur bleu noiratre pour
++ + ++ + ++ + +++ V3etV4
et verdatre pou R3 et R4
Tanin + . i
,a Ins ++ + ++ + + Formation d’un précipité
catéchiques
Tanin . -
anins +++ +++ +++ +++ Teinte bleu noiratre
galliques
y Surnageant de couleur
Flavonoides +++ ++ ++ ++ g
rouge
Couleur rouge pour V3 et
V4
++ ++ - - Et aucun changement pour
Anthocyanes R3 et R4 avec ’acide
chlorhydrique
i ] ) ] Aucune couleur avec
I’ammoniaque
Présence d’une turbidité
. et d’un précipité avec le
+ + ++ + + + +++ e .
Alcaloides réactif de Mayer ainsi que
Wagner
Coumarines +++ +++ +++ +++ Couleur jaune
Quinones +++ +++ +++ +++ Couleur rouge orange
Amidon - - - - Aucun indicateur
. + + + Hauteur de mousse
Saponosides ++ .
persistante
Couleur violacée fugace
. virant au vert dans le 1¢
Sterols et
X +++ +++ ++ ++ test et une Couleur rouge
polyterpénes
marron dans le second test

+++ : Fortement positif ; ++ : Moyennent positif ; + : Faiblement positif ; - : Négatif.

V3: Fedj El Botma (commune El Aouinat) ; V4: Remila (commune EI Kouif) ;

R3: El Gabel (commune Hammamet) ; R4: Henchir Zeroual (commune d’Ouenza).
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Les résultats des tests préliminaires montrent que la plante testée est riche en principes
actifs, excepté ’amidon dans les quatre extraits et les anthocyanes dans les extraits R3 et R4.
Concernant les autres métabolites secondaires testés (tanins, flavonoides, alcaloides,
coumarines, quinones, saponosides, Stérols et polyterpénes), les résultats se sont révélés

positifs avec une intensité diversifiée d’un extrait a un autre (Annexe 03).

Selon Boudjouref (2020), les essais phytochimiques effectués sur les extraits aqueux et
meéthanoliques de la partie aérienne d’Artemisia campestris L. de deux régions, Boussadda et
Oum EI Bouaghi, ont révélé I’abondance des flavonoides, tanins et des saponosides ; ce qui
concorde avec nos résultats. Les anthocyanes sont €galement présents tandis qu’ils ont été
moyennement détectés dans les extraits V3 et V4 et absents dans le R3 et R4. A propos des

alcaloides, ils étaient absents dans leurs extraits mais abondants dans les notres.

L’étude menée par Naili et al. (2010) sur la plante Artemisia campestris L. collectée au
sud de la Lybie indique qu’elle renferme des flavonoides, des saponines, des alcaloides et des
terpeénes, alors que les tanins sont completement absents, ce qui est en accord avec nos

résultats a I’exception des tanins qui sont tres abondants dans notre plante.

Les résultats des tests colorimétriques présentes par Benchohra et al. (2022) montrent
que les alcaloides et les coumarines sont modérément détectés, tandis que les flavonoides sont
présents en grande quantité dans les extraits hydro-éthanoliques des feuilles, tiges et des
racines d’Artemisia campestris L. de la région d’El Bayadh. Cela est cohérent avec nos

résultats.

Les résultats obtenus confirment 1’étude phytochimique qualitative effectuée sur
I’espece Artemisia campestris L. de la région d’El Hamel-M’sila, qui montre la présence des
alcaloides, tanins, flavonoides, saponines, terpenoides, en plus des anthraquinones libres

trouvés dans leurs extraits (Elbidi, 2016).

Si nous comparons nos résultats a I’étude menée par Aissaoui et al. (2020) sur la
méme plante de la région de Hamaysa-Oued Souf, on constate que notre plante est plus riche
en métabolites secondaires comparée a celle-ci, ou ils ont détectés que les tanins et les

saponosides parmi tant d’autres composés testes.
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La diversité dans la composition chimique de cette plante est peut-étre due a la
différence climatique, I’origine, I’altitude, l'age et la période de cueillette, la durée et la

température du séchage ainsi que la partie utilisée du végétal (Bruneton, 2009).

2. Rendement des extractions
Les quatre extraits bruts ont été obtenus par macération de la poudre de la partie
aérienne d’Artemisia campestris L. dans le méthanol comme solvant d’extraction.
Exprimé en pourcentage de masse du résidu sec obtenu apres macération par rapport a
la masse de la poudre initiale utilisée, les rendements obtenus, ainsi que les aspects et les

couleurs des différents extraits figurent dans le tableau ci-dessous :

Tableau VI1: Rendement, aspect et couleur des extraits d 'Artemisia campestris L.

Extraits V3 V4 R3 R4
Rendement%o 17% 16% 12% 19%

Aspect Pate collante Pate collante  Péte collante Pate collante

Couleur brune foncée vert empire marron ambré vert VVéronése

La représentation graphique des résultats est illustrée comme sulit :

20

17 46 19
15 12
10
- D
0

Rendement %

mV3 mV4 mR3 mR4

Figure 22: Rendements des extractions méthanoliques des échantillons d’Artemisia

campestris L.

Conformément aux résultats illustrés dans le tableau et I’histogramme, [’extrait
méthanolique R4 de la région de Henchir Zeroual a le rendement le plus élevé estimé a 19%,
suivi de I’extrait V3 et V4 des deux régions, Fedj EI Botma et Remila, avec des ratios de 17%
et 16%, respectivement. En revanche, 1’extraits R3 de la région d’El Gabel a fournit le

pourcentage le plus bas (12%), bien qu’il soit de la méme espece.
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Les extraits présentent majoritairement un aspect pateux, de couleur qui varie du vert
au marron. Cela est di a la présence des pigments végétaux ou bien a la nature des

polyphénols entrainés par le méthanol et a leur solubilité dans celui-ci.

L’extrait méthanolique des parties aériennes d’Artemisia campestris L. de la région de
Boussaida a permis d’obtenir un rendement qui égale a 15,68 %, un résultat proche a celui
trouvé a notre extrait V4 de la région de Remila (16 %). Le rendement d’extraction de la
méme plante collectée de la région d’Oum EI Bouaghi est de 6.36 %, ce pourcentage est plus
faible a ceux trouvés dans nos quatre régions étudiées (Boudjouref, 2020).

Nos résultats sont meilleurs comparativement a ceux avancés par Belhattab (2011), ou
le rendement de I’extrait chloroformique de la partie aérienne d 'Artemisia campestris L. de la
région de Boussaada est de 3.4 %, suivi par I’extrait d’acétate d’éthyle (2.26 %) puis I’extrait
éthanolique avec un pourcentage faible égale a 0.48 %. Les extraits obtenus sont de couleur

et d’aspect différents convenables a ceux qu’on a trouvé.

Selon Guerbas et al. (2022) le rendement de I’extrait méthanolique de la partie
aérienne d’Artemisia campestris L. cueillie dans la région d'Al-Ma'adid, Wilaya de M’sila, a
fournit un rendement d’un taux de 20.2 %. Ce dernier est plus élevé que les pourcentages

d’extraction trouvés dans les quatres extraits testées.

Les variations des rendements ne sont que relatives et dépendent de la zone
géographique, Taltitude, stade de croissance de la plante, des conditions pédoclimatiques et
la fraicheur du végétal. Ces valeurs sont également liées a la partie utilisée dans 1’extraction,
les conditions de séchage, la nature du solvant (Azmir et al., 2013), sa polarité, la modalité
d’extraction (a chaud ou a froid), la durée et la température de macération, le broyat et la
méthode de stockage (Koné et al., 2017) ainsi que de la composition chimique et des

caractéristiques physiques des échantillons (Dai et Mumper, 2010).

3. Résultats des dosages biochimiques
Quatre extraits méthanoliques ont été caractérisés quantitativement par
spectrophotométrie, afin de déterminer leurs teneurs en polyphénols totaux, flavonoides et
tanins.
3.1. Teneur en polyphénols totaux (PPT)
La teneur totale en polyphénols est déterminée selon la méthode colorimétrique au

Folin-Ciocalteu mise au point par (Singleton et al., 1999). La coloration bleue obtenue est
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proportionnelle a la quantité de polyphénols totaux présents dans les extraits végétaux. Ce

complexe coloré est quantifié par la lecture de ’absorbance a une longueur d’onde de 760 nm.

Le contenu phénolique total dans les extraits est exprimé en terme d’équivalent
d’acide gallique a partir ’équation de régression (y = 0,316x + 0,021 ; R? = 0,986) de la

courbe d’étalonnage (Annexe 04).

Le Tableau V111 représente les resultats obtenus qui sont exprimées en (mg EAG/ g
MVS).
Tableau VI11: Contenu phénolique total dans les extraits d'Artemisia campestris L.

Extraits V3 V4 R3 R4
Concentration
des PPT (mg 2.75+0,00 2.88 + 0.002 1.15 + 0,00 2.72 + 0.006
EAG/g MVS)

En présence des polyphénols, le complexe Folin-Ciocalteu voit sa couleur passer du
jaune au bleu, ce qui permet de mesurer I’intensité de la couleur a la longueur d’onde de 760
nm (Huang et al., 2005).

Les resultats du dosage des polyphénols totaux révelent que les extraits méthanoliques
(V3, V4, R3, R4) de I’espéce Artemisia campestris L. possédent une teneur de 2.75 = 0.00,
2.88 + 0.002, 1.15 + 0.00, 2.72 + 0.006 (mg EAG/g MVS), respectivement. La plus
conséquente d’entre elles est détenue par I’extrait V4 de la région de Remila, nous pouvons
donc déduire que c’est I’extrait qui est doté de la plus grande quantité de polyphénols.
Contrairement a I’extrait R3 de la région d’El Gabel qui lui, détient la plus petite quantité de
polyphénols.

Les résultats obtenus s’aveérent considérablement supérieurs a ceux de 1I’étude menée
par Bentoumi et al. (2019) sur la méme espece végétale de la région d’Ouiltem de Boussaada,

qui relaye une concentration de 0,132 £ 0,004 (mg EAG/mg) d’extrait.

L’étude élaborée par Zeghdoud et al. (2018) témoigne une teneur de 12.681 + 0.781
(mg EAG/gMS). Comparativement aux notres, on peut déduire qu’ils sont significativement
supérieurs. Les plus grands résultats qu’on constate dans notre travail sont V3, V4, R4 et
pourtant il existe un écart de = 10 (mg EAG/gMS). Nos quatre rendements sont largement
inférieurs a celui trouvé par Zeghdoud et al. (2018) qui est égale a 12.681 + 0.781 (mg
EAG/gMS).
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La distribution des métabolites secondaires tels que les polyphénols peut changer au
cours de la croissance de la plante. En effet, le contenu phénolique d'une plante dépend d'une
série de facteurs intrinseques (génétique) et extrinséques. Ceci peut étre lié aux conditions
climatiques dures (la température élevée, exposition solaire, sécheresse, salinité), les pratiques
culturelles, la maturité a la récolte, le solvant d’extraction ainsi que les conditions et la durée
de stockage. Ces différents parametres stimulent la biosynthese des métabolites secondaires
(Podsedek, 2007 ; Falleh et al., 2008).

3.2. Teneur en flavonoides totaux (FVT)

La quantification des flavonoides a été faite selon la méthode au trichlorure
d’aluminium (AICI3) et la soude (NaOH) qui forment un complexe rosatre absorbant dans le
visible a 510 nm (Kosalec et al., 2004). La teneur en flavonoides est estimée a partir de
I’équation de la courbe d’étalonnage de la quercétine (Annexe 05) et les résultats sont

résumés dans le tableau IX ci-dessous :

Tableau 1X: Contenu en flavonoides dans les quatres extraits méthanoliques d'Artemisia

campestris L.

Extraits V3 V4 R3 R4
Concentration

des flavonoides 1.36 £ 0.023 1.92 £ 0.003 0.54 £ 0.003 1.33 £ 0.006
(mg EQ/g MVYS)

Notre étude rapporte des teneurs diversifiées entre les extraits méthanoliques V3, V4,
R3, R4 qui sont 1.36 + 0.023, 1.92 + 0.003, 0.54 + 0.003, 1.33 £+ 0.006 (mg EQ/g MS),

respectivement.

Les résultats montrent une variation conséquente dans la teneur en flavonoides.
L’extrait le plus opulent est celui de la région de Remila (\V4) avec unne teneur de 1.92 +
0.003 (mg EQ/g MS) et le plus faible est celui de la région d’El Gabel (R3) avec une teneur
de 0.54 + 0.003 (mg EQ/g MS).

Nos résultats sont largements supérieurs a celui de Boudjouref (2020), qui a trouvé
une teneur de 13,72 + 0,00 (ug EQ/mg d’extrait).

En plus, nos résultats se rapprochent plus ou moins de ceux trouvés par Zeghdoud et
al. (2018) qui rapportent une teneur de 1,69 + 0,022 (mg EQ/g MVS) pour I'extrait
dichlorométhane et 1,05 + 0,045 (mg EQ/g MVS) pour I’extrait buthanolique.
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Nos résultats sont grandement supérieurs a ceux décrits dans I’étude de (Ghouar et al.,
2018) sur I’extrait chloroformique de la méme espéce végétale de Boussaada, qui relaye une

teneur en flavonoides de 40.75 + 0,02 (ug EQ/mg d’extrait).

Nous pouvons donc conclure que ces variations peuvent s’expliquer par la différence
de la localisation géographique, des différentes maladies qui peuvent affecter la plante (Park
et Cha, 2003), les doses de réactif ainsi que le type de spectrophotometre utilisé (Medini et
al., 2014). La concentration des flavonoides dans les extraits de la plante dépend aussi de la
polarité des solvants utilisés dans la préparation d’extrait (Stankovi¢, 2011).

3.3.Teneur en tanins condensés (TCs)

Le dosage des tanins condensés a été fait par la vanilline et ’acide chlorhydrique
(HCL) qui donnent une couleur rouge comme titre positif (Julkunen-Titto, 1985). Le calcul
des teneurs a été fait a partir de I’équation de la courbe d’étalonnage de la catéchine (Annexe
06).

Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau X ci-dessous :

Tableau X: Contenu en tanins condensés dans les extraits d’Artemisia campestris L.

Extraits V3 V4 R3 R4
Concentration
des tanins 1.43 £ 0.037 1.44 + 0.004 0.37 £ 0.004 1.07 £ 0.002
condensés

(mg EC/g MVS)

La lecture du tableau nous permet de constater les résultats obtenus pour chaque
extrait méthanolique avec des teneurs de 1.43 = 0.037, 1.44 £+ 0.004, 0.37 + 0.004, 1.07 +
0.002 (mg EC/g MVS) qui représente respectivement V3, V4, R3, R4. L’extrait le plus
concentré est V4 suivie de pres par V3 avec une légére difference, le classement continue
avec R4 en troisieme position, et enfin R3 avec la plus petite teneur en tanins. Nous observons

donc une variation majeure sur ’ensemble des concentrations exprimées par chaque extrait.

Les résultats obtenus par nos quatre extraits semblent inférieurs a ceux trouvés par
Mohammed Tahar Ben Moussa et al. (2021) sur I’espéce Brocchia cinerea VIS qui relévent
une concentration en tanins de (1,97 £ 0,58 mg d’équivalent de cyanidine /g de matiere
végétale seche) obtenue des échantillons provenant de la Wilaya de Biskra. Par contre nos

extraits V3, V4, R4 possedent une meilleure concentration en comparaison avec les
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échantillons provenant de la Wilaya de EI-Oued qui relaye une teneur de (0,92 + 0,29 mg

d’équivalent de cyanidine/g de matiere végétale séche).

Nos résultats communiqués avec les extraits R3 et R4 se rapprochent
considérablement de ceux exprimés par Zeghdoud et al. (2018) sur Artemisia campestris L.
L’étude montre des concentrations de 1,033 = 0,072 (mg EC/g MVS) pour I’extrait acétate
d’¢éthyle et 0,50 + 0,0244 (mg EC/g MVS) pour I’extrait n-butanol.

L’étude menée par Boudjouref (2020) sur la méme espece végétale d’Oum El
Bouaghi, révele une concentration de 70,59 + 0,00 (ug EC/g MVS) qui semble grandement
inferieure a tous nos résultats.

Cette difference en concentration serait probablement due a la complication de
I’extraction des tanins, qui sont susceptibles de subir des dégradations (oxydation, sensibilité
a la lumieére). De plus, d’autres paramétres peuvent influencer la quantification des tannins tel
que la variété, le solvant utilisé, le mode de conservation des extraits, le stade de maturité de

la plante, les conditions climatiques et pedologiques (Julkunen-Titto, 1985).

4. Résultats de ’activité antibactérienne
4.1. Méthode de diffusion sur disque

La capacité des extraits méthanoliques d’Artemisia campestris L. (V3, V4, R3, R4) a
inhiber la croissance microbienne, a été évaluée in vitro par la méthode de diffusion sur
milieu gélosé citée par (NCCLS, 2001). Cette activité est estimée en termes de diametre de la
zone d'inhibition de la croissance microbienne autour des disques imprégnés des differents
extraits.

Les souches bactériennes testées sont scindées en deux groupes égaux en nombre,

résumées dans le tableau ci-dessous avec les diamétres des zones d’inhibition pour chacune :
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Tableau XI: Diamétres des zones d’inhibition (mm) des souches testées.

= ° Extraits de plante Antibiotique
Souches S 20 V3 V4 R3 R4 Gentamicine (CN10)
bactériennes = 2 &
< &)
Staphylococcus
aureusMUS0 5mm 5mm 20mm 29mm 18 mm 32 mm 23 mm =0
+0,00 +0,00 0,00 +0,5
Bacillus cereus Absence d’un halo d’inhibition autour
ATCC 14575 5mm 5mm du disque 21 mm + 0.06
Pseudomonas
aeruginosa 5mm 5mm 6mm 15mm 6 mm 8 mm 24mm 0.1
ATCC 27853 +0,00 0.1 +0.05 +0.05
Escherichia coli

ATCC 25922 5mm 5mm 7mm 12mm 8 mm 8 mm 22mm 0
+0.1 +0.05 +0.1 +0.1
Au vu des résultats obtenus, les extraits de méthanol d’Artemisia campestris L. ont
manifesté des effets inhibiteurs sur toutes les souches testées excepté Bacillus cereus ATCC
14575.

Staphylococcus aureus est la souche la plus inhibée par nos quatre extraits
méthanoliques dont I’extrait de la région de Henchir Zeroual (R4) a enregistré le diamtétre

d’inhibition le plus elevé qui égale a 32 mm (Figure 23).

Une faible activité antimicrobienne a été observée avec les deux souches Gram (-)
(Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli). Tandis qu’une résistance totale de Bacillus

cereus a éte enregistrée et cela avec les quatres extraits méthanoliques testés.

Le méthanol utilis¢é comme témoin négatif n’a montré aucun effet inhibiteur sur la
croissance bactérienne, tandis que la Gentamicine a été choisie en vis-a-vis de la sensibilité

des souches bactériennes testées qui ont réagis modérément a cet antibiotique (Annexe 07).

Les diamétres d’inhibition de nos quatre extraits enregistrés vis-a-vis de la souche
Staphylococcus aureus semblent étre supérieurs a ceux trouves par Naili et al. (2010) et

Bentella (2019) dont les diameétres sont respectivement 27 mm et 10,7 mm.

Selon Bentella (2019), Staphylococcus aureus ATCC 43300 (SARM A1) ainsi que

trois souches cliniques de Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline ont été testées
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(SARM g1, SARM g2, SARM g3) et qui ont donné des valeurs respectives de 10,7 mm, 9,7
mm, 9,7 mm et 10, 3 mm. Ces valeurs semblent étre moins importantes que celles trouvés

dans le cas de notre recherche avec une SARM (18 a 32 mm).

Dans le cas de Bacillus cereus ATCC 14575, le diamétre d’inhibition obtenu par El
Abed et al. (2014) est de 25 mm. Bentella (2019) a montré un diameétre de 15,7 mm + 0,6 sur
la souche de Bacillus cereus ATCC 11778. Selon la méme étude effectuée sur Artemisia
herba helba, un diamétre de 24 mm + 1 a été révélé. Ces deux études sont en parfaite

contradiction avec la ndtre, car nous n’avons obtenu aucune zone d’inhibition (Figure 24).

Nos résultats sont conformes avec 1’étude publiée par Khennouuf et al. (2010) qui a
révélé un diamétre de 6 mm pour cette bactérie, considérée comme résistante a 1’extrait

aqueux d’Artemisia herba alba.

Pour la souche Pseudomonas aeruginosa, les extraits V3, V4, R3, R4 montrent une
activité légérement moins importante pour cette bactérie avec des valeurs respectives de 6

mm, 15 mm, 6 mm et 8 mm (Figure 25).

Pour Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, le diamétre d’inhibition obtenue par
Naili et al. (2010) est de 9 mm en utilisant un extrait methanolique des feuilles de la méme

plante, un résultat proche de celui obtenu avec notre extrait R4 (8 mm + 0.05).

Les travaux de Bentella (2019) sur le pouvoir antibactérien de I’huile essentielle de la
partie aérienne d’Artemisia campestris L. provenant de la région de Bouilef a Batna contre
une large gamme de bactéries, ont montré que la souche Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 utilisée également lors de notre étude, posséde une faible activité antibactérienne avec
une valeur de 11,3 mm % 0,6, une valeur inférieure par rapport a celle obtenue avec notre
extrait V4 (15 mm + 0.1).

Khebri (2011), a mentionné une valeur de 6 mm vis-a-vis de Pseudomonas aeruginosa.

Celle-ci est égale au diamétre produit par notre extrait V3 et R3.

Pour la souche Escherichia coli, les extraits V3, V4, R3, R4 inhibent légérement cette
bactérie avec des diametres de 7 mm, 12 mm, 8 mm et 8 mm respectivement (Figure 26).

El Abed et al. (2014) ont montré un effet antibactérien significatif de I'extrait

méthanolique des feuilles d'Artemisia campestris L. contre une Escherichia coli avec une

valeur de 17 mm, considérée comme élevée par rapport au test actuel.
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Selon les travaux portés par Boudjelal (2013), I’extrait méthanolique d’Artemisia
herbe alba a donné un diamétre de 13 + 0.6 pour Escherichia coli ATCC 25922 qui se

rapproche de la valeur obtenue avec notre extrait V4 (12 mm = 0.05).

L’étude menée par Bentella (2019) a révélée une valeur de 11, 3 £ 0,6 sur la méme
souche de reference utilisée lors de notre recherche (Escherichia coli ATCC 25922). Ce
résultat se rapproche beaucoup de la valeur trouvée avec notre extrait V4 (12 mm + 0.05).

Selon Ben Sassi et ses collaborateurs (2007), seul I’extrait d’acétone de la partie
aérienne d’Artemisia campestris L. exerce un effet inhibiteur relativement faible vis-a-vis

d’Escherichia coli (7 mm), une valeur égale de celle de I’extrait V3 et proche de R3 et R4.

L’huile essenticlle d’Artemisia campestris L. était de moindre activité sur Escherichia

coli par rapport a nos extraits avec une valeur de 6 mm (Khebri, 2011).

En rétrospective de notre étude, Il en ressort que Staphylococcus aureus (Gram+) est
la bactérie la plus sensible en comparaison avec les souches (Gram-). Cette sensibilité est
explicable par les différences de composition de la paroi cellulaire et entrave les connexions
des polyphénols aux couches de peptidoglycane de ces microorganismes (Cushine et al.,
2011). En vue de cette différence, les bactéries Gram (+) sont plus sensible aux changements

environnementaux externes, tels que la température et le pH (Balentine et al., 2006).

La variation des diametres des zones d’inhibitions d’une bactérie a une autre et d’un
extrait a un autre peut étre impactée par les microorganismes, la plante et le potentiel
antibactérien des substances bioactives de I’extrait dont plusieurs études affirment que
I’activité antimicrobienne est fortement liée aux teneurs et a la composition de I’extrait en

composés phénoliques ; et a la capacité de I’extrait a diffuser dans le milieu gélosé (Carneiro

et al., 2008).

En outre, plusieurs variables ont un impact direct sur les résultats tels que la technique
utilisée, la quantité et la concentration d’extrait appliquée sur les disques. Il faut aussi noter
que la quantité des polyphénols differe entre espéces végétales. lls jouent ainsi un rdle

fondamental dans 1’activité antibactérienne.

A la lumiére de ces résultats, on déduit que les extraits de méthanol d’Artemisia

campestris L. possédent une activité antibactérienne.
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5. Résultats de ’activité antifongique
5.1. Méthode de contact direct sur milieu gélosé
L’activité antifongique des quatre extraits méthanoliques d’Artemisia campestris L.
vis-a-vis d’Alternaria sp. a été estimée par le taux d’inhibition de la croissance mycélienne,
selon la méthode de contact direct sur milieu gélosé (Hussin, 2009).
Le tableau ci-dessous rapporte les résultats obtenus :

Tableau XI1: Résultats du pouvoir antifongique des différents extraits vis-a-vis d’Alternaria

sp.
Extraits végétaux % d’inhibition du Sensibilité de la Efficacité des extraits
10 ul mycélium souche fongique
V3 14,58 % = 0,5 Peu sensible Extrait peu actif
V4 6,25 % £+ 1,15 Peu sensible Extrait peu ou pas actif
R3 0% £ 0,00 Resistante Extrait pas actif
R4 1%+0,5 Résistante Extrait pas actif

Les résultats de cette activité, montrent qu’aucun des extraits R3 et R4 n’a une action
antifongique sur le champignon testé, tandis que les extraits V3 et V4 ont exercé une légeére

activité inhibitrice vis-a-vis de la croissance mycélienne.

Nous avons noté au cours des sept jours d’incubation que la croissance mycélienne a
Iégerement baissé dans les boites traitées avec les extraits V3 et V4. En comparaison avecle
témoin qui a enregistré une croissance mycélienne de 48 mm + 0,5 le 7éme jour d’incubation
(Annexe 07), les extraits ont montré un faible potentiel antifongique avec des taux
d’inhibitions de 14,58 % + 0,5 et 6,25 % =+ 1,15, respectivement. Par contre, les extraits R3
et R4 n’ont pas stoppé la croissance mycélienne si on les compare au témoin soit un taux
d’inhibition de 0 % + 0,00 et 1 % + 0,5, respectivement.

Nous concluons que, Alternaria sp. montre une forte résistance a 1’extrait R3 et R4,

alors qu’elle s’est révélée peu sensible contre 1’action des extraits V3 et V4.

La comparaison de nos résultats reste délicate en raison du faible nombre d’études
consacrées a la détermination du pouvoir antifongique de la plante Artemisia campestris L.

vis-a-vis d’Alternaria sp.
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Le pouvoir antifongique des quatre extraits méthanoliques d’Artemisia campestris L.
vis-a-vis d’Aspergillus niger a été estimé par le taux d’inhibition de la croissance mycélienne,
selon la méthode de contact direct sur milieu gélosé (Hussin, 2009).

Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau ci-dessous :

Tableau XI11: Résultats du pouvoir antifongique des différents extraits vis-a-vis

d’Aspergillus niger.

Extrais végétaux pL./ 19 % d’inhibition du Sensibilité de la souche Efficacité des extraits

mL de gélose a extrait mycélium fongique
de malt
300 pL 47,05% +1,01 Limite Extrait moyennement
V3 actif
700 pL 90,58 % = 0,00 Tres sensible Extrait tres actif
300 pL 25,88% +0,5 Limite Extrait moyennement
V4 actif
700 pL 83,52% 0,5 Tres sensible Extrait tres actif
300 pL 50,58 % + 0,7 Sensible Extrait actif
R3
700 pL 57,64 % 0,7 Sensible Extrait actif
300 pL 5529 % + 1,4 Sensible Extrait actif
R4
700 pL 88,23 % =0,1 Tres sensible Extrait tres actif

L’analyse des résultats des essais antifongiques, montre une efficacité remarquable et
hautement significative des extraits vis-a-vis de la souche étudiée (Figure 27).

Nous avons noté un effet inhibiteur considérable de la croissance mycélienne par les
différentes concentrations des quatre extraits testés. Les meilleures performances sont
enregistrées avec les extraits V3, R4 et V4 a une concentration de 700 uL, montrant un
pouvoir antifongique notable avec un taux d’inhibition hautement significatif soit : 90,58 % +
0,00, 88,23 % + 0,1, 83,52 % £ 0,5, respectivement. Cependant, ’extrait R3 a montré un taux

d’inhibition moyennement appréciable soit 57,64 % + 0,7 avec la méme concentration.

Une concentration en extrait de lI'ordre de 300 pL & inhibée modérément le
champignon. Le taux d’inhibition varie de 55,29 % + 1,4 a 25,88 % + 0,5 le 78me jour

d’incubation.
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Aprés sept jours d’incubation, la boite témoin est totalement envahie par Aspergillus
niger qui a méme sporulé (85 mm = 0,00) (Annexe 08), alors que celui-ci occupe une surface

variant de 8 a 63 mm dans les boites traitées.

Selon Gherib (2009), I'huile essentielle d'Artemisia campestris L. de la région de
Naama agit de facon active sur Aspergillus niger qui a atteint 55,4 % a une concentration de
200 pL /20 mL de PDA. Ce taux d'inhibition est trés faible par rapport aux pourcentages
obtenus par nos extraits R4 (88,23 %) et V3 (90,58 %) a une concentration de 700 uL / 19
mL de gélose a extrait de malt ; et se rapproche de la valeur donnée par I’extrait R4 (55,29

%) & une concentration de 300 pL.

L'importante activité de I'huile essentielle d'Artemisia campestris L. sur toutes les
souches de moisissures et qui atteint parfois 87 % d'inhibition est due probablement a la
présence de certains composes majoritaires comme I’alpha-pinene connu pour son activité

antifongique (Martin et al., 2000).

Nos résultats s’aveérent intéressants puisque nous avons traités les souches fongiques
avec un extrait et non un produit pur. Les armoises possedent une grande variété de composés
a activités biologiques. Par conséquent, l'efficacité de nos extraits est probablement due a

différents métabolites bioactifs.

Le potentiel antifongique est proportionnel a la concentration. En effet, plus la dose de
I’extrait est ¢levée plus la croissance mycélienne est faible. Celui-ci dépend également de la
composition des extraits et de leur nature, mais aussi de 1’espece fongique. Contrairement aux
bactéries, les concentrations d’huile nécessaire pour tuer les champignons sont souvent plus

élevées que celles requises pour inhiber simplement leur croissance (Hammer et al., 2003).

Enfin, nous pouvons dire que les extraits méthanoliques d’Artemisia campestris L.

sont doués d’une activité antifongique.
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Figure 23: Photo représentative des zones d'inhibition (mm) des extraits méthanoliques sur
Staphylococcus aureus MU 50.

L R3 R4 :

Figure 24: Photo représentative des zones d'inhibition (mm) des extraits méthanoliques sur
Bacillus cereus ATCC 14575.
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Figure 25: Photo représentative des zones d'inhibition (mm) des extraits méthanoliques sur
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Figure 26: Photo représentative des zones d'inhibition (mm) des extraits méthanoliques sur
Escherichia coli ATCC 25922.
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Figure 27: Effet antifongique des extraits d’Artemisia campestris L. vis-a-vis d’Aspergillus

niger.

62



Conclusion et perspectives




Conclusion et perspectives
e —————
L’usage médicinal des plantes remonte a I’aube de I’humanité et aujourd’hui encore, la
phytothérapie demeure le recours principal de plusieurs pays. Considérée comme sans danger
car naturelle, elle constitue une forme de médecine complémentaire, saine et sans effets
secondaires. Le pouvoir d’un extrait végétal est le résultat de plusieurs principes actifs et

d’huiles essentielles auxquelles on attribue des bienfaits incontestables.

Le présent travail s’intéresse a 1’étude phytochimique, la détermination des teneurs en
polyphénols, flavonoides et tanins ainsi que 1I’évaluation in vitro, de I’activité antimicrobienne
des extraits méthanoliques de la partie aérienne de ’espece végétale Artemisia campestris L.

de quatre stations différentes situés a la wilaya de Tebessa.

L’¢étude qualitative a révélé la richesse de cette plante en composés phénoliques a
savoir : les tanins, les flavonoides, les anthocyanes, les alcaloides, les coumarines, les
quinones, les sponosides, les stérols et polyterpenes.

L'extraction a permis d'obtenir des rendements remarquables dont les valeurs sont
12%, 16%, 17% et 19%, qui représentent respectivement les régions suivantes : El Gabel
(commune Hammamet), Remila (commune EI Kouf), Fadj El Botma (commune El Aouinet)
et Henchir Zeroual (commune d’Ouenza).

La quantification des polyphénols totaux (PPT) des extraits a montrée des teneurs
élevées dont la valeur la plus élevée a €té enregistrée par I’extrait de la région de Remila
(commune EI Kouif).

Concernant les flavonoides et les tanins totaux les valeurs sont variées, les plus elevees

ont été enregistrées par 1’extrait de la région de Remila (commune EI Kouif).

Les résultats obtenus a partir des expériences in vitro vis-a-vis de quatre souches
bactériennes, affirment que les extraits méthanoliques d’Artemisia campestris L. possédent un
effet inhibiteur important vis-a-vis de Staphylococcus aureus MU 50 (SARM). Tandis que les
souches Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 et Escherichia coli ATCC 25922 ont montré

des diamétres d’inhibition modérés, alors que Bacillus cereus été completement résistante.

Les extraits, exercent également une activité antifongique considérable sur Aspergillus
niger. En effet, ’inhibition de la croissance mycélienne a atteint 90,58 %. De plus, ces

extraits montrent une activité plus ou moins importante vis-a-vis d’Alternaria sp. (14,58%).

Les résultats de ce travail montrent que ’espece Artemisia campestris L. est 1’une des

sources naturelles de composés antimicrobiens d’importance élevée.
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Toutefois, ces résultats restent préliminaires et il serait nécessaire de mener des études
approfondies afin de:
% Purifier et caractériser les composés actifs majoritaires contenus dans les différentes

parties de la plante.

+ Evaluer I'effet antibactérien et antifongique de ses métabolites sur une gamme plus
large de microorganismes ainsi que déterminer la concentration minimale inhibitrice
(CMI) pour mieux connaitre leur champ d’action, leur dose thérapeutique ainsi que
leur site d’action au niveau de la cellule. Ceci permettra de préparer des produits
pharmaceutiques de grand intérét thérapeutique.

+ Etudier efficacité de I’huile essentielle d’Artemisia campestris L. dans le domaine
alimentaire afin d'établir leur utilitt comme agents antioxydants ou antimicrobiens

naturels dans la sécurité alimentaire.
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Annexe 01: Composition des milieux de culture.

Milieu MH (Gélose Mueller Hinton) Gélose nutritive Gélose a I’extrait de
malt

Hydrolysat acide de caséine | extrait de viande : 1,0g Extrait de malt : 17,59

(peptone) : 17,59 extrait de levure : 2,59 Peptone : 29

Extrait de viande : 29 peptone : 5,0g Agar : 15¢

Amidon : 1,59 chlorure de sodium : 5,0g | Eau distillé : 1000 mL

Calcium : 20 a 25mg Agar : 15,09

Magnésium : 10 a 12,5 mg
Agar : 159
Eau distillée : 1000 mL

pH:7,4%02

pH: 7,0 pH:54+0,2

Annexe 02: Généralités sur les souches fongiques utilisées.

Alternaria sp.

Aspergillus niger

C’est un champignon
deutéromyceétes de la familledes

Pleosporaceae, a croissance rapide et
des colonies de couleur sombre (brun,
vert foncé). Cette pigmentation est due
a la dihydroxynaphtaléne-mélanine.
Morphologiquement, ce sont des
conidies avec des septes transversaux et
longitudinaux formant parfois une
chaine.ll est responsables de maladies
des plantes (alternariose), de
la phaeohyphomycose et il est impliqué
dans des allergies respiratoires.

Généralités

Photo représentative

L’aspergille noire, est un champignon
filamenteux ascomyceéte de l'ordre
des Eurotiales. Il apparait sous forme d'une
moisissure de couleur noire sur les fruits et
légumes. Il est I'une des causes les plus
courantes d’otomycose, une infection
fongique de Doreille qui peut provoquer
une perte auditive temporaire. Le
champignon peut aussi engendrer une
aspergillose.
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Deut%C3%A9romyc%C3%A8tes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pleosporaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Maladie_des_plantes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Maladie_des_plantes
https://fr.wikipedia.org/wiki/Alternariose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phaeohyphomycose
https://fr.wikipedia.org/wiki/Ascomycota
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eurotiales

Annexes

Annexe 03: Résultats du screening phytochimique.
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Alcaloides

Annexe 04: Droite d’étalonnage de I’acide gallique.

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Absorbance a 765nm

y =0,316x+ 0,021
R*=10,986

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Concentration de I'acide gallique (mg/ml)

3 3,5

Annexe 05: Droite d’étalonnage de la quercétine.

Absorbance a 510nm
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Annexe 06: Droite d’étalonnage de la catéchine.

0,5 7 y =0,3466x-0,0177

RZ = 0,9905

0,4 -
0,3 -
0,2 -

0,1

Absorbance a 550nm

0 0,5 1 1,5

Concenfration de la catéchine (mg/ml)

Annexe 07: Photos représentatives des boites temoin, des souches bactériennes testées.

Staphylococcus aureus Bacillus cereus Pseudomonas Escherichia coli

aeruginosa

Annexe 08




Résumé

Ces dernieres années, I’intérét thérapeutique porté aux composés phénoliques contenus dans
les plantes s’est vu grandir significativement. Artemisia campestris L. est I'une de ces plantes
médicinales de la famille des Asteraceae, a étre tres utilisée en Algérie a des fins curatives. Ce
travail a pour objectif, 1’analyse qualitative et quantitative des substances actives de quatre
extraits de la partie aérienne d’Artemisia campestris L. provenant de Tébessa, ainsi que
I'estimation de leur activité antimicrobienne. L’extraction par macération dans le méthanol a
abouti a des rendements importants. Le screening phytochimique a révélé la richesse de la
plante en substances actives. Les différents dosages de polyphénols totaux, flavonoides et
tannins témoignent d’une bonne teneur en ces derniers. L’activité antibactérienne a été
déterminée par la méthode de diffusion sur gélose Mueller Hinton réalisée sur quatre souches
bactériennes référenciées (Staphylococcus aureus MU 50 (SARM), Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 et Bacillus cereus ATCC 14575). Les résultats
indiquent que les extraits manifestent un effet inhibiteur contre les souches testées excépté
Bacillus cereus. Les extraits ont montré une activité antifongique considérable vis-a-vis
d’Aspergillus niger et moyenne vis-a-vis d’Alternaria sp.

Mots clés : Armoise, Asteraceae, Artemisia campestris L., extrait méthanolique, activité
antifongique, activité antibactérienne.

Abstract

In recent years, the therapeutic interest in phenolic compounds contained in plants has grown
significantly. Artemisia campestris L. is one of the medicinal plants of the Asteraceae family,
which is widely used in Algeria for curative purposes. This work aims at the qualitative and
quantitative analysis of the active substances of four extracts of the aerial part of Artemisia
campestris L. coming from Tébessa, as well as the estimation of their antimicrobial activity.
Extraction by maceration in methanol resulted in significant yields. The phytochemical
screening revealed the richness of the plant in active substances. The different assays of total
polyphenols, flavonoids and tannins show a good content of the latter. The antibacterial
activity was determined by the diffusion method on Mueller Hinton agar on four referenced
bacterial strains (Staphylococcus aureus MU 50 (MRSA), Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853, Escherichia coli ATCC 25922 and Bacillus cereus ATCC 14575) The results indicate
that the extracts show an inhibitory effect against the tested strains except Bacillus cereus.
The extracts showed considerable antifungal activity against Aspergillus niger and moderate
activity against Alternaria sp.

Key words: Mugwort, Asteraceae, Artemisia campestris L., methanolic extract, antifungal
activity, antibacterial activity.
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